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RESUMEN
“Harinas como fuente de compuestos bioactivos. Tracidn e innovacion”

Tanto los cereales como las legumbres son alimelpésgcos en el patron de la dieta
mediterrdnea que se caracterizan por presentaresaiges cantidades de compuestos
bioactivos. Estos alimentos han sido ampliamerlizados desde la antigiiedad y forman parte
de numerosas elaboraciones culinarias tradiciong8lesembargo, en la actualidad, la industria
alimentaria esta haciendo un gran esfuerzo pormdsa productos alimenticios novedosos,

muchos de los cuales estan elaborados a baseidashde cereales y legumbres.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral sea@mt la caracterizacion y evaluaciéon del perfil
de compuestos bioactivos, asi como en el estudi@a @etividad biolégica en términos de
actividad antioxidante en diferentes harinas (@d@ty de lenteja) que podrian utilizarse como
ingredientes para la elaboracion de productos alicies con propiedades funcionales
afadidas. Ademas, se evaluaron aspectos de ladalgtricional y sensorial de distintos
alimentos elaborados a base de harinas de ce(paless) y de legumbres (snacks).

En el caso de lasarinas de trigo objeto de estudio (harina blanca, harina integfahccion

de salvado), se analizaron un total de 22 muegtoaedentes de distintas variedades tanto de
trigo blando como de trigo duro obtenidas mediéétaicas de mejora genética tradicional. Se
evaluo la variabilidad mostrada en términos de a@sjps bioactivos (fibra, arabinoxilanos,
tocoferoles, compuestos fendlicos) asi como en ositenido de elementos minerales
(microelementos: Fe, Cu, Mn, Zn; y macroelemen@s: Mg, Na, K). El estudio de estas
harinas se completd con la evaluacion de la aeitivlnlolégica (actividad antioxidante) de las
mismas. Los resultados obtenidos permitieron cobgrque las harinas de trigo procedentes
de las variedades analizadas constituyen una fuaptatante de fibra y presentan cantidades
interesantes de arabinoxilanos (3 de las muestta®en los requisitos necesarios para poder
hacer uso de la correspondiente declaracion dequiages saludables autorizada relativa a
estos compuestos). Se ha comprobado que las teci@caejora genética tradicional permiten
obtener harinas de trigo con cantidades importatgedementos minerales, siendo posible, en
la mayoria de los casos analizados, hacer uso slecdaespondientes declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables estaale@n la legislacion vigente. Las muestras
analizadas y, especialmente las harinas integyalas fracciones de salvado, destacan por
presentar compuestos con propiedades antioxidaste®) los tocoferoles y los compuestos
fendlicos, cuyo contenido se relaciona con la ddpdcantioxidante de las mismas.



El estudio de labarinas de lentejaincluyo el analisis de 12 formulaciones (crudastyuidas)
enriguecidas con distintas proporciones de levaduteacional. Se evalué la influencia del
proceso de extrusion (a 140 °C y a 160 °C) sobmomienido de diferentes compuestos
bioactivos fibra, arabinoxilanos, azucares solublegyalactésidos, tocoferoles, compuestos
fendlicos), asi como sobre el contenido de alguoosipuestos considerados como
antinutrientes (inositol fosfatos, inhibidores d@dina, lectinas). También se evalud la
actividad biologica (actividad antioxidante) de fasmulaciones objeto de estudio. Como
consecuencia de la extrusion se observo un inciteneerel contenido de fibra, arabinoxilanos
y a-galactésidos, asi como una disminucion del codtedie tocoferoles y de compuestos
fendlicos. No obstante, las harinas de lentejaizadds presentaron interesantes propiedades
desde el punto de vista antioxidante. Por ultineoc@nfirmd que la extrusion conlleva una
marcada reduccion de los compuestos antinutrifivasitol fosfatos, inhibidores de tripsina,

lectinas).

Como parte de esta Tesis Doctoral también se #eano urestudio de productos elaborados

a base de harinas de cereales (panes) y de harirdes legumbres (snacks)Se evalud la
composicién nutricional de 5 tipos de panes (medéal, integral de centeno de Baviera,
integral de trigo, de centeno, y de avena) y sepcobd que el pan multicereal fue el que
presentd un mayor contenido de proteinas, graaaytdibra total, mientas que este pan se
caracterizo por los valores mas bajos de hidratosadbono disponibles. Teniendo en cuenta
el aporte energético, el pan de avena fue el qutrénan mayor valor caléric&l perfil lipidico

de los panes analizados mostro que los acidosgpmiinsaturados fueron los mayoritarios.
Se confirmo la posibilidad de utilizar en el etitagd de todos los panes analizados las
declaraciones nutricionales de “fuente de cobrefugnte de manganeso”, asi como las
correspondientes declaraciones de propiedadesasddisdaprobadas por la legislacion vigente.
Ademas, se evaluaron distintos atributos senseri@lacionados con la aceptacién de estos
productos por parte de los consumidores. De estemraae observé que el pan integral de trigo
fue el mas elastico mientras que el pan de cerfiem@l de mejor masticabilidad y el que
presenté mayor dureza y mayor adhesividad. Comiuiael® del estudio del color de los panes

cabe destacar que el pan mas oscuro fue el pamahtke centeno de Baviera.

En cuanto a los productos elaborados a base debkate legumbres se evalud la aceptacion

por parte de los consumidores de 6 tipos de srtclenteja y de garbanzo. Se observé que los

consumidores esparfoles son capaces de discrinimad&s diferentes formulaciones de snack

objeto de estudio y se comprobd que, en genesdhimulaciones de lenteja (con mas proteina,
2



mas grasa y menos fibra) obtuvieron puntuacionesattas que las de garbanzo. Ademas, se
observo que los hombres dieron puntuaciones nesalbs snacks que las mujeres. Se realizo
un analisis estadistico multivariante, mapas diepgecias, con el objeto de profundizar en el
estudio de los resultados obtenidos. En este serngi realizé un andlisis estadistico de
clasificacidon jerarquica ascendente que agrupdésadmsumidores en 3 grupos o clases en
funcién de sus preferencias permitiendo un estpdimnenorizado de la aceptacion de los

consumidores por los snacks seleccionados.

Como conclusion final de este trabajo cabe destpgatanto las harinas de cereales como las
de legumbres tienen un gran valor nutricional ydemeemplearse como ingredientes en la
elaboracion de productos alimenticios novedosos mapiedades funcionales afiadidas.
Existen diferentes estrategias, como la mejora tgendradicional o distintos procesos
novedosos e innovadores tales como el procesotdesigx, que permiten mejorar el perfil de
compuestos bioactivos de las harinas de cerealedggumbres, lo que redunda en productos
con un mejor perfil nutricional y permite amplidabanico de productos saludables disponibles
en el mercado.. Ademas, las técnicas de andlisgsal utilizadas en este estudio son una
herramienta clave para caracterizar productos r»asdy evaluar la aceptacion de estos

productos por parte de los consumidores.



ABSTRACT
“Flours as a source of bioactive compounds. Traditin and innovation”

Cereals and pulses are staple foods in the Meaiitean dietary pattern and contain interesting
amounts of bioactive compounds. These foods has Wwekely used since ancient times and
they are part of numerous traditional recipes. Hmxenowadays the food industry is making
a great effort to develop novel food products, mahwhich are based on cereals and pulses

flours.

This Doctoral Thesis is focused on the characteomzand evaluation of the profile of bioactive
compounds as well as on the study of the biologicality in terms of antioxidant activity of
different flours (wheat flours and lentil floursyhich could be used as ingredients to develop
food products with added functional properties. &tver, different aspects related to the
nutritional quality and sensory quality of somedgooducts made from cereal flours (breads)

and pulses flours (snacks) have been evaluated.

A total of 22 samples afheat flours (white flour, wholegrain flour and bran fractioimpm
different soft and durum wheat varieties has bemtyaed. These samples were obtained using
techniques of the traditional genetic improvem@&he variability on the bioactive compounds
content (dietary fibre, arabinoxylans, tocopherplgnolic compounds) has been evaluated, as
well as the content of mineral elements (microelasieFe, Cu, Mn, Zn; and macroelements:
Ca, Mg, Na, K). The study of these flours was catgad with the analysis of the biological
activity (antioxidant activity) of them. The obtaith results showed that analyzed wheat flours
are an important source of dietary fibre and conitateresting amounts of arabinoxylans (3 of
the samples meet the necessary requirements to usakef the corresponding authorized
health claim for these compoundit)has been proven that traditional genetic improget
technigues make it possible to obtain wheat flauitls significant amounts of mineral elements,
being possible, in most cases, the use of nutréimh health claims established in the current
legislation.The analyzed samples and, especially the wholefleest and the bran fractions,
stand out for containing compounds with antioxidamperties, such as tocopherols and
phenolic compounds, whose content is related tio dméioxidant capacity.

The study ofentil flours included the analysis of 12 formulations (raw awrttuded) enriched
with different proportions of nutritional yea3te influence of the extrusion process (at 140 °C

and 160 °C) on the content of different bioactisepounds (fiber, arabinoxylans, soluble



sugarsa-galactosides, tocopherols, phenolic compoundsyedsas on the content of some
compounds considered as antinutrients (inositokphates, trypsin inhibitors, lectins), was
evaluated. The biological activity (antioxidantiaity) of the formulations under study was
also assessed. As a consequence of the extrusioasgt an increase in the content of fiber,
arabinoxylan and-galactosides as well as a decrease in the casftestopherols and phenolic
compounds, were observed. However, the analyzeil flemrs showed interesting properties
from the antioxidant point of view. Finally, it wasnfirmed that extrusion implies a marked

reduction in antinutritive compounds (inositol ppbates, trypsin inhibitors, lectins).

As part of this Doctoral Thesig, study of products made from cereal flours (breadsand
legume flours (snacks) was also carried ouThe nutritional composition of 5 types of bread
(multigrain, Bavarian rye, whole wheat, rye, anthoeal) was assessed and it was found that
multigrain bread was the one with the highest aundé protein, total fat and total fiber, while
this bread was characterized by the lowest valdiesvailable carbohydrates. Taking into
account the energy intake, oat bread was the atestiowed the highest caloric value. The
lipid profile of the analyzed breads showed thdyyasaturated fatty acids were the majority
ones. It was confirmed the possibility to use thgition claims "source of copper" and "source
of manganese" and its corresponding health clappsoaed in the current regulation in the
labeling of all analyzed breads. In addition, diiet sensory attributes related to the consumer
acceptance of these products were evaluétethis way, it was observed that whole wheat
bread was the most elastic bread, while rye breaglthhe one with the best chewiness and the
one with the highest hardness and adhesiveAassa.result of the study of the color of the
breads, it should be noted that the darkest breadfne Bavarian rye bredgegarding the food
products made from legume flours, the consumerspance of 6 types of lentil and chickpea
snacks was assesséidvas observed that Spanish consumers are allis¢dminate among
the different snack formulations under study andavdts found that, in general, the lentil
formulations (with more protein, more fat and l&bger) obtained higher scores than those of
chickpealn addition, it was observed that men gave higleres to snacks than women. A
multidimensional statistical analysis, preferencpping, was carried out in order to deepen
the study of the obtained resultsthis sense, a statistical analysis of agglomazdiierarchical
clustering was performed, and consumers were categointo 3 groups or classes based on

their preferences, allowing a detailed study ofstoner acceptance of the selected snacks.

As a final conclusion of the present work, it sliblé noted that both cereal and legume flours
have great nutritional value and can be used asdinents in the production of novel food
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products with added functional properti€bere are different strategies, such as the toauwditi
genetic improvement, or different new and innovatprocesses, like the extrusion process,
which allow improving the profile of bioactive comgnds in cereal and legume flours, which
results in products with a better nutritional pi@fnd allow the increase of the range of healthy
products available on the mark&urthermore, the sensory analysis techniques usékei
present study are a key tool for characterizingeh@roducts and evaluating the consumer

acceptance of these products.



1. INTRODUCTION



1.1. CEREALS AND PULSES IN THE MEDITERRANEAN DIET

The termMediterranean diet first came into use in the 1950s to refer to fipecial diet of the
populations living in the Mediterranean basira(bajal, 2013; Serra-Majem et al., 2DTEhis
dietary pattern consists predominantly of planteolaf®ods (fruit, vegetablesereals pulses
and nuts), with a limited intake of animal produ@se essential characteristic of this dietary
pattern is the use of virgin and extra virgin oloieas the main source of fat, making this diet
rich in monounsaturated fatty acids and poor irursé¢d fats. The Mediterranean diet
guarantees a high supply of fibre and bioactive maunds, many of which have antioxidant
and anti-inflammatory properties that are respdadibr numerous beneficial health effects
(Bach-Faig et al., 2010; Castro-Quezada et al., 2Dida-Travé & Castroviejo Gandarias,
2011D).

Adherence to the Mediterranean diet has been odddovprotect against pathologies that are
highly prevalent in Western societies. It is parféc notable for its role in protecting against
cardiovascular diseas8&i(lingsley & Carbone, 2018 type Il diabetesSalas-Salvado et al.,
2017), neurodegenerative disordefga(ls-Pedret et al., 20)5and certain types of cancer
(Toledo et al., 2015 The Mediterranean diet is today considered tote of the healthiest
dietary patterns available, and is associated amthmprovement in people’s quality of life
(Serra-Majem & Ortiz-Andrellucchi, 20).8

A healthy diet must fulfil certain basic principleand include a wide variety of foods that
guarantee a balance of nutrients. It is also eisgeatadapt portion sizes in order to meet the
nutritional needs of the population. The Meditee@am dietary pattern is able to satisfy these
requirements, and allows the inclusion of food$hsag cereals and pulses that are produced in

the local environment and rooted in our customsatidiral traditions $ENC, 2013

Figure 1 shows the Mediterranean diet pyramid propose®hlyvays (2009)It can be seen
that the base of the pyramid is formed by planedasods (fruit, vegetables, cereals, pulses
and nuts), whereas animal-based foods are locatéukahigher levels. This pyramid also

highlights the importance of regular physical atgiand of sharing food in a social setting.
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Figure 1. The Mediterranean diet pyrami@lfdways, 2009

Cerealsandpulsesare foods that play an essential role in feeduegoopulation, and therefore
occupy a key place at the base of the Mediterradesdary pyramid. An adequate diet should
include the daily consumption of cereals (prefgrabholegrain and wholegrain derivatives)
and other foods that are rich in complex carbohygdraPulses are staple foods in traditional
and Mediterranean cuisine and represent an imgdostaurce of energy and nutrients. The
recommendation is to consume at least two to thoegons a week, prepared using culinary

techniques to improve their digestibility and ntudnal value SENC, 201%.



1.1.1. Cereals

As mentioned above, cereals and their derivativestaple foods in the Mediterranean dietary
pattern and their consumption is essential asgbahealthy diet@rtega et al., 20)5Cereals
have also been a cornerstone of the history of huowd from a cultural point of view, as they

were the first plants to be cultivated by humanthaeastern Mediterraneavigtaix, 2009.

In terms of their role in the diet, the most imaoitt cereals are wheakr{ticum aestivuni_.,
Triticum durumDest.), rice Qryza satival..) and corn Zea mayd..). Specifically, wheat and
rice are the staple food of four fifths of the vebsl population, and wheat production accounts
for 28% of the total cereal production worldwide®©, 2019. Rye Secale cerealk.), barley

(Hordeum vulgard..) and oatsAvena sativd..) are also widely consumellétaix, 2009.

These foods have a high nutritional value and atatie for their carbohydrate content, mainly
starch. They contain a significant quantity of pios, with lysine as a limiting amino acid, and

a low fat content, mainly unsaturatédgtaix, 2009; Ortega et al., 20115

The distribution of the nutrients in cereal graiepends largely on their morphology. The grain
Is structured into three differentiated parts (hrandosperm and germfrigure 2), each of
which has a different nutrient concentrati@vtega et al., 2095

As can be seen in Figurel&anis the outer part of the cereal grains and isiin formed by
two layers (pericarp and testa), representing aqpmpiately 14% of the weight of the grain
(Finnie & Atwell, 2016; Gomez Pallarés et al., 2RBran contains a significant amount of
water-soluble proteins (albuming}ifaquilla-Quilca et al., 20)&@&nd has a high fibre content
(Rasane et al., 20}),5mainly insoluble, which is responsible for masfythe health benefits
deriving from the consumption of cereals. The prethant fibre in this food group is composed
of non-starch polysaccharides (such as arabinogylamnd B-glucanes), resistant starch,
oligosaccharides (mainly fructans) and lignin(dsen et al., 2017; Rainakari et al., 2016
Bran is also characterised by a fraction thatds i vitamins (particularly B-group vitamins
such as thiamin, riboflavin and niacin) and mingfatagnesium, potassium, calcium, iron, zinc
and selenium). This layer also has a high presefhda@oactive compounds with an anti-
oxidising capacity, such as phenolic compounds rfimderulic acid, flavonoids and tannins)
(Gong et al., 2018; Moreiras et al., 2018; Ortegal.eR019.
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Figure 2. Wheat grain morphology (adapted frénataix, 2009

Thealeuronlayer is located between the bran and the endws@erd represents 5-8 % of the
wheat grain. This layer is biologically active afhias high enzyme activity. Its composition,
activity and location mean it can exert differeffeets on the functionality and nutritional
properties of flours. However, due mainly to itsdtion, aleuron is eliminated during most of
the milling operations carried out to obtain flowihis layer contains a high concentration of
nutritionally important compounds, and it wouldréfere be extremely interesting to optimise
its utilisation by increasing the extraction rafeflours or encouraging the consumption of
wholegrain floursBrouns et al., 2012; Finnie & Atwell, 2016; Gomedllgrées et al., 2007as
wholegrain cereals have been reported to have musdrenefits for human health, including
prebiotic effects and as a safeguard against atikdreancer, in addition to protecting against
cardiovascular diseases and helping control bodghwésong et al., 2018; Ortega et al., 2015;
Zhu & Sang, 201)

White flour is basically formed by trendospernof the grain, which is the food deposit for the
embryo, and, in the specific case of wheat, reptesg@2 % of the weight of the grain. This
fraction has a low vitamin and mineral content arainly comprises starch, proteins and, to a

lesser degree, celluloseijnie & Atwell, 2016; Gomez Pallarés et al., 2R07
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Finally, thegermis located near the base of the grain, and incis® of wheat, represents
around 3 % of the cereal grain. This fraction chrin fats and is notable for its content in
proteins (albumins, globulins, prolamins and gluteh and vitamins, particularly B-group
vitamins and vitamin E (tocopherols and tocotrish@¢tinnie & Atwell, 2016; Gomez Pallarés
et al., 2007; Zhu et al., 20pAn the specific case of wheat and corn, the galiso contain

significant quantities of carotenoidsl¢reiras et al., 2013

1.1.2. Pulses

Pulses are a part of the cuisine of practicallyhadl peoples and cultures in the world, as they
are staple foods with excellent nutritional projgertThe grains of leguminous plants have been
consumed in all cultures for thousands of yearstdubkeir high nutritional value and the fact

that they are cheap, easy to prepare, highly vkrsaid in many cases non-perishable, allowing

an abundant supply to be maintainédr(es & Guerra, 2003

Pulses have been cultivated for centuries by a wateety of cultures, and together with
cereals, have represented a staple food for thelatogn since the Neolithic era, when humans
first began to cultivate the land and practice agtiire as a supplement to hunting. From the
Middle Ages to the present day, pulses in SpaireHagtured in meals in both the wealthiest
and most humble homes. Dishes suclt@sdo (chickpea stew)potajes(hearty soups) and

stewed lentils are part of Spain’s culinary cultanel traditional gastronomy/APA, 2020.

Pulses belong to theeguminoseadamily, which is one of the most important botaic
families in nutritional terms. This family has oviE3,000 species that are classified into around
650 genera. However, only some 20 species arefasddman consumption, and represent a
very important element of the diet. Pulses are eoesl as dry seeds, cleaned and separated
from their pod, and can be divided into three laggaups: grain leguminosae, proteaginosae
and oleaginosaed\(inor et al., 2014; Delgado-Andrade et al., 201BNF2017; Sangronis et
al., 2004; Singhal et al., 201L4

Notable within the group of grain leguminosae agelstansPhaseolus vulgarik.), chickpeas
(Cicer arietinumL.) and lentils Lens culinarid_.). PeasRisum sativunt..), broad beans/jcia
fabal.) and lupin Lupinus angustifoliug., Lupinus albud.. andLupinus luteud..) belong to
the proteaginosae group, whereas sBfy¢ine maxL.) is part of the oleaginosae group
(Delgado-Andrade et al., 201L6
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Pulses are normally consumed after processing hwimiproves their palatability and enhances
the bioavailability of the nutrients; heat treatmeiggers the inactivation and/or reduction of
the content of certain undesirable compounds, Beecanti-nutrients such as phytic acid and
phytates, oxalic acid, protease inhibitors (trypaivdl chymotrypsin inhibitors), in addition to
lectins (hemagglutinins), among othef3e(gado-Andrade et al., 2016; Dogan et al., 2013;
Sangronis et al., 2004; Shariati-levari et al.,@@inghal et al., 2034

Pulses are extremely valuable foods from the nomad point of view. In bromatological terms,
the composition of pulses makes them one of thet cmaplete foods available. They have
traditionally been known as the “poor man’s meaté do their high protein content, and their
consumption is particularly important in regionghwa limited availability of animal protein.
They are rich in essential amino acids such as |ysiicin, aspartic acid, and glutamic acid and
arginine, and are therefore a food of choice irisdééming for a total or partial reduction of
animal proteins such as vegetarian, strict vegaftegitarian diets. However, pulses have a
limiting amino acid (methionine) which reduces bielogical value of the protein. One way to
improve the profile of this protein may be to sugpent the protein in the pulses with cereals
(Dogan et al., 2013; Pedrosa et al., 2015

Pulses are also a source of complex carbohydratésas fibre. The fibrous covering of pulses
is formed mainly by cellulose, hemicellulose anctpe. This cover, along with certain
oligosaccharides (mainkygalactosides) in the interior of the grain arertte@n components of
the fibre in this food groupu-galactosides (mainly raffinose, stachyose andasatise) are
responsible for the flatulence that may occur wir consumption, causing many people to
limit the presence of pulses in their diet. PubHes contain a large quantity of resistant starch,
and hence have a low glycaemic index. This typstafith has beneficial effects for the health;
for example it reduces the risk of colon cancer @abtetes, and also acts as a substrate for the
growth of probiotic microorganisms in the coldbidad-Mulero et al., 2019; Morales et al.,
2015a; Pedrosa et al., 2015

Another relevant aspect in terms of the compositibthis food group is the fact that — with
the exception of oleaginous species such as sbgsetfoods contain very low amounts of fat
(Delgado-Andrade et al., 2016; Moreiras et al., 2018

In regard to micronutrients, it is worth noting thaulses are a source of physiologically

important levels of vitamins (niacin, vitamin Ciamin, folic acid and riboflavin) and minerals

(potassium, magnesium, calcium, iron, zinc and raaage)Grela et al., 2017a; Margier et al.,
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2018; Moreiras et al., 2018; Sangronis et al., 2@Wariati-levari et al., 2016; Singhal et al.,
2014.

They also contain numerous compounds with antiorigeoperties, and, specifically, a variety

of phenolic compounds such as quercetin, myricatoh kaempferolGrela et al., 2017b

Research into the potential health benefits ofgaitgas confirmed their favourable nutritional
profile. They are currently considered gluten-fieectional foods, and the scientific evidence
available today suggests that they stimulate seweetabolic functions and protect against
cardiovascular diseases, diabetes, obesity, boaaster, osteoporosis, high blood pressure,
gastrointestinal disorders and adrenal insufficyeas well as reducing LDL cholesterdlne

et al., 2009; Ma et al., 2016; Morales et al., 2018ouri et al., 2016; Shariati-levari et al.,
2016; Singhal et al., 20)4

1.1.3. Cereal and pulses flours
1.1.3.1. Milling process

Milling or grinding is the operation whereby the cereal and/or legaosrgrains, free from
extraneous material and duly positioned, are gramtireduced to particles of various sizes
(Decreto 2484/1967; Real Decreto 677/2016

Royal Decree 1286/1984, repealed by Royal Decr@&616, considerenhilled products to

be those obtained solely from milling wheat grditmwever, the legislation in force at the
present timeReal Decreto 677/20) @stablishes that milled products can be considaseany
product obtained from milling cereal grains dedlirfier human consumption, and classifies

these products as:

— Products obtained essentially from grains
— Other products obtained essentially from the olagers of the grain, including the

germ.

The purpose of milling is to obtain a product wéHine granulometry from cereal grains or
from the seeds of leguminous plants. When wheatlied, the germ and the bran are separated

from the endosperm, which is then reduced to smpdigicles which constitute the flour.
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In common with other food processes such as femmientand cooking, the origin of milling
dates from antiquity. The first use of hand toa@ted from around 8000 BC, when stone mortars
and basins were employed to reduce cereals to a@gyomnd transform them into flours of
varying degrees of coarseness. There is evidenoe dround 6000 BC that sieves were used
to separate flours from the unwanted parts of thengThe first mechanical mills consisted of
two stone discs laid horizontally. The wheat wascetl between the discs, which were then
rotated manually. This type of mill gradually evetlvuntil stone or rotating mills became
widespread, using animal or manpower to move theestliscs to maximise the efficiency of
the process. Hydraulic energy was first used tbwiikeat around 100 years BC, and windmills
from about 1200 AD. The concept of reduction tr@itmues today originated in Hungary in
the 19th century, and the sophisticated methodgiofling, separating and transporting that
are standard nowadays are based on the same lbasesges applied by these early mills
(Finnie & Atwell, 2014.

Two types of cereal milling can currently be diéfetiated today: wet milling and dry milling.
Special milling technigues have also been develdpeallow the grains to be fractioned in
order to respond to very specific neeés(lie & Atwell, 2016; Tscheuschner; 2001

The processes involved in the correct milling akeds are:

Elimination of extraneous components and damageshktgrains
Cleaning the dirt adhered to the surface of thendrenpurities)

Selective grinding of the cleaned cereal

w0 NP

Separation of the different fractions after milliagcording to their granulometry, and
the endosperm particles with and without the resairthe husk
5. Mixing the selected fractions to obtain the varidingl, intermediate and discardable

products

The wheat is normally milled dry, and the aim iseparate the main anatomical parts of the
grain (bran, endosperm and germ) as efficientlp@ssible. Wheat is milled with a series of

pairs of rollers and sieves that separate the n@imponents of the grain, producing flour, bran
and germftinnie & Atwell, 2016; Tscheuschner; 2001

Pulses flours are obtained by grinding the legunmnseeds dry after removing the cortex
(Decreto 2484/197
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1.1.3.2. Definition of flours

According to the current legislation, the tefiour refers to the product obtained from milling
thecerealgrain, and is constituted fundamentally by theasperm, with a granulometry such
that 90% of its particles pass through a sieve withesh size of 180 micras; the exception is
brown wheat flour, when the figure is 80 % of tlaatles Real Decreto 677/20).6

Flours must have the following characteristics:

— Moisture: < 15 %, with an accepted tolerance of 0.5 %, incigdihe value of the
uncertainty of the analytical method.

— Percentage of extraneous flour (from other cemmaseeds)< 1 %.

The raw materials used to make flours are cereahgyrwhich must be healthy, sound and for
commercial use, free from unusual odours and livprgdators in all their phases of
development. The moisture in the grain must betless or equal to 15% at the time the goods
are receivedHeal Decreto 677/20)6

The quality standards for flours, meal and othedpcts of cereal milling can be consulted in
Royal Decree 677/2016, which repealed Royal Dect286/1984 and introduced the

modifications contained imable 1

Table 1 Significant changes referring to concepts retptmflours and other milling products.
Comparison between Royal Decree 1286/1984 (repeateRoyal Decree 677/2016 (in force)

Item Royal Decree 1886/1984 (repealed) Royal Decree 677/2016
(in force)
Milling or ~ Operation wherebwheat grains are ground Operation whereby cereal
grinding and reduced to particles of different sizegrains are ground and reduced
which are separated from each other by to particles of different sizes.
mechanical means.
Milling Products obtained by milling the maturdroducts obtained by milling
products whole, healthy and drywheat grain, cereal grains intended for
industrially cleaned, and which are intenddduiman consumption.
for human consumption.
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Table 1 (continuation)

Item

Extraction
rate

Flour

Wholewheat
flour

Degermed
wholewheat
flour

Flour with
bran

Royal Decree 1886/1984 Royal Decree 677/2016
(repealed) (in force)
Amount of flour, with certain Kilos of flour, with certain predefined
predefined characteristicscharacteristics, obtained from milling

obtained from milling 100 kg of 100 kg of cleartereal grain, with both

clean wheat, correlating the products referred to the same

percentages of moisture moisture percentage.

between the grain and the

flour:

Flour, without any otherProduct obtained from millingereal

qualifier, is the finely groundgrain and constituted essentially by the

product obtained from millingendosperm. The name is formed by the

wheat grain. The finely milled generic term “flour” followed by the

products of other cereals mustame of the cereal from which it is

include, in addition to the generienade.

name of flour, the name of the

grain from which they are made.

Product resulting from theProduct resulting from the milling of

milling of dry, healthy, ripe cereal graing and whose composition

wheat grain, industrially is the same as the whole wheat cereal

cleanedwithout separating any grain. The milling process may vary,

part of the grain, that is, with an including milling the grain after

extraction rate of 100%. separating the different components
which are then recombined to
prepare the final product, or else a
milling process consisting of one or
several milling phases, during which the
components of the cereal grain are not
separated from each other.

Product resulting from milling The term is not considered.

ripe, healthy, dry wheat grain

from which only the germ has

been eliminated.

The term is not considered. Product resulting froixing a flour
with bran from one or several cereals.
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Table 1 (continuation)

Item

Meal flour

Royal Decree 1886/1984 Royal Decree 677/2016
(repealed) (in force)
The term is not considered. Product of milling grain of one or

several cereals, or of the subsequent
mixture of a range of products from the
milling of the same or different cereals,
with a heterogeneous granulometry and
which cannot be classified in a generic
way in any of these individual
denominations.

Mixed flours Flour resulting from mixing Flour resulting from mixing flours from

Conditioned
flour

Enriched
flour

Meal

Semolina

Groats

Germ

flours from different cereals.  different cereal grains abtained from
the joint milling of different cereals.

Flour whose organoleptic, Flour to whichcertain ingredients such

plastic and/or fermentative as additives, enzymes, gluten or other

characteristics are modified ingredients are addewlely to modify or
and supplementedto improve complement its natural
them through physical characteristics

treatments or the addition of

duly authorised products

Flour to which has been adde@oncept repealed.

some substance that increases its

nutritional value in order to

transfer this quality to the

products prepared with it.

Products essentially constitute@roduct obtainedrom milling cereal

by endosperm with a granulaessentially constituted by endosperm

structure {87-850 micras) from with a granular structure 182-850

the milling of industrially micras).

cleaned wheat.

Meal from wheat with a grainThe term is not considered.

size of no less than 160 micras.

The term is not considered. Product resulting froniling clean
cereal grains whose fragments are larger
than those of meal.

Product constituted by theProduct constituted by tlembryo of the

embryo of the wheat grain wheat grain, separated from the grain at

separated from the grain at ththe start of the milling process

start of the milling process
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Table 1 (continuation)

ltem Royal Decree 1886/1984 (repealed) Royal Decree 677/2016
(in force)

Bran Subproduct of the process of milling thBroduct of the process of milling the
wheatderived from the outer layers or hustuter layers or husk of theereal
of the grain seed, which remad#iter the grain, which remairafter the flour or
flour has been extracted meal has been extracted

Wheat flour is the flour obtained from milling the grain ®fiticum aestivuniL. wheat or the
mixture of this grain withTriticum durumDesf., with a proportion of a maximum of 20% of
the latter, ready for its sale to the final consumeintended to be used in the preparation of
other food products. It is classified accordingtsoash content out of dry substance Redl
Decreto 677/2016

- Extra-fine flour or low extractions 0.50 %.
— Normal flour or average extraction: between 0.50 @80 %.

— Brown flour or high extractiore 0.80 % and less than 2.5 %.

Whole flour or wholewheat flour is the product resulting from milling the cereahig, and

its composition is the same as that of the whoteategrain. The milling process may vary,
including milling the grain after separating theffeient components, which are then
recombined to prepare the final product; or a pge@®nsisting of one or several milling phases,
during which the components of the cereal grainraveseparated from each othétegl
Decreto 677/2016

Wholewheat flour must have less than 3% of ash over dry substance.

Meal is the product of milling cereal constituted mgibly the endosperm with a granular
structure. Meals are called by the generic ternufee meal” or “sémola de boca” (in Spanish),
or “fine meal”, as applicable, and with the namedha cereal they are made from, except for

fine durum wheat meal, which may be called “duruheat meal” Real Decreto 677/20)6
According to the granulometry they are classified a

— Course meal or “sémola de boca’meal whose particle size is uniformly distributed
in the interval of 600 to 850 micras, admittingoéetance of 10 %, except for coarse

durum wheat meal, for which this figure is 20 %.
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— Fine meal meal whose particle size is uniformly distribuiadhe interval of 132 to
600 micras, admitting a tolerance of 10 %, excepfihe durum wheat meal for which
itis 25 %.

Durum wheat meals have certain specific charatiesis

- Moisture: < 15 %, admitting a tolerance of 0.5 % that includles value of the
uncertainty of the analytical method.
— Fine durum wheat meals are classified as:
= Superior quality meal for the preparation of pasta
= Meal for other industrial uses
— Ash (over dry substance), admitting a toleranc@.05b %:
= Course meal or “sémola de bocga™0.9 %
= Superior quality fine durum wheat meal for the pggpion of pastas: 0.9 %
* Fine durum wheat meal for other industrial use8:9>%
— Proteins (expressed as % over dry substance):
= Course meal or “sémola de boca"10.5 %
= Superior quality fine durum wheat meal for the prgpion of pastas: 11.0 %

=  Fine durum wheat meal for other industrial use8:5 %

Bran is the product resulting from the process of mglthe outer layers or husks of the cereal

grain that remain after the flour or meal has b@dracted iReal Decreto 677/20).6
Wheat bran has the following characteristics:

- Moisture: < 15 %, with an accepted tolerance of 0.5 %, inclgdihe value of the
uncertainty of the analytical method.

— Ash over dry substance:8.5 %.

In regard topulses Decree 2484/1967, which approves the text ofSpanish Food Code,
defines leguminous derivatives as the productsimddafrom the preparation of dry pulses
suitable for food, or intended to serve as themaaterial for the manufacture of food products.

Leguminous derivatives are classified Bsreto 2484/1997

— Peeled pulses: cotyledon without seedpods frondithseeds of leguminosae.

— Pulses purées: products obtained by grinding theekeds of peeled leguminosae.
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— Pulses flours product resulting from milling dry pulses aftenmoving the cortex.

Both dry pulses and their derivatives (includindses flours) must have a normal appearance,
smell and taste, with no signs of having been k#taddy fungi, bacteria, insects, mites or
rodents. Additionally, the moisture content of #ngzroducts cannot exceed 15 %. The
legislation establishes that pulses flours mustaiona minimum of 20 % proteins, with a
maximum tolerance of 3 % fats and 6 % ash. A mimmaid 70 % of proteins and a maximum
of 8 % of fat is tolerated in the specific caselotkpea flours, whereas a minimum of 40 % of

proteins is admitted for defatted soy flolreCreto 2484/1997
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1.2. BIOACTIVE COMPOUNDS IN CEREALS AND PULSES AND THEIR
RELATION TO HUMAN HEALTH

Bioactive compoundsn foods are considered as food components, wiagk benefits health

in addition to their nutritional properties. Thesanpounds are usually found in small quantities
in foods of plant origin. They are characterizedlosir human health benefits and they could
improve the health status or reduce the risk oésshchronic diseases including cardiovascular
diseases, type 2 diabetes or certain types of cd@emi et al., 2012; Herrera Chalé et al.,

2014.

During the last century notable advances took pla&keowledge about food science, nutrition
and health, which have contributed to identify safietary bioactive compounds as potential
factors involved in the prevention of some pathmalprocesses. These advances have also
conduced to the development of intervention stydieth isolated bioactive compounds, in
order to prove their effectivenessgni et al., 2012; Herrera Chalé et al., 2014

1.2.1. Dietary fiber in cereals and pulses

The American Association of Cereal Chemists (AA@Elined dietary fiber as “the remnants
of the edible part of plants and analogous carbatgd that are resistant to digestion and
absorption in the human small intestine with congpler partial fermentation in the human
large intestine.” It includes polysaccharides, asigccharides, lignin and associated plant
substancesACC, 2001).

In the opinion of European Food Safety Authoritf-@A), dietary fiber is defined as non-

digestible carbohydrates plus lignin, including fstarch polysaccharides (NSP), resistant
oligosaccharides, resistant starch and lignin astatwith the dietary fiber polysaccharides.
Among NSP, cellulose, hemicelluloses, pectins, bgdifoids (i.e., gums, mucilages, glucans)
are found. Resistant oligosaccharides include drotigosaccharides (FOS) and galacto-
oligosaccharides (GOS), among others. Resistamhstansists of physically enclosed starch;
some types of raw starch granules, retrogradedas®yhemically and/or physically modified

starchesEFSA, 2010.

Dietary fiber (DF) can be classified into two laigy@ups according to its solubilitiFigure 3):

insoluble dietary fiber (IDF) andsoluble dietary fiber (SDF) IDF consists mainly of cell
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wall components, including cellulose, some hemutefles, lignin and resistant starch, while
SDF consists of non-cellulosic polysaccharides am-digestible oligosaccharides,
arabinoxylansp-glucans, some hemicelluloses, pectins, gums, aged and inulin{ai &
Chau, 2017; Dhingra et al., 2012; EFSA, 2010; G2a¥6; Li & Komarek, 201/

Dietary fiber
SOLUBLE (total colonic INSOLUBLE (partial colonic
fermentation) \ fermentation)
Gums Pectins Mucilages Inulin
Betaglucans Oligosaccharides Hemicellulose Cellulose Lignin
/ v
Arabinoxylans Resistant Starch

Figure 3. Dietary fiber components
(Ciudad-Mulero et al., 201%arcia Peris & Velasco Gimeno, 2007

1.2.1.1. Insoluble dietary fiber (IDF)

IDF can contribute to the normal function of theestinal tract. Its consumption is related with
an increase of stool weight and decrease of colpamnsit time. It has an important role in the
prevention of colonic diverticulosis and constipatilnsoluble dietary fiber has an antioxidant
potential that comes from phenolic compounds, arheces certain health benefit®nic et
al., 2017.

Cellulose

Cellulose is the main load-bearing constituenthef plant cell walls and it is located within a
matrix of hemicelluloses, pectin, and also ligninis one of the most abundant natural
biopolymers available which consists of linear asanf-(1—4) linked glucose monomers
(Figure 4) that are synthesized at the plasma membrane r@nbedieved to aggregate into
highly insoluble net that are often viewed as m@icihg rods in the cell wall compositéi(rton
& Fincher, 2014; Lattimer & Haub, 2010; Padayacéeal., 201).
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Figure 4. Chemical structure of cellulos€iQdad-Mulero et al., 2039

Cellulose is water insoluble and resistant to digesenzymes in the small intestine. However,
it can be partial fermented by microbiota in thegéintestine in turn producing short chain
fatty acids (SCFA)l(attimer & Haub, 201)) Moreover, cellulose has a key role on colontheal

by increasing the number of apoptotic epithelifisae the large intestine, playing a protective
role in the development of colon cancer. Due t@ligity to capture water, it makes the stool
bulky, improving the elimination of possible caregens and shortening bowel transit time
(Dodevska et al., 2013; Dodevska et al., 2015

Cellulose is commonly present in cereals, legurfrais and vegetables, constituting about
one quarter of the DF in grains and fruits and kel in vegetables and nutSi@y, 2006;
Mudgil & Barak, 2013; Yangilar, 20}3

Hemicellulose

Hemicellulose is a non-cellulosic component of btimary and secondary cell walls and it
follows cellulose in abundance. Whereas cellules®imed from units of glucose, different
monomer units constitute hemicellulose. Hemicelealaonsists in a heterogeneous group of
polysaccharides made up of pyranoses and furamsog@s units, including xylose, mannose,
arabinose, glucose and galacturonic acid. Xylogk glncose are often the most abundant
monomers found in hemicelluloséshat et al., 2017; Mudgil & Barak, 2013; OzyurOfles,
2016; Padayachee et al., 2017

Chemically, hemicelluloses can be grouped into falasses: xylans, xyloglucans,
glucomannans and mixed linkagglucans. Xylans are composed of a backborfe(G—4)-
D-xylose units with side chains that contain diéigrsugars and sugar acid residues. These side
chains include arabinose, glucose, galactose almvier amounts, rhamnose, glucuronic acid
and galacturonic acid. Xyloglucans are similarite backbone of cellulose, consistingpef
(1—4)-linked D-glucopyranose units, but with frequdmanching ofa-D-xylose residues.
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Glucomannans consist of a branched backborfie(d4)-linked D-mannose and D-glucose
units. Mixed linkage (3, 1—4) B-glucans are other type of hemicelluloses thatesticted

to grass species and some pteridophyfes/(rt & Otles, 2015

Hemicelluloses promote regular bowel movementsbyeiasing hydration of the stool. These
compounds bind cholesterol in the gut, preventimgesterol absorption. They are digested by
microbiota increasing the number of beneficial baatin the gut and producing SCFA, which

are used by colon cells as energetic substkate il & Barak, 2013.

Hemicelluloses are principally present in cerealirgg and about one third of the DF in
vegetables, fruits, legumes and nuts consistsmofdedluloses Dhingra et al., 2012; Mudgil &
Barak, 201}

Lignin

Lignin is not a polysaccharide but it is a compladom polymer containing about 40
oxygenated phenylpropane units including conifesiylapyl and p-coumaryl alcohols that have
undergone a complex dehydrogenative polymerizatwiecules of lignin vary in molecular

weight and methoxyl contenbfiingra et al., 2012; Fuller et al., 2016

Lignin is one of the most chemically active compatseof the cell walls, being responsible for
interactions with other dietary components anddecreasing bioavailability of nutrients. It
also influences gastrointestinal physiology du@égavater-holding capacity, increasing fecal
bulk and stimulating the intestinal transitdgil & Barak, 2013; Zil et al., 201).

Lignin is commonly found in foods with a woody coomgnt, as celery, and it is also present
in the outer layer of cereal grairfaler et al., 2016; Mudgil & Barak., 20)L3

Resistant starch

Starch is classified into three general types baseds rate of digestion: rapidly digestible,
slowly digestible and resistant starétichebbi et al., 2013 Resistant starch is defined as a
portion of starch that resists digestion by humamcpeatic amylase and brush border
glycosidases in the small intestine of healthy hosrend reaches the colon becoming available
for fermentation by the microbiot&ien et al., 201)7 Chemically, resistant starch is a linear
polysaccharide of (4) a-D-glucan, essentially derived from the retrogradedylose
fraction, and it has a relatively low molecular ghgi (1.2 x 10 Da) (VMiohebbi et al., 2018 It

is classified into five subtypes based on their m@tsm of resistance to enzymatic digestion:
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| (encapsulated and physically inaccessible star¢hjyesistant granules), Il (retrograded
amylose), IV (chemically modified starch) and V (dase-lipid complex)umar et al., 2018;
Zhao et al., 2013

Resistant starch type | is physically inaccessiblamylolytic and digestive enzymes and it
passes the small intestine as such. It is presevitole kernel grain products (e.g., bread, seeds,
pasta and legumesifentes-Zaragoza et al., 2010; Lockyer & Nugeni,72Raigond et al.,
2015.

Resistant starch type Il is found in raw starchngtes, which are relatively dehydrated and
have a compact structure that limits digestive aresy ability to access it. It is present in raw
potatoes, green bananas, high-amylose maize, gistiegoh and some legumeshen et al.,
2017; Fuentes-Zaragoza et al., 2010; Lockyer & Mug2017.

Resistant starch type Il is retrograded starcimarily formed from amylose that has leached
from starch granules after hydration. It is foundooked potatoes, bread, corn flakes and food
products with prolonged and/or repeated moist lregtment Chen et al., 2017; Fuentes-

Zaragoza et al., 20)0

Type IV resistant starch is a group of chemicallydified starches with similarity to resistant
oligosaccharides and polydextrose, resistant tgraatic hydrolysis. It is a constituent of some
drinks and some foods in which modified starcheshzeen used (certain breads and cakes)
(Chen et al., 2017; Fuentes-Zaragoza et al., 204igjoRd et al., 2015

Finally, type V resistant starch is a kind of rémms starch arising from the formation of
amylose-lipid complexes that can be formed duraaglfprocessing and can also be prepared
under controlled conditions. It comprises polysaciles of water insoluble linear pody-
(1—4)-glucans and it is resistant to degradatiomdaynylase. These polysaccharides promote
the formation of SCFA, particularly butyrate. It fisund in foods that contain naturally
occurring amylose—lipid complexes, such as breadanaing fat as an ingredient, or foods
containing artificially made amylose—lipid complexgockyer & Nugent, 2017; Raigond et
al., 20135.

Due to its prebiotic effect, resistant starch cboties to maintenance of colonic health. During

fermentation of resistant starch, it is produceghramount of butyrate, which is the principal

nutrient of colonocytes and for this reason, rasisstarch can reduce the risk of some colonic

diseases, including colon cancéo¢kyer & Nugent, 201)/ Resistant starch also presents
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hypoglycemic and hypocholesterolemic effects. Hos accessible to digestive enzymes, such
as o-amylase and isoamylase and reduces postprandiadl f[glucose and insulin response,

reducing glycemic and insulinemic responses to f@g to hypocholesterolemic properties,

resistant starch can improve cardiovascular he&lth. these reasons, the consumption of
resistant starch improves gut health and can retth@écesk of several diseases, including colon
cancer, diabetes and cardiovascular diseades(et al., 2017; Raigond et al., 2R15

According toEuropean Commission (201 2gsistant starch has approved the following healt
claim: “Replacing digestible starches with resist&tarch in a meal contributes to a reduction
in the rise of blood glucose after that meal”. T¢l@m may be used in the label only for foods
in which digestible starch has been replaced bigteeg starch so that the final content of

resistant starch is at least 14% of total starch.
1.2.1.2. Soluble dietary fiber (SDF)

SDF is hydrophilic, non-crystalline, and easily tedtby the agqueous gastrointestinal fluid,
forming viscous colloidal dispersions or gels wihgdrated. It is extensively fermented by gut
microflora and it is associated with carbohydrated alipid metabolism, showing
hypocholesterolemic propertiesdir et al., 201)) Due to their properties SDF are widely used
in food industry to modify texture and rheology @ondnfluence the colligative properties of
food systems, thus improving the market-abilitytld food product as health promoting or
functional foods|(i et al., 2017.

Oligosaccharides

Recent definitions of dietary fiber have includedigasaccharides, such as fructo-
oligosaccharides (FOS) and galacto-oligosaccha(f@ess) Figure 5), as sources of DF based

on their physiological effectstortt et al., 2013

Figure 5. Chemical structure of galacto-oligosaccharidesidad-Mulero et al., 2039
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Oligosaccharides are low molecular weight carboatgd containing between 3 and 10 sugar
units depending on degree of polymerizatignthari et al., 201}

Non-digestible oligosaccharides are natural camstits of many foods and often referred to as

DF that resists digestion in the human small imessuch as xylo-oligosaccharides (XOS).

They are associated with many health benefitsudicl positive effects on fermentation,
mineral absorption, barrier function, fat metaholiss well as, glycemic and insulin responses
(Nauta & Garssen, 2013; Ou et al., 2016; Tanabé,e2G14). In particular, oligosaccharides
positively affect to colon health by increasingdibacteria and lactic acid bacteriga{nakari

et al., 2015 Non-digestible oligosaccharides act as dietasbiptics that are selectively
fermented ingredients that result in specific clengn the composition and/or activity of the
gastrointestinal microbiota, thus conferring betsefupon consumer’s health. Moreover,
functional oligosaccharides, as feruloylated olagzharides, promote normal flora
proliferation and pathogen suppression in the gadastinal tractan et al., 2015; Ou et al.,
2016, Singh et al., 207

FOS are naturally present in asparagdspéaragusspp.), sugar beeBgta vulgarisL.), garlic

(Allium sativumL.), chicory Cichorium intybusL.), onion @llium cepal.), Jerusalem
artichoke Helianthus tuberosuk.), wheat Triticum spp.), honey, banan®(saspp.), barley
(Hordeum vulgare..), tomato Solanum lycopersicuin) and rye $ecale cerealk.), whereas,

milk (specially breast milk) is the main sourceG®S Gingh et al., 2017
Arabinoxylans

The arabinoxylans (AX) highlight within the dietdriger components for its functional effect,

both technological and nutritional, providing beokd effects for the health of consumers.

These compounds are the main non cellulosic patysailes in cereals being part of the
soluble fraction of the DR{endis & Simsek, 201¢and they are made up of a backbone of a
linear chain of3-D-(1—4)-xylopyranose. This chain is substituted on tixdrbxyl groups (—
OH) of the 2- and 3-positions by L-arabinofuranosagidues linked by-(1—4) glycosidic
bonds. Position 5 is commonly replaced with ferakod residuesHigure 6), allowing cross-
link bond formation by the oxidation of ferulic dgpresent in adjacent AX chaing€(itz &
Grosch, 1997; Broekaert et al., 2011; Ciudad-Muddral., 2018; Lafiandra et al., 2014
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Figure 6. Chemical structure of ferulated arabinoxylan
(Ciudad-Mulero et al., 2039

The enzymatic hydrolysis of AX by xylanases andarafuranosidases produces arabinoxylan
oligosaccharides (AXOS) and xylooligosaccharide®$X (Adams et al., 2004 which are also
considered dietary fiber and have several heafdétesf including immunomodulatory effect,
hypocholesterolemic effect, control of type 2 digise greater absorption of certain minerals,
prebiotic effect, among othersiéndis & Simsek, 2014

AX can be classified according to their physicalpgerties of solubility, such as extractable in
water (WEAX) or non-extractable in water (WUAX). @hmolecular weight of these
polysaccharides varies from 10 to 10,000 kDa incdee of WEAX and exceeds 10,000 kDa
in the case of WUAXN|ino-Medina et al., 2000In the case of cereals, the WUAX are kept in
the cell wall joined to other AX and other constitis of the cell through non covalent
interactions (hydrogen bonding) and covalent irtigoas (ester type bond). On the other hand,
WEAX are weakly bound to the surface of the celllWaough incomplete cross-linking with
other components or they may have undergone aaliaitzymatic degradation in the grain
(Van Craeyveld, 2009

AX and their metabolites have important physiolagji@nd metabolic functions and improve
health status. These compounds have protectivetefégainst diseases with high prevalence
in developed societies such as cardiovascular sksealiabetes and certain types of cancer.
Prebiotic effect of AX has been revealed. Thesepmmds are resistant to gastric acidity,
enzymatic hydrolysis and gastrointestinal absorpand they are also fermentable by gut
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microbiota. Moreover, AX can selectively stimulageowth and/or activity of intestinal
bacteria, such &ifidobacteriumor Lactobacillus which are beneficial to healtBioekaert et
al., 2011; Gong et al., 2018; Grootaert et al.,22082yrinck et al., 2011; Van Craeyveld, 2009
These compounds also influence the lipidic metaboby reducing cholesterol and triglyceride
levels, because AX promote the excretion of lipatisl regulates the activity of HMG-CoA
reductase@rootaert et al., 2007; Neyrinck et al., 2011; $asteal., 2011; Tong et al., 20)4a
Moreover, AX regulate glycemic metabolism improvisigod glucose leveld (1 et al., 2004;
Neyrinck et al., 2011 In this sense, according European Commission (201 articularly,
AX obtained from wheat endosperm have approveddll@ving health claim: “Consumption
of AX as part of a meal contributes to a reductbthe blood glucose rise after that meal.”
This claim may be used only for food, which consaat least 8 g of AX-rich fiber produced
from wheat endosperm (at least 60 % AX by weigbkt) 00 g of available carbohydrates in a
guantified portion as part of the meal. In additiorihese health benefits, it is known that AX
have antioxidant properties and immunomodulatoigogs. This fact can be explained because
AX are usually associated with ferulic acid, whista polyphenol that has antioxidant activity.
The increase of antioxidant activity is relatedhaliigh immune cell functionsiihtar et al.,
2012; Ayala-Soto et al., 2014; Broekaert et alLR2@ao et al., 2011; Mendis & Simsek, 2014
Due to their prebiotic effect and their antioxidantd immunomodulatory activities, AX have
also an important role in the prevention of colamaer Broekaert et al., 2011; Femia et al.,
2010; Grootaert et al., 207

The main sources of AX are cereals, although theyatso found in other foods as bamboo
shoots Dodevska et al., 2013; Qiu et al.., 2p17

p-glucans

B-Glucans are polysaccharides of D-glucose unitsneaied through glycosidic linkages
(Figure 7). Their activity is influenced by differences imeir structure, size of the
polysaccharide chain, branches, and molecular weltiese compounds can be also classified
according to its solubility, in soluble or insolelfi-glucans. Soluble viscouysglucans fibers
consist off-(1—3/1—6)-D-linked glucose, whereas insolulfleglucans fibers consist @
(1—3/1—4)-D-linked glucose unitsS@aldassano et al., 2017; Maheshwari et al., 20itiia &t

al., 2019.
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Figure 7. Chemical structure di-glucans Ciudad-Mulero et al., 2039

During the later years, tifeglucans have gained much interest in the fieltin€tional foods
and actually these compounds are regarded as atijpditehealth promoting food ingredients
(Baldassano et al., 20)L.7These compounds exhibit a broad spectrum obgicél activities
including anti-tumor, immune-modulating, anti-agengd anti-inflammatory propertiegi{u et
al., 2019. Due to their functional effect and their bergefio human healtifi-glucans have
approved the following health claim according&oropean Commission (2012B-glucans
contribute to the maintenance of normal blood cétel®l| levels.” This claim may be used only
for food that contains at least 1 g®flucans from oatsAvena sativa..), oat bran, barley

(Hordeum vulgard..), barley bran, or from mixtures of these sosrper quantified portion.

B-Glucans are mainly present in endosperm cell waflsereals, baker's yeast, certain
mushrooms, algae and bacteiadassano et al., 2017; Mohebbi et al., 2018

The content of dietary fiber (total, insoluble asoluble), arabinoxylans angliglucans in
differentcereals and pulsess shown inTable 2
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Introduction

Table 2. Dietary fiber (total, insoluble and solubl@}glucans and arabinoxylans content in

cereals and pulses (g/100g edible portion)

CEREALS
TDF IDF SDF BG AX References
9.2 - - 0.4 0.5 Dodevska et al., 2013
12.4 5.4 4.4 0.5 6.9 Escarnot et al., 2015;
Amalraj & Pius, 2015
11.6-17.0 10.2-14.7 1.4-2.3 - 4,0 De Santis et al., 2018;
Vitaglione et al., 2008
Wheat
10.2-15.7 7.2-11.4 1.9-29 0.4-0.8 5.1-8.8 Rainakari et al., 2016; Messia
(Triticum aestivumL., etal., 2017
Triticum durum Desf.)
- - - - 4.6 Ciccoritti et al., 2011
12.7-20.0 10.2-18.1 1.8-3.7 2.7-3.6 Marotti et al., 2012
14.2 - - 0.6 7.1 Knudsen et al., 2017
13.5 - - 0.8 5.6 Frglich et al., 2013
Dodevska et al., 2013;
9.2 1.0-3.8 2.9-5.2 0.4 0.5 Caceres et al., 2014
Rice 9.9 5.4 4.4 - - Amalraj & Pius, 2015
(Cryza sativel..) 25 - - 0.1 04  Knudsen etal, 2017
2.7-4.9 1.9-4.2 0.6-1.1 - - Prasad et al., 2018
9.2 - - nd 1.4 Dodevska et al., 2013
14.9 9.4 54 - - Amalraj & Pius, 2015
Corn 13.1-19.6 11.6-16.0 1.5-3.6 - - Vitaglione et al., 2008
(Zea mayd..) 11.6 - - 0.1 4.7 Knudsen et al., 2017
3.7-8.6 3.1-6.1 0.5-2.5 - - Prasanthi et al., 2017
8.3-10.7 8.0-9.1 0.3-1.6 - - Srichuwong et al., 2017

TDF: Total dietary fiber, IDF: Insoluble dietaryb&r, SDF: Soluble dietary fiber, B@@-glucans, AX:

Arabinoxylans. nd: non-detected
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Table 2 (continuation).

Introduction

CEREALS
TDF IDF SDF BG AX References
13.7-30.1 - 11.5-20.0 2.7-3.5 - Sterna et al., 2016
Dhingra et al., 2012; Rasane
10.3 6.5 3.8 2.3-8.5 - etal. 2015
Khan et al., 2016; Tang &
S 10.6 - - 4.6-5.6 - Tsao, 2017
(Avena sativa..) 11.5-37.7 8.6-33.9 2.9-3.8 - - Vitaglione et al., 2008
9.8 - - 3.8 2.1 Knudsen et al., 2017
10.2-12.1 6.0-7.1 4.1-4.9 - - Manthey et al., 1999
10.2 - - 5.0 2.0 Fralich et al., 2013
15.4-18.1 7.1-10 6.1-9.3 4.7-8.0 3.1-4.1 Honai et al., 2016
17.4 11.5 5.9 5.2 4.0-5.4 Collar & Angioloni, 2014;
Saeed et al., 2011
18.0-24.1 - 1.7-3.3 2.3-3.9 8.4-11.4 Teixeira et al., 2016
Barley
16.8-27.9 - - 3.3-9.2 5.1-9.1 Djurle etal., 2016
(Hordeum vulgareL.)
10.1 - - 3.9-95 4.3-9.8 Messiaetal., 2017; Tang &
Tsao, 2017
20.8 - 3.0 4.2 - Sterna et al; 2017
14.6-27.1 12.0-22.1 2.6-5.0 - - Vitaglione et al., 2008
19.9 - - 1.5 8.9 Frglich et al., 2013
15.2-20.9 11.1-16.0 3.7-45 1.7-2 3.1-4.3Vitaglione et al., 2008;
Nystrom et al., 2008
Rye (Secale cerealé.) 20.5 ) . 2.0 9.6 Knudsen et al., 2017
14.7-20.9 10.8-15.9 3.4-6.6 1.3-2.2 8-12.1 Hansen et al., 2003
9.6 - 3.6 15 53 Bucsella et al., 2016

TDF: Total dietary fiber, IDF: Insoluble dietarybér,

Arabinoxylans. nd: non-detected

SDF: Soluble dietary fiber, B@@-glucans, AX:
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Introduction

Table 2 (continuation).

PULSES
TDF IDF SDF BG AX References
Pérez-Hidalgo et al., 1997,
26.30 20.40 5.93 nd 0.97 - 2'21Dodevska etal., 2013
Common bean
. Tosh & Yada, 2010;
(Phaseolus vulgarig..) 23.00 — 32.00 20.00-28.00 3.00-6.00 2.40-350 - Demirbas, 2005
25.60 — 37.60 25.20-36.10 0.30-1.60 - - Campos-Vega et al., 2009
Fava bean 13.80 9.07 474 - - Millar et al., 2019
(Vicia fabal.) 24.70 22.70 2.00 - - Mattila et al., 2018
21.05 19.54 151 - - Martin-Cabrejas et al., 2006
Chickpea
17.60 12.60 5.00 - - Pérez-Hidalgo et al., 1997;
(Cicer arietinumL.)
18.00 — 22. 00 10.00 - 18.00 4.00 - 8.00 Tosh & Yada, 2010
Duefias et al, 2016;
26.86 24.46 2.40 nd 1.03 Dodevska et al., 2013
Wang et al, 2009;
13.11 -14.70 11.41-1283 152-2.00 0.40-1.10 - Demirbas, 2005
Lentil 24.31 21.63 2.68 - - Martin-Cabrejas et al., 2006
(Lens culinarisL.) 13.11 8.93 4.17 - 5.49 Ciudad-Mulero et al., 2018
19.20 17.30 1.83 - - Pérez-Hidalgo et al., 1997;
18.00-20.00 11.00-17.00 2.00-7.00 - - Tosh & Yada, 2010
Tosh & Yada, 2010;
Pea 14.00 — 26.00 10.00-15.00 2.00-9.00 nd 1.07 Dodevska et al., 2013
(Pisum sativumL.) 14.84-1558  9.77-10.88  4.92-5.08 - - Millartal, 2019
Lupins
47.50 42.00 5.50 - - Mattila et al., 2018
(Lupinus sp.)

TDF: Total dietary fiber, IDF: Insoluble dietaryb&r, SDF: Soluble dietary fiber, BG-glucans, AX:

Arabinoxylans. nd: non-detected
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1.2.1.3. Functional dietary fiber effect and it rehtion to human health

Whereas dietary fiber (DF) consists of “non digastcarbohydrates and lignin that are intrinsic
and intact in plants,” it is reported that func@brdietary fiber consists of “isolated, non-
digestible carbohydrates that have beneficial giggical effects in humansF(NB, 200).

The diets with a high content of DF, such as thadein cereals, fruits and vegetables, have a
demonstrated positive effect on human health. kniswn that DF plays an important role in
preventing several chronic diseases like obesiisgraary heart disease, and diabetes, and it is
also associated with decreasing the prevalencertdio cancersifhingra et al., 20L,XKurek

et al., 2018

DF intake, especially intake of whole grains oreeéfiber, tends to delay gastric emptying and
create a sense of fullness and increased fiberansaassociated with increases in satiating gut

hormonesAnderson et al., 2009

Soluble dietary fiber (SDF) stimulates postprandiiety in healthy humans by increasing
postprandial levels of gastrointestinal hormonésted with satiety (glucagon-like peptide and
peptide YY), decreasing postprandial levels of tlhemone that stimulates hunger (ghrelin)
and by delaying the gastric emptying rate. Forgheasons, DF can be useful agaotstsity
(Anderson et al., 20Q%iacco et al., 203685rooms et al., 203Fhinozaki et al., 2095

Moreover, DF, and particularly insoluble dietargdr (IDF), plays an important role in the
gastrointestinal function IDF is especially effective in increasing fecahss, decreasing
intestinal transit time and promoting intestinajukarity. IDF can accelerate colonic transit by
the colonic mucosa with mechanical stimulatiortatron with the increasing of secretion and
peristalsis procesé\(derson et al., 20Q®avison & Temple, 201,&I-Salhy et al., 2017 IDF

is used in the management of intestinal disordersh as constipation, or in the prevention of
the development of diverticulosis and diverticslitiandi & Ghosh, 2016 Most non-absorbed
carbohydrates have laxative effects, both by irgngabacterial mass or osmotic effects, and
by water binding to remaining unfermented fibstu(lgil & Barak, 2013. In general, cereal
fibers are the most effective ones by increasionglsteight and the laxative effect of wheat
bran is higher than other food matrix fibegavin, 2013.

As it was already mention, different componentBBf including inulin, oligosaccharides, AX

and resistant starch, have been reported to hgwehaotic role. Prebiotics are defined as

selectively fermented ingredients that allow spea@hanges, both in the composition and/or
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activity in the gastrointestinal microbiota, thainger health benefits. This typically turns the
composition of intestinal microbiota toward a relatincrease inBifidobacterumand/or
LactobacillusspeciesKuller et al., 2016Neyrinck et al., 201;1Slavin, 2013. The following
requirements must be scientifically demonstratectdasider an ingredient as a prebiotic
(Garcia-Amezquita et al., 2018lavin, 2013

— Resistance to gastric acidity, hydrolysis by manmmaénzymes, and gastrointestinal
absorption;

— Be fermented by the intestinal microbiota; and

— Selectively stimulate the growth and/or activityspgcific intestinal bacteria potentially

associated with health benefits.

The intake of prebiotics modifies the intestinal crobiota, promoting growth of
Bifidobacterium and Lactobacillus sp., which are the main bacteria responsible df gu
carbohydrate fermentation. The major products fteenmicrobial fermentative activity in the
gut are SCFA (short chain fatty acids), in particubcetate, propionate, and butyrate. These
SCFA reduced intestinal pH, improving the bioacid®kty of some minerals, as calcium and
magnesium, and increasing the absorption of iremgdouseful for the prevention of certain
diseases as anemia and osteoporésik €t al., 2016MacFarlane et al., 20068tles & Ozgoz,
2014 Teitelbaum & Walker, 2002

Several authors reported a protective correlatietween DF intake andolon cancer
incidence. Especially, fibers from cereals andtérishowed a notable association with
decreased colon cancer rigktles & Ozgoz, 2014Tao et al., 2018 It is accepted that the
beneficial effects of a diet rich in DF are derivieoim the products of their fermentation by
colonic microbiota, particularly, the production lodityrate. Among the SCFA, butyrate has
been investigated most extensively. It is presemhigh levels (mM) in the gut lumen, is the
primary energy source for colonocytes and also egptet against colorectal cancer and
inflammation Encarnacéo et al., 201Koh et al., 20160tles Ozgoz, 2014 Teitelbaum &
Walker, 200). This SCFA is selectively absorbed in the cola@pahelium and it contributes
to colonic homeostasis, having important functiasanti-inflammatory, antioxidant, and anti-
carcinogenic actions. The butyrate capacity toasch chemopreventive agent in a primary
phase of colorectal cancer progression is basets amportance in the colon homeostasis, in
activation of drug metabolizing enzymes and incapability to modulate the inflammatory
process. Butyrate is also able to inhibit the ghoafttumor cells, increasing apoptosis in human
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colonic tumor cell linesEncarnacédo et al., 201&ncarnacéo et al., 2018tles & Ozgoz,
2014). As consequence of prebiotic effect of fermergddiF, the amount of pathogenic bacteria
decreases in colon and therefore the productiarainogenic substances are reduceie

& Ozgoz, 2014

A diet based on carbohydrate-rich foods with hidierf content, particularly whole grain
products, may also contribute to prevent the méimmyndrome, type 2 diabetes and
cardiovascular diseasesi@cco et al., 20L6ohns et al., 201B1cRae, 201§

There is an inverse association between DF intedgeecially from cereals fibers, atype 2
diabetegprevalenceNicRae, 2018Yao et al., 2014 This protective effect of cereal fibers may
be explained by the modulating impact of gut migvtdin different ways: improving glucose
tolerance by different energy metabolism pathwaydofic fermentation and generation of
SCFA), reducing inflammation and altering the immuasponseavison & Temple, 2003
as it will be detailed below:

— SDF can reduce postprandial glucose levels anavieage daily blood glucose profile.
When SDF is hydrated forming gel can increase tiseosity of stomach content,
reducing the postprandial glycemic response. Taduction in postprandial blood
glucose is correlated with the viscosity of the maad the gastric transit time.
Therefore, the SDF ability to delay both digestan absorption of carbohydrates in
the small intestine can explain their beneficideets on postprandial glucose levels.
However, the benefits of fiber-rich foods on poatytial glucose response depend not
only on their viscosity but also on their ability teduce the accessibility of starch to
digestive enzymes. It is usually that starch grasyresent in natural fiber-rich foods
are enveloped in fiber in order to reduce theienattion witha-amylases, reducing
carbohydrate digestion.

Cereal DF may induce a relatively fast modificatadrcolonic microbiota that, in turn,
increases fiber fermentation and SCFA producti@F4, in particular, propionate may
contribute to improve insulin sensitivity, reducimgulin concentrationgjacco et al.,
2016.

— Diets high in fiber (specifically from cereal orgatable sources) are significantly
associated with a lower risk of cardiovascular asgeand coronary heart diseakeh(is
et al., 2015 Threapleton et al., 20).3It is known that SDF has hypocholesterolemic

properties; because its intake is related to aedser of serum cholesterol and LDL
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cholesterol concentrations and higher DF consump$ialso associated with increased
plasma HDL cholesterol, which may contribute tartpeotective role against coronary
heart disease. The hypocholesterolemic mechanis®BIe include binding bile acids
during the formation of micelles in the intestihainen, enhancing bile acid excretion
and the physiological effects of fermentation prduof SDF, mainly propionate
(McRae, 2017Thompkinson et al., 201Zhang et al., 203&hou et al., 2016

— DF plays a multifaceted role in modulating tissoenune responses, inflammation in
the intestine, and systemic inflammation. It seeha there is a beneficial relation
between ingestion of DF and inflammatory proces$és. amount of fiber intake is
inversely related to the secretion of IL-6 and @eteve protein. Butyrate and propionate
show anti-inflammatory properties by inhibiting TNE IL-8, IL-10, and IL-12
cytokines in immune and colonic cells. Diet witlghifiber content can increase the
proportion of CD8+ T cells and CD4+ T cells andrease NK cell activityJanakiram
et al., 201%

The metabolic syndromeis a growing epidemic worldwide characterized byesity,

hyperlipidemia, hypertension, and insulin resiseanDF exerts protective cardiovascular
benefits on several aspects of the metabolic synérancluding waist circumference, blood
glucose, dyslipidemia, blood pressure, insulin wmntand the regulation of certain

inflammatory markersJakobsdottir et al., 201#erriam et al., 201R

Due to their functional effect and their benefashtuman health, there are some components of
dietary fiber with approved health claims that ¢enincluded on the food labels in Europe
according to the current food labelling regulat{@uropean Commission, 201Regulation
(EC) No 1924/2006Regulation (EU) No 1169/20).1These components, their correspondent

health claim and the conditions of use of the clalmmsummarized ihable 3.
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Table 3. Approved health claims related to dietary fiber poments Regulation (EU) No

432/2013

Nutrient,

substance, food or

food category

Arabinoxylan
produced from
wheat endosperm

Barley grain fiber

B-glucans

B-glucans from
oats and barley

Conditions
and/or
restrictions of
use of the food

Claim Conditions of use of the claim
and/or
additional
statement or
warning
Consumption of The claim may be used only for food,

arabinoxylan as part ofwhich contains at least 8 g of
a meal contributes to aarabinoxylan (AX)-rich fiber produced
reduction of the blood from wheat endosperm (at least 60 % AX
glucose rise after thatby weight) per 100 g of available
meal carbohydrates in a quantified portion as
part of the meal. In order to bear the claim
information shall be given to the
consumer that the beneficial effect is
obtained by consuming the arabinoxylan
(AX)-rich fiber produced from wheat
endosperm as part of the meal.
Barley grain fiber The claim may be used only for food
contributes to  an which is high in that fiber as referred to in
increase in fecal bulk the claim ‘high fiber’ as listed in the
Annex to Regulation (EC) No 1924/2006
B-glucans contribute to The claim may be used only for food,
the maintenance ofwhich contains at least 1 g ffglucans
normal blood from oats, oat bran, barley, barley bran, or
cholesterol levels from mixtures of these sources per
quantified portion. In order to bear the
claim information shall be given to the
consumer that the beneficial effect is
obtained with a daily intake of 3 g ff
glucans from oats, oat bran, barley, barley
bran, or from mixtures of thegeglucans.
Consumption of B- The claim may be used only for food,
glucans from oats orwhich contains at least 4 g pfglucans
barley as part of a mealfrom oats or barley for each 30 g of
contributes to the available carbohydrates in a quantified
reduction of the blood portion as part of the meal. In order to
glucose rise after thatbear the claim information shall be given
meal to the consumer that the beneficial effect
is obtained by consuming ttgeglucans
from oats or barley as part of the meal.
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Table 3(continuation).

Conditions
and/or
: restrictions of
Nutrient,
substance, food or Claim Conditions of use of the claim use;)rfu;;fr food
food category additional
statement or
warning
Guar gum contributes The claim may be used only for foodWarning of
to the maintenance ofwhich provides a daily intake of 10 g oichoking to be
normal blood guar gum. In order to bear the claimgiven for people
cholesterol levels information shall be given to thewith swallowing
consumer that the beneficial effect iglifficulties or
obtained with a daily intake of 10 g ofwhen ingesting
Guar Gum guar gum. with  inadequate
fluid intake

(advice on taking
with plenty of
water to ensure
substance reaches

stomach).
Consumption of The claim may be used only for foodWarning of
Hydroxypropyl which contains 4 g of HPMC perchoking to be

methylcellulose with a quantified portion as part of the meal. Imgiven for people
meal contributes to aorder to bear the claim information shallvith swallowing
reduction in the blood be given to the consumer that thdifficulties or

Hydroxypropyl glucose rise after thatbeneficial effect is obtained bywhen ingesting
methylcellulose  meal consuming 4 g of HPMC as part of thevith inadequate
(HPMC) meal. fluid intake
(advice on taking
with plenty of

water to ensure

substance reaches

stomach).
Hydroxypropyl The claim may be used only for foodWarning of
methylcellulose which provides a daily intake of 5 g ofchoking to be

contributes to the HPMC. In order to bear the claimgiven for people
maintenance of normalinformation shall be given to thewith swallowing

blood cholesterol consumer that the beneficial effect iglifficulties or

Hydroxypropy! levels obtained with a daily intake of 5 g ofwhen ingesting
methylcellulose HPMC. with  inadequate
(HPMC) fluid intake

(advice on taking

with plenty of

water to ensure
substance reaches
stomach).
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Table 3(continuation).

Conditions
and/or
: restrictions of
Nutrient,
substance, food or Claim Conditions of use of the claim use;)rfu;;fr food
food category additional
statement or
warning
Oat grain fiber The claim may be used only for food
Sene i A contributes to  an which is high in that fiber as referred to in
increase in fecal bulk the claim ‘high fiber’ as listed in the
Annex to Regulation (EC) No 1924/2006.
Pectins contribute to The claim may be used only for food\Warning of
the maintenance ofwhich provides a daily intake of 6 g ofchoking to be
normal blood pectins. In order to bear the claingiven for people
cholesterol levels information shall be given to thewith swallowing

consumer that the beneficial effect iglifficulties or
obtained with a daily intake of 6 g ofwhen ingesting
Pectins pectins. with  inadequate
fluid intake
(advice on taking
with plenty of
water to ensure
substance reaches
stomach).
Consumption of The claim may be used only for foodWarning of
pectins with a meal which contains 10 g of pectins pechoking to be
contributes to the quantified portion. In order to bear thegyiven for people
reduction of the blood claim, information shall be given to thewith swallowing

glucose rise after thatconsumer that the beneficial effect igdlifficulties or

meal obtained by consuming 10 g of pectins agshen  ingesting

Pectins part of the meal. with  inadequate
fluid intake

(advice on taking
with plenty of
water to ensure
substance reaches
stomach).

Replacing digestible The claim may be used only for food in

starches with resistantwhich digestible starch has been replaced

starch in a meal by resistant starch so that the final content

Resistant starch  contributes to a of resistant starch is at least 14 % of total

reduction in the blood starch.

glucose rise after that

meal.
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Table 3(continuation).

Nutrient,
substance, food or
food category

Rye fiber

Wheat bran fiber

Wheat bran fiber

Sugar beet fiber

Native chicory
inulin

Claim Conditions of use of the claim

Rye fiber contributes to The claim may be used only for food
normal bowel function which is high in that fiber as referred to in
the claim ‘high fiber’ as listed in the
Annex to Regulation (EC) No 1924/2006.
Wheat bran fiber The claim may be used only for food
contributes to  an which is high in that fiber as referred to in
acceleration of the claim ‘high fiber’ as listed in the
intestinal transit Annex to Regulation (EC) No 1924/2006.
In order to bear the claim information
shall be given to the consumer that the
claimed effect is obtained with a daily
intake of at least 10 g of wheat bran fiber.
Wheat bran fiber The claim may be used only for food
contributes to  an which is high in that fiber as referred to in
increase in fecal bulk the claim ‘high fiber’ as listed in the
Annex to Regulation (EC) No 1924/2006.
Sugar beet fiber The claim may be used only for food
contributes to  an which is high in that fiber as referred to in
increase in fecal bulk the claim ‘high fiber’ as listed in the
Annex to Regulation (EC) No 1924/2006.
Chicory inulin Information shall be provided to the
contributes to normal consumer that the beneficial effect is
bowel function by obtained with a daily intake of 12 g
increasing stool chicory inulin. The claim can be used
frequency only for food, which provides at least a
daily intake of 12 g of native chicory
inulin, a non-fractionated mixture of
monosaccharides (< 10 %),
disaccharides, inulin-type fructans and
inulin extracted from chicory, with a
mean degree of polymerisatiarp.

Conditions
and/or
restrictions of
use of the food
and/or
additional
statement or
warning
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Table 3(continuation).

Nutrient,

substance, food or

food category

Non-fermentable
carbohydrates

Non-digestible
carbohydrates

Conditions
and/or
restrictions of
use of the food

Claim Conditions of use of the claim
and/or
additional
statement or
warning
Consumption of In order to bear the claim, fermentable
foods/drinks carbohydrates (1) should be replaced in
containing non- foods or drinks by non-fermentable
fermentable carbohydrates (2) in such amounts that
carbohydrates insteadconsumption of such foods or drinks does
of fermentable notlower plaque pH below 5,7 during and
carbohydrates up to 30 minutes after consumption.

contributes to the (1) Fermentable carbohydrates are

maintenance of tooth defined as carbohydrates or carbohydrate

mineralization. mixtures as consumed in foods or
beverages that lower plaque pH below
5,7, as determineth vivo or in situ by
plague pH telemetry tests, by bacterial
fermentation during and up to 30 minutes
after consumption.
(2) Non-fermentable carbohydrates are
defined as carbohydrates or carbohydrate
mixtures as consumed in foods or
beverages that do not lower plaque pH, as
determinedn vivoorin situby plaque pH
telemetry tests, below a conservative
value of 5,7 by bacterial fermentation
during and up to 30 minutes after

consumption.
Consumption of In order to bear the claim, sugars should
foods/drinks be replaced in foods or drinks by non-
containing non- digestible carbohydrates, which are
fermentable carbohydrates neither digested nor

carbohydrates insteadabsorbed in the small intestine, so that
of sugars induces afoods or drinks contain reduced amounts
lower blood glucose of sugars by at least the amount referred
rise after their to in the claim REDUCED [NAME OF
consumption comparedNUTRIENT] as listed in the Annex to
to sugar-containing Regulation (EC) No 1924/2006.

foods/ drinks.
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1.2.2. Tocopherols in cereals and pulses

The term “vitamin E” is usually applied to designat family of eight chemically related fat-

soluble compounds, namely tocopherals -, 5- andy- tocopherol) and tocotrienols-( -,

8- andy- tocotrienol). These compounds share a common ichéstructure constituted by a

chromanol head and an isoprene side chain. Tocolgteerd tocotrienols differ in the saturation
of the side chain, which is saturated in the cdseampherols, while in tocotrienols it has three
double bonds between positions 3, 7 andFldufe 8). This side chain is hydrophobic and can
penetrate biological membranes. The chromanolhasga —OH group with the ability to donate
a hydrogen atom in order to reduce free radicate iSoform of vitamin E with the highest

biological activity isa-tocopherol Gulcin et al., 2012; Heleno et al., 2010

a) R, R1 R2 Rs
HO
a-tocopherol CHs; CHs CHs
Ry O
Ry B-tocopherol CHs H CHs
y-tocopherol H CHs CHs
d-tocopherol H H CHs
b) Ry R1 R2 Rs
HO .
a-tocotrienol CHs; CHs CHs
Rs ') s N\

R B- tocotrienol CH; H CHs
3

v- tocotrienol H CH:; CHs

8- tocotrienol H H CHs

Figure 8. Chemical structure of tocopherols (a) and tocoti®ib)
(adapted fronPeh et al., 2006
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The major isoforms in cereal grains ar@nd p-tocopherol (ussain et al., 20)2while y-
tocopherol is the most abundant vitamer in pulBes¢hin & Arnoldi, 2011; Padhi et al., 2017;
Frias et al., 2005; Zhang et al., 2014; Kan et24l17. Moreover,y-tocopherol is referred to

be the most efficient vitamer in preventing foodlidation @oschin & Arnoldi, 201). Table

4 shows the content of tocopherols in different deraad pulses.

Table 4. Tocopherols content in cereals and pulses (mg/108ygveight)

CEREALS
o- B- Y- - total-
tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol  tocopherol References
0.85-1.37 0.43-0.52 - - - Hejtméankova et al., 2010
2.40 0.64 - - - Kim & Kim, 2016
1.52 0.78 - - - Nielsen & Hansen, 2008
Wheat 1.33 0.64 - - - Labuschagne et al., 2017
(Triticum aestivumL., 1.44 0.64 - - - Lampi et al., 2010
Triticum durum Dest) g 45197 021-061 nd nd - Lachman etal,, 2018
0.07-0.52 0.12-0.29 nd-0.13 nd - Okarter et al., 2010
1.57 - - - 1.57 Wyatt et al., 1998
0.64 0.21 - - 0.84 Zielinski et al., 2001a
0.11 - - - 0.11 Wyatt et al., 1998
Aguilar-Garcia et al.,
Rice nd —0.85 - 0.40 - 0.67 - 0.67 — 1.332007
(O 7z sEL) 028-1.10 0.03-006 0.14-070 0.02—-0.05 Shammugasamy et al.,
. . . . . . . . 2015
0.24-491 0.01-0.76 0.13-2.75 0.003-0.473040.10.55 Goufo & Trindade, 2014
1.60 - - - - Ryan et al., 2007
Corn
2.26 5.80 8.06 Wyatt et al., 1998
(Zea may4d..)
0.40-7.48 - 0.28—-7.82 0.02-0.53 1.96 —12.@hander et al., 2008

nd: non-detected
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Table 4 (continuation).

CEREALS
a- B- Y- - total-
tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol  tocopherol References
0.76 - - - 0.76 Wyatt et al., 1998
0.70 — 1.80 Van den Broeck et al.,
Oat ) ) 2016
(Avena sativa..)
0.02-0.58 1.24-1.38 - - - Bryngelsson et al., 2002
0.21 0.05 - - 0.26 Zielinski et al., 2001a
0.54 0.05 0.17 0.04 - Nielsen & Hansen, 2008
Barley 0.95-1.06 - 0.06 - 0.34 nd —0.03 - Lachman et al., 2018
(Hordeum vulgarel.) 1.50 - - - - Ryan et al., 2007
0.29 0.01 - 0.02 0.32 Zielinski et al., 2001a
0.94 0.25 - - - Nielsen & Hansen, 2008
Rye
0.30 Ryan et al., 2007
(Secale cerealt.)
1.10 0.21 - 0.003 1.31 Zielinski et al., 2001a
PULSES
a- B- v- o- total-
tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol References
nd . 256485 474—-560  6.44—8.60 05N &Amold,
2011
Common bean Phaseolus nd—0.23 - 2.25-3.37 nd 2.25 — 3.58adhi et al., 2017
vulgarisL.)
nd - 1.0-2.38 0.18-5.31 1.22 — 6.7%an et al., 2018
- - 1.28 - 3.06 nd — 5.15 1.28 — 6.84Kan et al., 2017
0.49 - 0.84 . 474-560 009-010 5.43- 6150 " “AMD
Fava bean
Fernandez-Marin et al.,
(Vicia fabaL.) ; ] - - 084 S014
nd - 0.78-1.16 0.12-0.18 0.90 - 1.3Xan et al., 2018

nd: non-detected
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Table 4 (continuation).

Introduction

PULSES
a- B- Y- o- total-
tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol tocopherol References
1.76 - 2.1 : 6.44-8.60 047-060 8.67—11. gfih'” & Amoldi,
Fernandez-Marin et al.,
Chickpea - - . ) 6.49 2014
(Cicer arietinumL.) 12.60 — 15.03 —
32-2. - ) J1-1. ) Padhi et al., 2017
0.32-2.16 14.18 0.71-1.26 1705 adhi et al., 20
2.36 - 8.52 0.76 11.71 Sarmento et al., 2015
0.25 — 0.40 : 372-500 005-006 4.02-54 gfih'” & Amoldi,
Ciudad-Mulero et al.,
0.05 - 2.50 - 2.55 2018
. 0.16 - 5.95 0.06 6.17 Morales et al., 2015b
Lentil
L Fernandez-Marin et al.,
(Lens culinarisL.) - - - - 0.91 2014
0.22-0.44 - 2.75-4.18 nd 2.97 — 4.6Padhi et al., 2017
nd - 1.62 -3.75 0.38-0.44 2.06 —4.1Xan et al., 2018
0.02 - 0.09 - 3.63-6.35 0.03-10.13 3.74 — 6.42hang et al., 2014
Boschin & Arnoldi,
0.07 -0.15 - 565-13.30 0.16-0.89 6.54-14.00
2011
Fernandez-Marin et al.,
Pea - ; - - 3.15-3.18 e
014
(Pisum sativumL.)
0.21-0.24 - 461 -5.42 nd 4.84 — 5.70Padhi et al., 2017
nd — 0.96 - 0.62-1.90 0.04-5.14 0.85 - 6.2Ban et al., 2018
Lupins nd - 0.55 - 612-1300 nd-026 632134 " “AM
(Lupinus spp.) 0.19 - 20.1 0.25 - Frias et al., 2005

nd: non-detected
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1.2.2.1. Tocopherols relation to human health

Tocopherols are potent antioxidants as they are @binterrupt the chain reactions that are
responsible for lipid peroxidation processesgchin & Arnoldi, 201). These compounds play
an important role in anti-inflammatory processes] a deficiency in tocopherols is related to
several disorders, including coronary diseasesnandomuscular problem&grnandez-Marin
et al., 2013 A healthy dietary pattern that includes cereplslses, fruits and vegetables
produces a higher serum concentration of tocopbentl is associated with a reduction in

serum inflammation biomarkers and a lower riskarfiiovascular diseas&/pod et al., 201}

Several clinical trials have assessed the hediietsfof vitamin E. Overall these studies tested

the effect of tocopherol supplementation on thergméon of various pathologies.

In regard to the effect of tocopherolsaardiovascular healthvarious studies have found that
tocopherol dietary supplementation has a benefaff@ct on the prevention of a range of
cardiovascular diseaseSigh et al., 2013; Nagao et al., 201Plowever, other studies have
reported that vitamin E supplementation had no isogmt effect on the prevention of
cardiovascular riskSesso et al., 2008In 2012, Nagao et al. conducted a nested casteeto
study with the aim of evaluating the link betweenusn levels ofi- andy-tocopherol and the
risk of mortality from cardiovascular disease amdmg Japanese population. They found no
association between levels @f or y-tocopherol and mortality from coronary heart desea
men or women. However, in the same study the asitiioserved that the serum levels of these
tocopherols were associated with mortality from betmagic and ischemic stroke, although
this association differed in men or women. In nsamum levels of-tocopherol were associated
with lower mortality from ischemic stroke, whereasvomen, serum-tocopherol was related
to increased mortality from hemorrhagic stroke, aadima-tocopherol with lower mortality
from total and hemorrhagic strokelsagao et al., 2092 In 2013,Mah et al.studied the
protective role of tocopherols against vascular fudydtion caused by postprandial
hyperglycemia, which is associated with higher akice stress. The authors designed a
randomized crossover single-blind study and obsertleat tocopherol supplementation

preserved vascular endothelial function in heajiyng menl{lah et al., 2013

On the other hand;esso et al. (200&lesigned a randomized double-blind placebo-cdatiol
factorial trial to evaluate the positive (benefd) negative (risk) effect of vitamin E
supplementation (400 IU of synthetid¢ocopherol) in the prevention of cardiovasculaedise.

This study enrolled 14,641 participants (male ptigsis aged 50 years) who were treated
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with placebo or vitamin supplement during an averafjeight years. The authors found that
vitamin E supplementation did not reduce either tisk of major cardiovascular events
(myocardial infarction, total stroke, cardiovascwlaath) or of other cardiovascular events such
as congestive heart failure, coronary revasculizaangina or total mortality. The results of
this study did not support the notion that vitar&isupplements were effective in preventing
cardiovascular disease in men over 50 yeaesgo et al., 2008

In view of their anti-inflammatory properties, theneficial effect of tocopherols has also been
studied orrespiratory pathologiesBurbank et al. (2018performed a double-blind placebo-
controlled crossover study in which the particigamére asthmatic patients. The results showed
that after 14 days of supplementation witocopherol, there was a reduction in sputum mucin
content and in eosinophilic inflammation of thenaiys, suggesting thattocopherol could be
used to improve several symptoms of asthma suclmasous production and airway

inflammation Burbank et al., 2018

Tocopherols have also demonstradedicarcinogenic activitiesYang et al. (2010) reported
the anti-inflammatory and anticarcinogenic actestiofy-tocopherol, specifically in the lung
and colon Yang et al., 2010 In a multicenter cohort study, it was also ofedrthat higher
plasma concentrations eftocopherol tended to be inversely associated paticreatic cancer
(Jeurnink et al., 2035 However, the results obtained hynce et al. (2017for colorectal
cancer in a randomized trial suggested that vitdinjaso-tocopherol) supplementation cannot
be recommended for the prevention of colorectahan® as it had no effect on either the
occurrence or location of the adenorhar(ce et al., 2017 Tocopherol supplementation had a
negative effect in the case of prostate canceshawn by the results obtained Kiein et al.
(2011) who conducted a study of healthy men with aversdeof this cancer. Participants
were randomized into different groups in orderttaly the effect of vitamin E supplementation
(400 IU/day ofa-tocopherol), and the authors observed that tipplementation significantly

increased the risk of prostate cancer among healtyKlein et al., 201).

1.2.3. Phenolic compounds in cereals and pulses

Phenolic compounds are bioactive secondary platdboétes synthesized during the normal
development of the plant or as a response to stasditions in order to protect against

predators, pathogens, parasites or UV radiatioreyTére essential for plant growth and
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reproduction and contribute to sensory and pignebatacteristics. Phenolic compounds can
also neutralize the actions of free radicals ag Have radical scavenging properties, and can
modulate the activity of enzymes implicated in @tidn processes. The chemical structure of
phenolic compounds is constituted by an aromatig tihat has one or more hydroxyl groups.
This group of bioactive compounds comprises a wategye of molecules usually known as
“polyphenols” that can be classified in differembogps according to their structure. The most
abundant polyphenols in cereals and pulses areofibeacids, flavonoids and tannins
(Balasundram et al., 2006; Barros Santos et al.9;2C4arvalho et al., 2015; Sreerama et al.,
2010; Stojanov et al., 2013 Table 5shows the total phenolic content in different ckyead

pulses.

Table 5.Total phenolic content in cereals and pulses (myf4,@ry weight)

CEREALS
Total phenolic content References
Wheat 170.9-199.0 Mpofu et al., 2006
(Triticum aestivumL., Triticum 346.7 Prejapati et al., 2013
R 105 - 257 Abozed et al., 2014
Rice 80.3-88.5 Guijral et al., 2012
(Oryza sativd..) 38.9 Prajapati et al., 2013
Corn 244.9 Prajapati et al., 2013
(Zea mayd..) 115.4-175.5 Bacchetti et al., 2013
Oat 101.7 -151.9 Tong et al., 2014b
(Avena sativel.) 120.1-168.4 Multari et al., 2018
Barley 106 Ha et al., 2016
(Hordeum vulgarelL.) 25.14 - 40.38 Kim et al., 2007
Rye 48.2 —58.6 Warechowska et al., 2019
(Secale cerealé.) 120 - 219 Mishra et al., 2017
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Table 5(continuation).

Introduction

PULSES

Total phenolic content

References

Common bean 418.4 Grela et al., 2017b
(Phaseolus vulgaris..) 14.70 Lafarga et al., 2019
366.7 Grela et al., 2017b
Fava bean
32.08 Lafarga et al., 2019
(Vicia fabal.)
2.88 — 36.67 Magalhaes et al., 2017
459.7 Grela et al., 2017b
Chickpea 14.24 Lafarga et al., 2019
(Cicer arietinumL.) 2.75-12.78 Magalh&es et al., 2017
220 Han & Baik, 2008
398.3 Grela et al., 2017b
Lentil
19.06 Lafarga et al., 2019
(Lens culinarisL.)
1180 - 1200 Han & Baik, 2008
189.7 — 225.6 Grela et al., 2017b
Pea
17.93 Lafarga et al., 2019
(Pisum sativumL.)
120 - 250 Han & Baik, 2008
Lupins 273.5-328.9 Grela et al., 2017b
(Lupinus spp.) 13.03 - 115.68 Magalh&es et al., 2017

1.2.3.1 Phenolic acids and it relation to human héh

Phenolic acids can be classified in two subgroogsiely hydroxybenzoic (p-hydroxybenzoic,
gallic, vanillic, syringic and protocatechuic agidsd hydroxycinnamic acids (p-coumaric,
ferulic, caffeic and sinapic acids). These compaumave been found to have antioxidant and
anti-inflammatory propertieB@lasundram et al., 2006; Durazzo et al., 3019

Phenolic acids are associated with health benéfitparticular,Bumrungpert et al. (2018)
reported a positive effect on different parametssociated witlcardiovascular diseases
thanks to diet supplementation with ferulic acile$e authors designed a randomized, double-
blind placebo-controlled trial in which participamwere randomly assigned to two groups. The
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treatment group received ferulic acid supplemematiwhile the control group received

maltodextrin as placebo. As a result of this chihitial, the researchers reported that ferulic
acid supplementation can decrease the risk of@aadcular pathology as it may improve lipid

profiles and reduce inflammation and oxidativessr@ hyperlipidemic subjectBmrungpert

et al. 2018.

In regard toneurodegenerative diseasederivative compounds of ferulic acid are curngntl
being studied in mice models as protective agegésnat Alzheimer’s diseasdi(ng et al.,
2016; Zhu et al., 2038

Ferulic acids have also demonstrated importariitumor activities and this compound is
known to inhibit the growth and the metastasisrefist cancer celia vitro and in miceZhang
et al., 201%. It has also been suggested that ferulic acidbéshin vitro anticarcinogenic

properties against human pancreatic cancer cel frahriczlu et al., 201§
1.2.3.2. Flavonoids and it relation to human health

Flavonoids are antioxidant compounds that reduckkens for oxidative and inflammatory
processes. Their antioxidant activity is attributethe presence of an ortho-phenolic hydroxyl
group (6pez et al., 2013 This family of phenolic compounds comprises flags, isoflavones,

flavonols, flavanols, flavanones and anthocyaniisléki et al., 2019; Petrilli et al., 20).6

Due to their antioxidant properties, flavonoids nieyused by the food industry as functional
ingredients, and these compounds can also be caasasrdietary supplements since they offer
numerous benefits for human healBré€erama et al., 20).0The effects of supplementation
with pure epicatechin and quercetin on vasculactfon andcardiometabolic healthhas been
investigated by designing a randomized double-bpfatebo-controlled crossover study in
which participants received epicatechin, quercetiplacebo supplementation. The results of
this study showed that epicatechin plays a positle on insulin resistance, while neither
epicatechin nor quercetin had effects on endothdlmction or other markers of

cardiometabolic healttDower et al., 2016

Rossi et al. (2019analyzed data from a multicentric case—control ystwith the aim of

investigating the relation between several claséflavonoids and total flavonoids and the risk

of developing bladdetancer The authors used a validated and reproduciblé-famuency

questionnaire in order to estimate the particigdtgsonoid intake (derived mainly from the

consumption of fruits, pulses, tea and wine). Tlaednoids considered included flavan-3-ols
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(epicatechin and catechin), flavanones (hesperatioh naringenin), flavonols (quercetin),
flavones (cyanidin, apigenin and luteolin), isolaes (genistein) and anthocyanidins
(malvidin), and the results pointed to an inverskatronship between the dietary intake of
flavones and isoflavones and the risk of bladdercea However, the other classes of
flavonoids (e.g. anthocyanidins) did not show aignificant results Rossi et al., 2019

Prospective studies have also suggested that eeatnith flavonoids appears to be effective
in preventing other types of cancer, such as cotmplasialloensch et al., 200&nd ovarian

cancer GGates et al., 2007
1.2.3.3. Tannins and it relation to human health

Tannins are complex procyanidin compounds formedhfthe condensation of monomeric
units of catechins and epicatechins, and can bssitied as hydrolyzable (formed by the
esterification of gallic acid and glucose) or camskd tannins, also known as proanthocyanidins
(formed by polymerization of flavan-3-ol monomeiShndensed tannins are abundant in foods
of plant origin and have sensory properties; thiep axhibit several biochemical activities,
including antioxidant and protein-binding capacitgid-lowering effect and metal chelating
activity (Li et al., 2019; Petrilli et al., 20)6

Most of the studies that evaluate the health benefitannins are performed in experimental
animals. Tannins have been reported to have bémleditects againstardiovascular disease
These compounds exert a hypolipidemic effect bdibig bile acids in miceMatsumoto et al.,
2010 and, tannic acid in particular has exhibited wdong effect on blood pressure in
hypertensive ratsjosan et al., 2016 Proanthocyanidins (condensed tannins) can atsbfyn
levels of oxidative stress enzyme in rats, intgblt proliferation, and have protective properties

against livercancer(Sherif et al., 201)/

Proanthocyanidins (condensed tannins) have extilst@oprotective effectsn humans. Ivey
et al. (2013) investigated the association betwbkerdietary intake of proanthocyanidins and
renal outcomes in elderly women, and observediieatonsumption of proanthocyanidins may
improve renal function by preventing the risk ofrafic kidney diseases. The authors
specifically indicate that the beneficial effectsrer observed with a daily consumption of 141
mg of proanthocyanidins (considered as moderaddent equivalent to an approximate intake
of 50 grams of beansvgy et al., 2018
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1.3. STRATEGIES FOR IMPROVING THE NUTRITIONAL PROFI LE AND
BIOACTIVE COMPOUNDS OF FLOURS

Given that both cereals and pulses are staple fiadlay a key role in the human diet, it is
highly desirable to find ways to improve their ridnal quality. There are a range of
techniques currently available for this purpose cwhare able to increase the content of

bioactive compounds and reduce the presence ofmamag that act as anti-nutrients.

In the case of cereals, and specifically whegaigrammes for improving traditional genetics
are being developed in order to obtain varietiesofif wheat Triticum aestivuni.) and durum
wheat {riticum turgidumL.) that have a greater content in mineral elem@¥ds Zn, Cu, Mg,

K, etc.) and other bioactive compounds such ag fiérabinoxylans and phenolic compounds,
which have numerous benefits for human headttloyecto AGL2012-38395

The food industry is increasingly using pulses magraedients for the development and
preparation of new products such as snacks. Thesréguired the application of various
technological processes, including particularlyresion, to achieve suitable organoleptic
characteristics for these food products. This teldgy enables food products to be obtained
from pulses that are characterised by their highiitranal value, as the conditions in the
extrusion process (short bursts of high temperatanel high pressure) reduce the presence of
compounds considered anti-nutrients (trypsin irtbilsi phytates, lectins) and increase the
content of certain beneficial compounds such ag filvhile simultaneously developing certain

unique organoleptic features in terms of texturemes, etc.

1.3.1. Traditional genetic improvement

Genetic improvement was first practised when huncaased to be nomadic and began to settle
in one place, when they began the cultivation ahpkpecies intended for food for humans.
Primitive man thus embarked on a process of engbiiimprovement that consisted of
observing plants and subsequently selecting fromngntheir descendants. This whole process
was carried out without any scientific knowledge genetics based on mere observation
(Cubero, 2003; Socias et al., 2014

This automatic selection process gave rise toitee“arieties”, which were almost identical

to their parents in the wild, but already differentcertain fundamental aspects, as their
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reproduction was controlled by humans. This proo¢sstuitive improvementasted until the
necessary scientific knowledge was acquired toaipen a different way, coinciding with the
emergence of what is knownssentific agriculture which arose when agricultural techniques
began to be applied from a more scientific pointiefv than in traditional agriculture in order
to solve problems deriving from food shortages edusy the depopulation of the countryside
and the increasing overcrowding of cities during itidustrial revolution in the 18th century.

One essential characteristic of this new agricaltsithe application afcientific improvement
based on the discovery of the sexual reproductiguiamts. Thanks to this knowledge, crosses
began to be designed between different varietieff. Bheats and durum wheats were first

crossed in 1878 in order to increase their yieldl groductivity Cubero, 2008

Subsequently in the 20th century, Mendel's lawd the scientific foundations for traditional
genetic improvement, consisting of applying setettprocesses combined with crosses
between different species or varieties with the ain obtaining plants with certain
characteristicsqubero, 2003; Socias et al., 2017hese traditional techniques for genetic
improvement have been constantly used and havegom® numerous advances designed to
resolve problems concerning crop yields, adaptatiotihhe geographic environment and pest
resistance, among others. Genetic improvement igeds have also been applied to improve
the quality of many plant-based food(ias et al., 20)4

The quality of the raw materials conditions theseun all the links of the food chain, from
primary production until they reach the final comsur, including their different stages of
transformation into numerous food products. Thentquality is a complex concept covering
several aspects, including agronomic quality, fiomal or technological quality and nutritional
quality (Rubianes Manzano, 2007

Specifically, theagronomic qualityof wheat refers to the productivity and yield loé tgrains,
which depend on the capacity of the wheat variettesdapt to different environmental
conditions. Genetic improvement brings advantagesis field, as it produces varieties that
are resistant to adverse environmental situatipesidds of drought, extreme temperatures,
terrain with a high salt concentration, etc.), Isatthe high yield of the seeds is guaranteed in

areas with unfavourable conditiorisofg et al., 2013Rubianes Manzano, 2007

Thefunctional or technological qualitgf the wheat is defined by the suitability of fleurs

or meals for making bread or pasta respectivelys abpect of quality is influenced mainly by
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the type and quantity of the proteins present & eéhdosperm of the wheat grain, as these
proteins (mainly glutenins and gliadins) determtimerheological properties of the dough. Itis
difficult to improve the quantity of the proteins the endosperm due to their low heritability
and their negative correlation with yield, thus mgkit important to identify the specific
proteins present in the different varieties of wtsesd study their relation with the technological
guality of the grains. By identifying the proteitisat confer good functional properties on the
flour, it is possible to selectively transfer gebgscrossing, in order to obtain new and higher-
quality varieties of soft wheat and durum wheézdur(illo et al., 2000; Metakovsky et al., 2019;
ProyectoAGL2012-3834%. The functional or technological quality of thd&at flour is also
conditioned by the hardness of the grain. Thisipatar determines the behaviour of the starch
during milling and affects the flour's capacity absorb waterGGomez Pallarés et al., 2007,
ProyectoAGL2012-3834%. The genetic factor with the greatest influengerahis factor is
related with two proteins in the friabilin familynkwn as puroindolines a and b. Several
mutations of puroindolines have been found witfedént repercussions on flour textuliee(la

et al., 2005; ProyectdGL2012-38345.

Finally, the grain’snutritional contentrefers to the nutrient value of the products twat
prepared from this cereaR(bianes Manzano, 2007Techniques for traditional genetic
improvement are currently being applied to imprake nutritional quality and content of
various bioactive compounds in different soft wh@aiticum aestivuni.) and durum wheat
(Triticum turgidumL.) flours. To achieve these objectives, the genetprovement focuses on
different aspects such as: (1) the genetic anabfsisutations with a greater amylose content,
(2) the analysis of variability in the genetic lsagf the mineral content, and (3) the analysis of
the composition and variability of bioactive compds of a carbohydrate (fibre, arabinoxylans,
etc.) and phenolic natureCérrillo, 2012; Proyecto AGL2012-383)5The application of
genetic improvement techniques aimed at improvitggriutritional quality of various wheat
flours is extremely important from the point of wief public health, as this cereal plays a vital
role in feeding the world’s population. These taghes may potentially lead to the acquisition
of wheat varieties whose starch has a greater piopoof amylose and a low or null
amylopectin contentHallstrom et al., 2011; Lafiandra et al., 2010; Blbet al., 200k The
high amylose content alters the properties of theck as the granules become distorted, thus
significantly reducing their digestibility. Starghth a high amylose content represents a source
of resistant starch, whose numerous benefits ®oh#alth have been described previously (see

section 1.2.1.1.). However it is important to nibtat the acquisition of high-amylose wheats is
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very complex due to the high number of enzymesliaain the processfoyecto AGL2012-
383415.

The improvement in wheat nutritional quality ustragitional genetic improvement techniques
may focus on obtaining varieties that are enridneaiineral elements. Although the quantity
of the minerals present in the solil largely comdlis their concentration in the plant, it is known
that in the specific case of wheat there is sudfitigenetic variability to allow a genetic
improvement that would increase the content ofedhmgrients Carrillo, 2013. The aim of
applying these improvement strategies is to obtdi@at flours with a greater content in certain
bioactive compounds such as dietary fibre, arahjlams or phenolic compound€drrillo,
20132, all components with important health benefits dascribed above (see sections 1.2.1.
and 1.2.3.).

1.3.2. Technological processes: Extrusion process

Extrusion deserves a special mention among thewsitechnological processes applicable to
pulses. This technology was first applied for fand1980s and it is a continuous mixing,
kneading and shaping process, which is currentyl us the food industry to manufacture a
wide range of food products, including snacks,used vegetable proteins, ready-to-eat cereals,
confectionery products, baby foods, pet foods atiters. This process is based on the
application of pressure and high temperatures dutiort periods of time_gonard et al., 2020;
Morales et al., 2015a; Nikmaram et al., 2017; Otevet al., 2015; Zhao et al., 2011

An extruder-cooker could be considered as a cootisuhigh-pressure—high-temperature
reactor constituted by a barrel, certain screw mixing elements Kerk, 2018; De Pilli &
Alessandrino, 2020When a food matrix is extruded, it is forcedilgh an opening called the
die and the pressure necessary depends on the ygahthe die, the flow properties of the
material, and the flow rat&@uwendaal, 2034

In a single-screw extrusion systefigure 9), the extrudate is moved through the barrel by a

single screw. This extruder-type has three diffeseigtions, namely feed section, compression

section and metering section. The food matrix iatuced in the equipment through the feed

section and an initial mixing takes place. The éujents are moved to the compression section

by the rotating action of the screw and in thig péthe extruder, the material is compressed

and subjected to high pressure and temperaturs.dtkneading section, where significant
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changes in the physical and chemical charactesisficthe ingredients take place. Finally, in
metering section, also known as cooking sectioa, ghearing action is increased and the

extrudate is compressed and reduced to the dinmeneiahe flow channelShing, 2013

For food applications, the most usually systenmésttvin-screw extruder, which incorporates
two parallel screws into the extruder barrel. Tystem is characterized by self-cleaning and
better mixing properties. Moreover, it has modesdtear force and higher capacity than the

single-screw extrudefSfing, 201

. i
—p = =

h.

[

Feed Compression  Metering
section section section

Figure 9. Basic structure of a single-screw extrud&erk, 2019.

Extrusion cooking has several advantadges Pilli & Alessandrino, 2020; Zhao et al., 2011

— ltis a highly versatile process, which allows fondustry to cook and process different
food products

— ltis an energy efficient process with a high prctduty that not needs effluents

— Relatively low cost technology

— Low manpower is required (modern process contrelpshin further reducing the
manpower requirements for production operations)

— Different types of shaped products are obtainedxtgusion

— The extruded products are high quality and safdymts as the process conditions (high
temperature, high pressure and short time) minisntbe nutrient degradation and
destroys the non-nutritional factors as well asrntieoorganisms

— This technology allows the development of new fpoaducts
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The extrusion food processing has very few disatdms, such a costly initial financial
investment, and careful selection of process paems@&emperature, moisture content, particle

size, screw configurationffal & Oldewage-Theron, 20).9

There are several technological parameters that beugsonsidered in order to improve the
quality of the extruded products. In this sensis, liiecessary to optimize the barrel temperature,
the moisture content, the screw speed and theréeedThe barrel temperature is the source of
thermal energy and plays a key role in the finatuee of the products. During extrusion
cooking, water acts as a medium of energy transfgand also constitutes the medium where
chemical reactions take place. Moreover, the mastontent of the food matrix determines
the viscosity as well as the plasticity properbéthe extruded material. The adjustment of the
screw configuration and the screw speed is impbrtancontrol the shear force and the
mechanical energy of the procegs{ng et al., 2020

During extrusion cooking, the raw materials ar@sfarmed and modified as consequence of
the high temperatures, pressures and shear fdrneegood constituents that play an important
role in the extrusion process are proteins, stdiids, low molecular sugars and fiber. Some
of these components act as plasticizer by decrgdbe viscosity of the food matrix during
extrusion process and, as consequence, the expapsiperties are affected¢ Pilli &
Alessandrino, 2020; Zhang et al., 2020)

The functional properties of the food matrix aredified during the extrusion process. This
technology has positive effects from a nutritiopaint of view, as it causes the gelatinization
of starch, increases the soluble dietary fibertioa¢ improves mineral bioavailability, destroys
non-nutritional factors, reduces lipid oxidationdacontaminating microorganisms, and
improves the retention of foods’ natural flavoursl aolours Ciudad-Mulero et al., 20)8
However, depending on the conditions (temperatw@idity and processing speed) and the
food matrix, extrusion may have undesirable naindil effects such as the development of the
Maillard reaction between free amino acids and cadusugarsKigure 10), leading to a loss
of nutritional value in proteins and the formatmfrcompounds derived from acrylamide. These
effects highlight the importance of optimizing tegtrusion conditions in order to reduce
undesirable reactions and enhance positive nutatiohangesAlam et al., 2016; Delgado-
Nieblas et al., 2015; Singh et al., 2007; Zhad.etall).
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Figure 10.Schematic representation of “Maillard reactiontldlavor formation in food
(adapted fronTamanna & Mahmood, 20)5

The destruction of anti-nutritional factors achiéwsith the extrusion process is especially
important in the case of pulses, since these foattixes contain trypsin inhibitors, protease
inhibitors, phytates (inositol phosphates), hematyghs (lectins), etc. that can reduce both the
digestibility and bioavailability of certain nutrits. In general terms, several authors report a
decrease in these non-nutritional factors, whielpartially or totally degraded by the extrusion
process, thus improving the pulses’ nutritionabregl.opes et al., 2012; Nikmaram et al., 2015;
Singh et al., 2012; Singhal et al., 2014

Conversely, one of the disadvantages of extrusiokiag is the loss of certain vitamins during
the process. Vitamins A, E, CBhiamine) and B (folic acid) are the most sensitive to
extrusion, while other group B vitamins such as (Bboflavin), Bs (pyridoxine), B>
(cobalamine), B (niacin), B (biotin) and B (pantothenic acid) are quite stablkeigz et al.,
2009.

Alam et al. (2016)ndicated that the effect of extrusion on the antlant capacity of foods
depends on the level of bioactive compounds presgginally in the food and their type. In
the particular case of pulses-based flours, theggminduced by extrusion process on bioactive
compounds and antioxidant activity have been studrel it has been observed that extrusion
treatment did not affect the content of all thedsiive compounds in the same way. It is

reported that extrusion causes an increase ingb&alolic content and, in particular, an increase
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in hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids as eqasnce of phenolic release from dietary
fiber fraction, with an increase of the phenoliodvailability as well as an increase of the
antioxidant activity of the pulses based flourswdwger, a reduction in the content of most
organic acids (oxalic, tartaric, quinic and malwdd, flavonols and tocopherols has been
observed as consequence of the extrusion cookingpés et al., 2019a; Ciudad-Mulero et al.,
2018; Morales et al., 201khb

In recent years, extruded pulse flours have beed as a new ingredient in the development
of new snack-type productéi(ibas et al., 2019b; Ciudad-Mulero et al., 200&jrales et al.,
20150. This extrusion technology is a good alternafareachieving new gluten-free products
with a high dietary fiber content (mainly solublestdry fiber). Extruded pulse flours are
excellent raw materials for developing food prodweith a high nutritional value that can serve
as substitutes for cereal-based snacksidad-Mulero et al., 2018; Morales et al., 2015a;

Stojceska et al., 2010; Vasanthan et al., 2002
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO



Objetivos y plan de trabajo

2.1. OBJETIVOS

Tanto los cereales como las legumbres se han edaptala alimentacion humana desde la

antigiiedad. Son alimentos importantes que constitlg/base de la alimentacién y a partir de

los cuales se pueden obtener harinas empleadaa eladoracion de distintos productos

alimenticios.

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion es:

Caracterizar y evaluar el perfil de compuestos bitoas, aspectos de la calidad
nutricional y sensorial, asi como la actividad ldigica en términos de actividad
antioxidante en diferentes harinas (de trigo y &t como ingredientes para la
elaboracion de productos con propiedades funcianafadidas.

Para ello se plantearon los siguierdbgetivos especificas

1.

Caracterizar y evaluar la variabilidad mostradaéeminos de compuestos bioactivos
(fibra, arabinoxilanos, tocoferoles, compuestosliens) en las harinas procedentes de
los parentales, tanto de trigo bland@atjcum aestivuni..) como de trigo durol{riticum
turgidumL.), empleados en programas de mejora genétideitmaal para incrementar
la calidad nutricional y funcional de las distint@siedades de trigo.

Evaluar la variabilidad en el contenido de elememnerales (microelementos: Fe,
Cu, Mn, Zn; y macroelementos: Ca, Mg, Na, K) dehlasnas de trigo seleccionadas.
Evaluar la actividad biologica en términos de lpatadad antioxidante de las harinas
de trigo objeto de estudio.

Valorar la idoneidad de las harinas de lentejagelegidas con levadura nutricional
como ingredientes funcionales, evaluando la inftieedel proceso de extrusion (a 140
°C y a 160 °C) en el contenido de diferentes costpae bioactivos (fibra,
arabinoxilanos, azucares solublegjalactosidos, tocoferoles y compuestos fendlicos).
Evaluar la influencia del proceso de extrusion 48 1C y a 160 °C) sobre distintos
compuestos considerados antinutrientes (inositefatos, inhibidores de tripsina,

lectinas), en las harinas de lenteja enriquecidadevadura nutricional.

Evaluar el efecto proceso de extrusion (a 1408Q§0 °C) sobre la actividad biologica
(capacidad antioxidante y capacidad de inhibiciéndadperoxidacion lipidica) de las

distintas formulaciones harinas de lenteja enrimgiasccon levadura nutricional.
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7. Evaluar la composicion nutricional de distintos gmelaborados a base de harinas de
cereales.

8. Evaluar distintos atributos sensoriales en parsmehdos a base de harinas de cereales,
como parametros indicadores de su calidad sensorial

9. Evaluar la aceptacion por parte de los consumiddeesnacks elaborados a base de

harinas de legumbres.

El presente trabajo forma parte del Proyecto AGR2B8345: “Mejora Genética en trigo
blando y trigo duro: Calidad funcional, calidad nzibnal y compuestos bioactivos”, MEC
(Plan Nacional I + D + I), cuyo investigador pripai fue Prof. Dr. José Maria Carrillo
(Universidad Politécnica de Madrid), y del Proyetkevelopment of novel gluten free
extruded flours”, cuyo investigador principal fueDe. José De J. Berrios (Healthy Processed
Foods Research Unit, USDA-ARS-WRRC, California, EBU

La mayor parte de las determinaciones se llevarceiba en el Departamento de Nutricion y
Ciencia de los Alimentos, en los laboratorios déJfadad Docente de Bromatologia en el
marco del proyecto mencionado anteriormente. Algul®alas determinaciones realizadas en
el presente trabajo (analisis de tocoferoles, casios fendlicos y evaluaciéon de la actividad
antioxidante) se llevaron a cabo durante wstancia de investigacion predoctoral
internacional realizada entre el 1 de Junio y el 9 de Septierér2016 en el Laboratorio de
Quimica y Bioquimica Aplicada, pertenecientes gb&tamento de Bilogia y Biotecnologia
(DBB) del Centro de Investigacion de Montafia (CIME§cuela Superior Agraria del Instituto
Politécnico de Braganca (IPB), bajo la direcciotadara. Lillian Boucada de Barros. Por su
parte, las determinaciones relativas al andlisi€aes solubles;-galactésidos y de algunos
compuestos considerados como antinutrientes (olofsfatos, inhibidores de tripsina y
lectinas), se llevaron a cabo durante estancia de investigacion predoctoral nacionan el
Departamento de Tecnologia de Alimentos del Irtstilacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA), bajo la direccion da Dra. Mercedes Martin Pedrosa, durante

el periodo comprendido entre el 16 de Mayo y efl@eptiembre de 2018.
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Objetivos y plan de trabajo

2.2. PLAN DE TRABAJO
Para la consecucion de los objetivos planteadasesarolld el siguiente plan de trabajo.
2.2.1. Plan de trabajo relativo al estudio de harias de trigo

En una primera etapa se llevo a cabo el andlisisotepuestos bioactivos presentes en
diferentes muestras de harina de trigo procedeletesiatro variedades distintas, tanto de trigo
blando {riticum aestivuni., variedades Cajeme y Marius), como de trigo ddnaticum
turgidum ssp.durum L., variedades Endural y Aldura) cosechadas enafios distintos y
consecutivos (2013 y 2014). De cada una de estaédades se estudiaron las fracciones
correspondientes a la harina blanca (refinada)indaintegral y fraccion de salvado,
analizandose su contenido de fibra (soluble, indelytotal), arabinoxilanos (totales y solubles
en agua), elementos minerales (macroelementosM@alNa, K; y microelementos: Fe, Cu,
Zn, Mn), tocoferoles y fenoles totales. Ademadl)esg a cabo la evaluacion de la actividad

antioxidantan vitro de las mismad~gura 11).

v’ Fibra

v" Arabinoxilanos

v" Elementos minerales

v Tocoferoles

Molienda
y cernido

v Fenoles totales

v Actividad antioxidante in vitro

Harinas objeto de estudio

Figura 11. Determinaciones realizadas en las harinas de (tngina blanca, harina integral y

fraccion de salvado) objeto de estudio
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Objetivos y plan de trabajo

2.2.2. Plan de trabajo relativo al estudio de harias de lenteja

En la presente Tesis doctoral se realizé un estglidistintas muestras de harina de lenteja
enriquecidas con levadura nutricional (Lynside N@ptimum Yeast®), tanto crudas (sin
procesar) como extruidas a 140 °C y a 160 °C. &zdda caracterizacion de los siguientes
compuestos bioactivos: fibra dietética (solublesoloble y total), arabinoxilanos (totales y
solubles en agua), azucares solubles-galactdosidostocoferoles y compuestos fendlicos
individuales. Ademas, se llevo a cabo la evaluad®ia actividad antioxidante vitro de las
muestras de harina de lenteja y se determiné gerdo en distintos compuestos considerados
antinutrientes (inositol fosfatos, inhibidores dpdina y lectinas). Se estudio el efecto que el
proceso de extrusion tuvo sobre el contenido dedmspuestos bioactivos y antinutrientes
analizados, asi como sobre la actividad antioxetade las harinas objeto de estudfigra

12).

v’ Fibra

v" Arabinoxilanos

v" Azicares solubles y oligosacaridos

Harinas de lenteja formuladas

%ﬂﬂﬂ v Tocoferoles
Pl

Extrusion
v Compuestos fendlicos individuales
v’ Actividad antioxidante in vitro
Harinas de lenteja extruidas v' Antinutrientes

Figura 12. Determinaciones realizadas en las distintas hadedsnteja objeto de estudio
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Obijetivos y plan de trabajo

2.2.3. Analisis sensorial de productos alimenticicalaborados de harinas de cereales y de

harinas de legumbres

En una ultima etapa, y con el fin de cumplir logetibos propuestos, sevauaron distintos
atributos sensoriales y/o la aceptacién por paiesiconsumidores, de productos alimenticios
elaborados a base de distintas harinas de cexedéediferentes legumbres.

Para ello, en el caso de productos alimenticioBoetaios a base de harinas de cereales, se
analizaron cinco tipos de panésgura 13), los cuales estaban formulados a partir de harina
blanca de trigoT(riticum aestivuni.) junto con otras harinas, como harina de avenagoent
harina integral de trigo, harina integral de ceatda Baviera y mezcla de otros ingredientes
como semillas sésamo, girasol, linaza y algarr&raestos panes se caracterizé el pefrfil
nutricional y se evaluaron atributos sensorialema@! color o la textura, incluyendo los

parametros de dureza, adhesividad, elasticidagso@n masticabilidad y resistencia.

Pan de centeno | I Pan multicereal l l Pan integral de trigo |

Figura 13. Aspecto de algunas de las muestras de pan aredizad

(Foto: Marcio Carocho)
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Objetivos y plan de trabajo

En el caso de los productos alimenticios elaboraduartir de harina de legumbres, se realiz6
un analisis sensorial de seis tipos de sndekgifa 14) elaborados con harinas de legumbres
(lenteja y garbanzo), con el fin de determinarfémsores que influyen en la aceptacion de estos
productos (diferentes a los snacks tradicionales)pprte de los consumidores y explorar la
posible relacion entre el contenido en nutrientek mtoducto y las preferencias de los

consumidores.

40% LESS FAT

Figura 14. Muestras de snacks de legumbres analizados
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3. ESTUDIO DE HARINAS DE CEREALES
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3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

El estudio de las distintas muestras de harinagtede ha centrado en los siguientes objetivos

especificos:

1. Caracterizar y evaluar la variabilidad mostradaéminos de compuestos bioactivos
(fibra, arabinoxilanos, tocoferoles, compuestosliens) en las harinas procedentes de
los parentales, tanto de trigo bland@atjcum aestivuni..) como de trigo durol{riticum
turgidumL.), empleados en programas de mejora genétideitmaal para incrementar
la calidad nutricional y funcional de las distint@siedades de trigo.

2. Evaluar la variabilidad en el contenido de elememnerales (microelementos: Fe,
Cu, Mn, Zn; y macroelementos: Ca, Mg, Na, K) dehlasnas de trigo seleccionadas.

3. Evaluar la actividad bioldgica en términos de lpatadad antioxidante de las harinas

de trigo objeto de estudio.

El presente trabajo forma parte del Proyecto AGP2B8345: “Mejora Genética en trigo
blando y trigo duro: Calidad funcional, calidad nzibnal y compuestos bioactivos”, MEC
(Plan Nacional | + D + 1), cuyo investigador pripai fue el Prof. Dr. José Maria Carrillo

(Universidad Politécnica de Madrid).

Los analisis relativos al contenido de fibra y arakilanos, asi como la determinacién de los
elementos minerales se realizaron en el laboratizri@a Unidad Docente de Bromatologia del
Departamento de Nutriciébn y Ciencia de los Alimente la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid. Por otro lad@nglisis de tocoferoles y compuestos
fendlicos, asi como el estudio de la capacidadadi@ante de las muestras se llevaron a cabo
durante una estancia internacional de investigaeiédoctoral realizada en el Laboratorio de
Quimica y Bioquimica Aplicada, pertenecientes gb&tamento de Bilogia y Biotecnologia
(DBB) del Centro de Investigacion de Montafia (CIMEg9cuela Superior Agraria del Instituto

Politécnico de Braganca (IPB), bajo la direcciériadBra. Lillian Boucada de Barros.
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3.2. MATERIALES

En el presente trabajo se han estudiado un toté22denuestras de harinas de trigo
procedentes dé variedades de trigo distintas cosechadas durante dos afos diferentes y
consecutivos (2013 y 2014), de las cuales se amnafiztanto la fraccion de harina blanca
(refinada), como la harina integral. Ademas, aipde estas fracciones y mediante el empleo
de una ecuacién propuesta paterson et al. (19863e estimé la composicion de la fraccién
de salvadoTabla 6). Las variedades estudiadas fueron sembradas;hamies, seleccionadas

y procesadas (molidas) por la Unidad de GenéticaDepartamento de Biotecnologia y
Biologia General de la Escuela Técnica Superidndgenieria Agrondmica, Alimentaria y de
Biosistemas (E.T.S.I.A.A.B) de la Universidad Ratitica de Madrid.

Tabla 6. Muestras de harina de trigo analizadas

Harina blanca

Especie Variedad Afo de cosecha Caodigo de la muestra
N ' Aldura 2013 D-A#1-WF
Triticum turgidum L. 2014 D-A#2-WF
Endural 2014 D-E#2-WF
Cajeme 2013 S-C#1-WF
Triticum aestivumL. 2014 S-C#2-WE
Marius 2013 S-M#1-WF
2014 S-M#2-WF
Harina integral
Especie Variedad Afo de cosecha Cadigo de la muestra
Aldura 2013 D-A#1-WGF
Triticum turgidum L. 2014 D-A#2-WGF
Endural 2013 D-E#1-WGF
2014 D-E#2-WGF
Cajeme 2013 S-C#1-WGF
Triticum aestivumL. 2014 S>-C#2-WGF
Marius 2013 S-M#1-WGF
2014 S-M#2-WGF
Salvado
Especie Variedad Afo de cosecha Caodigo de la muestra
N ' Aldura 2013 D-A#1-Bran
Triticum turgidum L. 2014 D-A#2- Bran
Endural 2014 D-E#2- Bran
Cajeme 2013 S-C#1- Bran
Triticum aestivumL. 2014 >-C#2- Bran
Marius 2013 S-M#1- Bran
2014 S-M#2- Bran

71



Estudio de harinas de cereales

Trigo Duro (Triticum turgidum L.):

En este estudio se seleccionaron dos variedadegaduro,Triticum turgidumL. var. Endural

y Triticum turgidumL. var. Aldura Figura 15). La primera de ellasariedad Endural, es de
origen francés y se trata de un trigo de inviemagacharina forma gluten de buena calidad
(Proyecto AGL2012-383)5Por su parte, lsariedad Aldura es de origen italiano y es un
trigo de primavera caracterizado por tener un @dseccion media, macizo. El cuello de la
espiga tiene una longitud media-corta (10 - 20 gha)espiga es de porte medio, color oscuro,
forma piramidal, densa y corta o0 muy corta, corbasmuy largas de color marrén claro. El
grano es semialargado de tamafio medio-grande, Ide daro y textura semicérnea. La
variedad Aldura da buenos rendimientos en condésiosemiaridas, pero su harina no se
caracteriza por formar buen glutétrgyecto AGL2012-38345

Figura 15. Espigas de trigo durd (iticum turgidumssp.durumL.)
(Foto adaptada d&arbado Dominguez, 20).9
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Estudio de harinas de cereales

Trigo blando (Triticum aestivumL.):

Las variedades de trigo blando seleccionadas presénte trabajo fuerdfriticum aestivum

L. var. Cajeme yriticum aestivuni. var. Marius Figura 16). La primera de ellasariedad
Cajeme, es de origen mejicano y sus granos son de formakeggada, de longitud media y
textura cornea, variando su color del rojo palidmarron. Se trata de una variedad de talla
corta (85 - 75 cm), muy productiva y de una caliladno-panadera muy buenarg¢yecto
AGL2012-3834%. La variedad Marius es de origen francés cuyos granos son marrones, de
forma redondeada, longitud media y textura variabke intermedia a cérnea. Da buena
productividad y tiene una enorme capacidad de adejt, teniendo una calidad harino-
panadera medi&(oyecto AGL2012-38345

Figura 16. Espigas de trigo blandd@jticum aestivuni..)
(Foto:UPM, 2020
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A partir de las variedades anteriormente descstanalizaron dos tipos de harina en funcién
de su grado de extraccion: harina blanca (58 - {&do extraccion) y harina integral (100 %
grado extraccion)Higuras 17 y 18. Ademas, a partir de estas fracciones, se estimo
composicion de la fraccion de salvado empleandoegnacion propuesta pBeterson et al.
(1986) Para la obtencion de la harina blanca se utilizdnolino CD1 de Chopin (Chopin
Technologies, Francia) en 4 etapas (1 trituracioB gompresiones) y posterior cernido
mediante un tamiz con malla de 1 mm. Por su pkrtearina integral se obtuvo mediante la
molienda del grano completo en un Molino Tekatpogterior cernido con un tamiz con malla
de 1 mm. Dichas harinas fueron elaboradas y acondidas por la Unidad de Genética del
Departamento de Biotecnologia y Biologia GenerallaleEscuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica, Alimentaria y de Biosisterdada Universidad Politécnica de Madrid
y se recepcionaron en el Departamento de Nutrigidiencia de los Alimentos (Unidad
Docente de Bromatologia) de la Facultad de Farmdeida Universidad Complutense de
Madrid, donde fueron conservadas a una temperadera20 °C, para garantizar el

mantenimiento de sus propiedades nutricionalesgidnales hasta el momento del analisis.

D-A#1-WF
D-A#2-WF D-E#2-WF
D-A#1-WGF
ST D-A#2-WGF D-E#2-WGF
D-E#1-WGF

Figura 17.Harinas (blanca e integral) de trigo duro analisg@®to: Maria Ciudad)
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Estudio de harinas de cereales

Figura 18.Harinas (blanca e integral) de trigo blando andbsa(Foto: Maria Ciudad)
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3.3. METODOLOGIA ANALITICA

Algunos de los compuestos analizados en la pre$ests Doctoral son objeto de declaraciones
nutricionales asi como de declaraciones de progesdsaludables aprobadas por la legislacion
vigente Reglamento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N8912011; Reglamento (UE)
N° 432/201). Este es el caso de la fibra, los arabinoxilanies minerales y, por este motivo,
estos compuestos se analizaron en todas las nsjektrdos afios de cosecha diferentes, con el
fin de verificar la posible variabilidad de conw@midebida a las condiciones ambientales, de
modo que, en cualquier caso, se garantice la e@htidinima necesaria para hacer las
declaraciones correspondientes. Por otro lado, phranalisis del resto de compuestos
bioactivos (tocoferoles y compuesto fendlicos tstpl asi como para la evaluacién de la
actividad antioxidante de las distintas variedadiedrigo objeto de estudio, se preparé una
muestra compuesta para cada tipo de harina y aakiedn cantidades iguales del material de

cada ano de cosecha.

3.3.1. Determinacion del contenido de fibra: insohie, soluble y total

El contenido de fibra en las muestras analizadaet®emind mediante el método enzimatico-
gravimétrico de la AOAC (Ref. 993.19 y 991.42), mlifcandose la fibra insoluble, soluble y
total (Latimer, 2012 (Esquema ). El fundamento de este método se basa en latidiges
enzimatica de las muestras asiamilasa, proteasa y amiloglucosidasa (Sigma-Ajinara
eliminar tanto la proteina como el almidon presenRara llevar a cabo la determinacion, se
pesaron 0,3 g de muestra y se colocaron en unrizelgr de 250 mL. Se afiadieron 50 mL de
tampodn fosfato 0,08M (pH = 6) y 100 pL deamilasa termoestable y el Erlenmeyer se tap6
con papel de aluminio y se introdujo en un bafi@giega Memmert a 100 °C con agitacion
durante 30 minutos. Tras enfriar con hielo hastgperatura ambiente, se afladieron 10 mL de
NaOH 0,275 N (ajustar a pH 7,5 £ 0,2) y 5 mg ddégasa. Se incubd en bafio de agua a 60 °C
durante 30 minutos con agitacion constante y m&se de nuevo con hielo hasta temperatura
ambiente, se afadieron 10 mL de HCI 0,325 N (ajustpH 4,5 + 0,2) y 100 pL de
amiloglucosidasa y se incub6 en bafio de agua a&6@ufante 30 minutos con agitacion

constante.
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Determinacion de la fibra insoluble

Para la determinacién de la fibra insoluble, g85fiél liquido obtenido sobre un crisol de vidrio
de placa filtrante con 0,5 g de Cellite. Despuékadidtracion, se lavo el residuo con 10 mL de
agua destilada (2 veces) y 10 mL de etanol 96 ¥e¢2s). El liquido filtrado se reservo para
la determinacion de la fibra soluble. Los crisaeslesecaron en estufa Memmert a 100 °C vy,
una vez frios, se pesaron. Tras la determinacidlagieenizas y las proteinas, se calcul6 el

residuo correspondiente a la fraccion de fibraliise.
Determinacion de la fibra soluble

Para la determinacion de la fibra soluble, se recup! liquido anteriormente filtrado en un
Erlenmeyer de 500 mL y se afiadieron 400 mL deoe#h%. Se dejo precipitar toda la noche
y, posteriormente, se filtr0 sobre un crisol derigidie placa filtrante con 0,5 g de Cellite.
Después de la filtracion, se lavo el residuo conmlOde etanol 78 % (2 veces) y 10 mL de
etanol 96 % (2 veces). Los crisoles se desecarestafa Memmert a 100 °C y, una vez frios,
se pesaron. Tras la determinacion de las ceniztes yproteinas, se calculé el residuo

correspondiente a la fraccion de fibra soluble.

Para calcular los porcentajes de fibra insolublg yFde fibra soluble (FS) se aplicaron las

siguientes ecuacioneBcuacion 1 y Ecuacion 2

RI-P-C
M

FI(g/100g) = x 100 Ecuacion [1]

FS (8/100 g) = == x 100 Ecuacion [2]

Donde:

- RI =residuo de fibra insoluble (g)
- RS =residuo de fibra soluble (g)
- P =proteinas (g)

- C =cenizas (9)

- M = peso de la muestra (g)
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Estudio de harinas de cereales

Esquema 1 Método de determinacion de fibra dietética (inst@ybsoluble)

Pesar 0,3-0,4gde muestra

y

Anadir 50 mL tampén fosfato 0,08M (pH = 6) + 100 pL a-amilasa termamil

Bario Maria (100 2C), 15 min, agitaciéon
Enfriar con hielo a T2 ambiente

Anadir 10 mL NaOH 0,275N (pH = 7,5) + 5 mg proteasa

Incubacién 60 °C, 30 min, agitacién

Enfriar con hielo a T2 ambiente
v

Anadir 10 mL HCI1 0,325N (pH =4,5+ 0,2) + 100 pL amiloglucosidasa

Incubacién 60 °C, 30 min, agitacion

Enfriar con hielo a T2 ambiente

\ 4
Filtracién: crisol de placa con 0,5g de Celite, tarado

Lavar residuo

|

| 1

Fibra Insoluble (Residuo) Fraccién Soluble(Liquido filtrado)
Desecar en estufa, enfriar, pesar Anadir 400 mL de etanol 962

) !

Determinacién de cenizas y proteinas Dejar precipitar toda la noche

} }

Calculo del contenido de Fibra Insoluble Filtrar (crisol de placa con 0,5g de Celite, tarado)

}

Lavar residuo

}

Fibra Soluble (Residuo)

)

Desecar en estufa, enfriar, pesar

}

Determinacion de cenizas y proteinas

!

Calculo del contenido de Fibra Soluble
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En el caso de la fraccion de salvado de las distivariedades de trigo analizadas, el contenido
de fibra (insoluble, soluble y total) se calculdieggndo laEcuacion 3 (Peterson et al., 1986

Concentracién en la fracciéon de salvado

Concentracion en la harina integral — (Concentracion en la harina blanca x Grado de extraccién) »
= — Ecuacién [3]
(1 — Grado de extracién)

3.3.2. Determinacion del contenido de arabinoxilars

Los arabinoxilanos fueron determinados segun ebdaétolorimétrico descrito pdouglas
(1981)y modificado porFinnie et al. (2006fEsquema 3. Para ello, se pesaron 0,125 g de
muestra y se colocaron en tubos de Falcon de 5funtd con 25 mL de agua destilada. Los

tubos fueron sometidos a agitacidon magnética derzdiminutos.

Para el analisis de lasabinoxilanos totales se tomaron 0,5 mL de la suspension de la muestra

y se colocaron en tubos de ensayo topacio, cermogapon.

Para el analisis de l@sabinoxilanos solubles en aguda suspension original fue centrifugada
durante 10 minutos a 2500 rpm (Universal 16 R, Gghdnstrumentation, SL, Espafna).
Después de la centrifugacion, se tomaron 0,5 msotbeenadante y se colocaron en tubos de

ensayo topacio, cerrados con tapon.

De cada muestra se hicieron dos suspensiones gdaesaspension se tomaron dos alicuotas
de 0,5 mL, de forma que se cuantificaron los abianos totales por cuadruplicado. Asi
mismo, de cada muestra centrifugada se tomaroraldmsotas de 0,5 mL, analizandose 4
réplicas de los arabinoxilanos solubles en agua.

En los tubos de ensayo topacio que contenian lastnag, se afiadié 1,5 mL de agua destilada,
de forma que el volumen final de todos los tubesde 2 mL. En cada tubo se adicionaron 10

mL del reactivo de coloracion y los tubos se caloeaen un bafio a 100 °C durante 25 min.

Posteriormente, los tubos se introdujeron en up dafhielo hasta que estuvieron a temperatura
ambiente. A continuacién se midi6 la absorban@&2nm (espectrofotometro Genesys 10S

UV-VIS). Fue necesario preparar un blanco con agsélada (2 mL).
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Estudio de harinas de cereales

Esquema 2Método de determinacion de arabinoxilanos (totaleslubles en agua)

Pesar 0,125 g de muestra

!

Anadir 25 mL de agua destilada

Agitacion magnética, 30 min

! '

Pipetear 0,5 mL de suspensién Centrifugar 10 min, 2500 r.p.m.
Anadir 1,5 mL de agua destilada Pipetear 0,5 mL de sobrenadante

!

Anadir 1,5 mL de agua destilada

A
Determinar contenido de Determinar contenido de
Arabinoxilanos Totales Arabinoxilanos Solubles en agua

'

Anadir 10 mL de reactivo de coloracién

!

Bano de agua, 100 °C, 25 min

!

Enfriar en bano de hielo hasta T2 ambiente

!

Leer absorbanciaa 552 nm

El reactivo de coloracion se preparé mezclandomil@e acido acético glacial, 30 mL de HCI,

66 mL de floroglucinol en etanol al 10% y 1 mL dpia destiladaKiszonas et al., 20)2

Los patrones de D - (+) - xilosa en agua destits@deolocaron en el bafio de agua junto con las

muestras de harina y los blancos (2 mL de agudatksty sus absorbancias fueron medidas a

80



552 nm. Los patrones siempre se trataron simultdeege con las muestras y sus absorbancias
se leyeron lo mas pronto posible después del emfizo, ya que se observd una pérdida

gradual de color al permanecer a la espeoaiflas 198).

La curva de calibraciorF{gura 19) se prepard usando una solucion madre de 100 nby de
(+)-xilosa (Sigma) en 100 ml de agua destilada.ofstiouacion, se prepararon diferentes

concentraciones (0.005 a 1 mg/mL).

Curva Patron de Xilosa
y=11,55x5 - 32,92x* + 33,83x3 - 15,38x2 + 3,574x - 0,016
Rz= 0,999

0,7 -
< 0,6
%0‘5 //
g0.4 /
w
203 i

0,2 /

0,1

0 T

-0.1 11) 0,2 0.4 0,6 0,8 1
Concentracion

T T 1

Figura 19. Curva patron de D-(+)-xilosa

En el caso de la fraccion de salvado de las distivariedades de trigo analizadas, el contenido
de arabinoxilanos (totales y solubles en aguapk®ilé aplicando l&cuacién 3(Peterson et
al., 1986. Los resultados se expresaron en g de arabimasilpor 100 g de muestra.

3.3.3. Determinacion del contenido de tocoferoles

El contenido de tocoferoles se determiné siguiamtdprocedimiento previamente optimizado
y descrito poBarros et al(20083.

Se realiz6 una extraccion en n-hexano partiendsDfeng de muestra, que se colocaron en un
tubo de Falcon. Se adicionaron 100de solucién de BHT (butilhidroxitolueno) en n-lago

(10 mg/mL) y 400uL del estandar interno (solucion de tocol en hexd&toug/mL). A
continuacion se incorporaron 4 mL de metanol y emdgeneizd agitando vigorosamente

mediante vortex durante 1 minuto.
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Una vez obtenida la soluciéon de partida, se pracada extraccion, afiadiendo 4 mL de n-
hexano, seguido de homogeneizacién (vortex) durhménuto. Posteriormente se afiadieron
2 mL de solucion acuosa saturada de NaCl con elivbjde favorecer la migracion de los

tocoferoles al n-hexano (fase lipdfila). La mezmadahomogeneizé (vortex) durante 1 minuto y
seguidamente fue centrifugada a 10 °C durante bitosna 4000 g (Centrifuga refrigerada
Centurion K240R-2003). El sobrenadante fue cuidacheste transferido a un vial (25 mL),

repitiéndose el proceso de extraccion dos vecesam@artir del residuo obtenido tras la

centrifugacion (combinacién de extractdsy¥quema 3.

Esquema 3 Extraccion y determinacion de tocoferoles en n-hexa
Pesar 500 mg de muestra
Anadir 100 pL de solucién de BHT (10 mg/mL en hexano) + 400 pL de patrén interno (50 pg/mL de tocol)

Anadir 4 mL de metanol

l Agitar en vortex, 1 min

Anadir 4 mL de n-hexano
l Agitar en voértex, 1 min

Anadir 2 mL de solucién saturada de NaCl
l Agitar en vértex, 1 min

Centrifugar (10 °C, 5min, 4000 g)

.

Transferir el sobrenadante a un vial con sulfato sédico anhidro

}

Volver a extraer el residuo 2 veces mds con hexano y combinar los extractos

Evaporar los extractos hasta sequedad en corriente de nitrégeno

|

Redisolver los extractos en 2 mL de n-hexano

.

Filtrar a través de filtro de 0,22 pm

Inyectar en HPLC (10 pL)

Para evitar la degradacion de los tocoferoles, wdmroceso se llevé a cabo en recipientes

topacio y en condiciones de baja temperatura.
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Los extractos obtenidos se desecaron bajo corramteitrogeno y, posteriormente, fueron
redisueltos en 2mL de n-hexano deshidratado cdatsule sodio anhidro. Se filtrd a través de

un filtro de 0,22 micras y se transfirio a un \t@gbacio para su analisis por HPLC.

El equipo cromatografico empleado consta de los signtes elementos:
— Bomba isocratica de Smartline 1000 (Knauer, Alemgrion sistema desgasificador
Smartline gerente de 5000.
- Inyector automatico AS-2057.
— Columna: poliamida Il (250 x 4,6 mm) de columnafdee normal de YMC Aguas
(Japon).
— Detectores conectados en serie:
= Detector de ultravioleta 2500 UV (Knauer, Aleman95 nm.
= Detector de fluorescencia FP-2020 (Jasco, Japoejcitacion a 290 nm ¥

emision a 330 nm.

Software: Data Apex, 2.4 Software.

Las condiciones cromatogréficas fueron las siguiees:
- Fase mdvil: n-hexano: acetato de etilo (70:30, v/v)
— Flujo: 1 mL/min
— Temperatura: 30°C (horno 7971 R Grace oven)

— Volumen de inyeccion: 10L

Los cuatro vitAmerosua( B, y y 6-tocoferol) fueron separados e identificadas pot €HFL
mediante la comparacion con estandares comercidd@ga comprobar el normal
funcionamiento del proceso se empled un patrénriatde concentracion conocida (tocol)
(Figura 20).

La cuantificacion se realizd6 mediante la comparacié areas obtenidas a partir de las rectas
de calibrado realizadas con los patrones de camldeilos vitameros analizadas. Los resultados

se expresaron en ug/g.
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a-tocoferol

a

0.8

Vo kg

o-tocoferol

o ~ ~
B-tocoferol y-tocoferol

13.385

11.008

2
=

0.0 |—J |_J |—‘I I T |

Thne

Figura 20. Cromatograma del patrén multiple de tocoferoles

3.3.4. Determinacion del contenido de compuestosif#icos totales

La cuantificacion de losompuestos fendlicos totalese llevd a cabo mediante un ensayo
colorimétrico, basado en los procedimientos desior\Wolfe et al. (2003)con algunas
modificaciones. Para obtener el extracto metand@edas muestras, se peso 1 g de cada una
de ellas, se afiadieron 40 mL de metanol y se marmn agitacion a 25 °C durante 1 h. Los
extractos resultantes se filtraron y el residuodeié a extraer con una porcion adicional de
metanol. Los extractos metandlicos se combinares gvaporaron a 35 °C a presion reducida
(rotavapor Bichi R-210, Flawil, Suiza). A continigactse redisolvieron en metanol hasta una
concentracion de 5 mg/mL y se almacenaron a 4 P& quaanalisis posteriokiprales et al.,
2015D.

Para llevar a cabo la determinacién de los compsdshdlicos totales mediante el método de
Folin-Ciocalteu se partio de 500 pL de cada unkasisoluciones de extracto (5 mg/mL) a los
que se afadieron 2,5 mL del reactivo de Folin-Qieaq1:10 v/v, en agua) y 2 mL de carbonato
de sodio (75 g/mL). Se prepar6 un blanco con elesé de extraccion (metanol). Todos los
tubos se agitaron con vortex y se incubaron en A6 °C durante 30 minutos hasta el

desarrollo de coloracion. A continuacion se progedlila lectura espectofotométrica de la
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absorbancia a 765 nnEfquema 4. Se utilizd acido galico como patron para la eude
calibracion Figura 21), y la reduccién del reactivo Folin-Ciocalteu parte de las muestras

se expres6 como mg de equivalentes de acido J&is&) por g de extracto.

Curva Patrén de Acido Gélico
1,6 v =1,8072x+ 0,0211
1,4 R2=0,999

1,2 4

0,8
0,6 |
0,4

0,2

Absorbancia

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Concentracion

Figura 21. Curva patron de acido galico

Esquema 4 Determinacion de fenoles totales mediante el médedieolin-Ciocalteu

500 pL de solucién de extracto metandlico (5 mg/mL)
+2,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (1:10 v/v, en agua)

+2 mL de Na,CO; (75 g/L)

;

Agitacién (vortex)

;

Incubacion a 40 °C durante 30 min

:

Leer absorbanciaa 765 nm
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3.3.5. Determinacion del contenido de cenizas y nerales

El contenido de cenizas se calcul6 segun el m&8Ad5 de la AOACL@atimer, 201). Este
método se basa en la destruccion de la materiaioggdresente en la muestra por incineracion,

seguido de una determinacion gravimeétrica del uesabtenido.

Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron c@gpsdel porcelana de fondo redondo que fueron
previamente lavadas en HNQ@O % y aclaradas con agua destilada. Sobre espmssliles,
previamente pesadas, se colocaron 0,35 g de hdwitreggo y, a continuacion, se llevaron a la
mufla (Carbolite CSF 1100 Muffle Furnace) a 500 d@nde tuvo lugar la incineracion de la

muestra.

Para la determinacion del porcentaje de cenizak enuestra se realizaron los siguientes

calculos Ecuacion 4:

: P”-P .,
% Cenizas (#gog) = 55 X 100 Ecuacion [4]

Donde:

- P =peso (g) de la capsula vacia
— P’=peso (g) de la capsula + harina

- P =peso (g) de la capsula + harina calcinada

Tras la completa incineracién de la muestra se eglioc a la determinacion de los
microelementos (hierro, cobre, manganeso y zinlgsymacroelementos (calcio, magnesio,
sodio y potasio). El analisis de estos mineralesa&d mediante la técnica de Espectroscopia
de Absorcion Atdmica (EAA), que es la mas utilizgolaa este tipo de determinacion en

alimentos.

En primer lugar se llevd a cabo la extraccion de étementos minerales. Para ello se
disolvieron las cenizas en 1 mL de HCI 50 % y 1aelHNG 50 % y el extracto obtenido se
filtro a traveés de filtros Albet para analisis ctitivo sin cenizas. El filtrado se recogio en un
matraz aforado y se completd con agua destiladt has volumen final de 25 mL. Este

volumen se transvaso a frascos de polietileno guaposterior lectura en el equipo de EAA.

Los microelementos se midieron directamente espgarofotometro a partir de la disolucion

anterior. Sin embargo, para la cuantificacion denacroelementos se prepararon diluciones
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adicionales 1/10 (v/v) con el fin de evitar inteefiecias. Para el analisis de Ca y Mg, estas
diluciones se hicieron con $@3/HCI (1,16 % de LgOs + 1,75 % de HCI), mientras que en el
caso de Na y K se utilizé CsCl (0,4 %).

Para la determinacion de elementos minerales mediahA se empled un espectrofotdmetro

Perkin Elmer, modelo 2280, que consta de los sngeseelementos:

- Sistema de nebulizacion de alta sensibilidad

- Sistema de atomizacion (fuente de excitacion): dlase aire/acetileno, de caracter
oxidante

— Fuente de emision: lamparas de catodo hueco: l@mpaltiple de intensidad 25mA
para Fe, Cu, Mn y Zn; lampara de intensidad 12 rafa K y Na; y de intensidad 15
mA para Ca y Mg.

La técnica consiste en nebulizar los extractosnidhds sobre una llama, de manera que se
produce la atomizacién de la muestra. Esta atomdizae consigue haciendo pasar a través de
la llama un haz de luz de una longitud de ondaa@@da. La medida de la cantidad de energia
absorbida en este proceso, permite determinamkdea de atomos que estan presentes en la

muestra mediante comparacion con patrones de doacemes conocidas.
Las condiciones utilizadas en este ensayo quedagidas en |abla 7.

Tabla 7. Condiciones del equipo de EAA para la determinad®ios elementos minerales

Elemento Longitud de onda (hm) Ranura (mm) Tipo de llama

Na 589 1,8/0,6 Oxidante
K 766,49 2,7/0,45 Oxidante
Ca 422,67 2,7/0,6 Oxidante
Mg 285,21 2,7/1,05 Oxidante
Fe 248,33 1,8/1,35 Oxidante
Cu 324,75 2,7/0,8 Oxidante
Mn 279,48 1,8/0,6 Oxidante
Zn 213,83 2,7/1,8 Oxidante
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En el caso de la fraccion de salvado de las distivariedades de trigo analizadas, el contenido
de cenizas totales (g/100 g) asi como el contededelementos minerales (mg/100 g) se calculd

aplicando l&cuacion 3(Peterson et al., 19%6

3.3.6. Evaluacion de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidantellesearon a cabo tres ensayos vitro
diferentes, con el fin de analizar tanto la capactigntioxidante total (método de DPPH y poder
reductor) como la capacidad de inhibicion de layieacion lipidica (método de la inhibicion

de la decoloracion d@lcaroteno) de las muestras objeto de estudio.

La actividad antioxidante de las muestras analzdda evaluadan vitro a partir de los

correspondientes extractos metanolicos. Partieadssths soluciones iniciales (100 mg/mL) y
haciendo diluciones seriadas, se prepararon vaohsciones metanolicas de diferentes
concentraciones que fueron utilizadas para real@ardistintos ensayos de evaluacién de

actividad antioxidante.

Los datos relativos a la capacidad antioxidantétro se expresan utilizando el parametra&C
(concentracion inhibitoria 50), que correspondea a&dncentracién de extracto metandlico
(mg/mL) capaz de inhibir al 50 % cualquier procesilativo, incluyendo los correspondientes

a la cadena de radicales libres y/o al procesedexacion lipidica.

La EGso Se calculo a través de la siguiente ecuadi@ugcion 5:

ECsp = &2 5 (50 —yp) + x4 Ecuacion [5]
¥z2-y1)

Donde:

— X1: concentracion (mg/mL) del extracto cuyo porcenthg inhibicion es inferior al 50%

— Xo2: concentracién (mg/mL) del extracto cuyo porcentdg inhibicion es superior al
50%

— y1: porcentaje inhibitorio inferior al 50%

— y2: porcentaje inhibitorio superior al 50%
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Método DPPH(radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

La actividad captadora de radicales libres se évalediante el método DPPH. El radical
DPPH es un radical libre con un electrén desaparsatire un atomo de nitr6geno. Esta
deslocalizacion hace que la molécula tenga unacteaistica coloracion purpura, que
generalmente desaparece cuando hay antioxidargssnpes en el medio. Esto se debe a que
la molécula antioxidante dona un atomo de hidrogainmadical DPPH, dando lugar a la
formacion de una hidrazina de color amarillo paliigura 22, Figura 23 (Antolovich et al.,
2002; Amarowicz et al., 2004; Sharma & Bhat, 2009

”Cﬂ 7_\..@
caddRAsne

DPPH (radical libre) DPPH (no radical)
Morado

Figura 22. Mecanismo de reduccion del radical DPPH en praeate un antioxidante (AH)
(adaptada dRoy et al., 201p

d%ésu@ @@@V
990800 HOOC
.93& ﬁﬁ’?;
28 ® cEE

Figura 23. Placa ensavo, DPPH (Fqto: Maria CiuCiudad)

Segun el método descrito previamente fgatano et al. (1986y posteriormente modificado
por Barros et al. (2008p)Ja reaccion se llevé a cabo en microplacas dpd@filos. En cada
uno de los pocillos se adicionaron 380 de las diferentes soluciones metandlicas (rarego d
concentraciones de 1,5625 a 100 mg/mL), empleanaosetal de 7 diluciones, asi como un
blanco de 3@L de metanol. A continuacion se adicionaron gZ@e una disolucion de DPPH
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en metanol (6 x I®mol/L) y la mezcla se incubé durante 60 minutdsnaperatura ambiente
y en oscuridad. Posteriormente se evaluo la redonae los radicales DPPH, midiendo su
absorbancia a 515 nm mediante un lector de miarapl@Bio-Tek Instruments, IncB§$quema

5).

Esquema 5Método DPPH

30 puL de soluciones de extracto metandlico

+ 270 pL de solucién metandlica de DPPH (6x10-° M)

!

Incubar 60 min a T2 ambiente y en oscuridad

!

Leer absorbanciaa 515 nm

La actividad captadora de radicales (ACR) fue dattaiy expresada como porcentaje de
decoloracion de la solucion DPPH utilizando la Egte ecuacionHcuacion 9:

ACR(%) = SREZE=28) 5 100 Ecuacion [6]

DPPH

Donde:
- As es la absorbancia de la solucion en la que ebextrde la muestra problema se
adicion6 a una determinada concentracion

- AbpppHCOrresponde a la absorbancia del blanco (metanol)

El valor de EGo (concentracion efectiva de extracto responsabla daptacion del 50 % de

radicales DPPH) se calcul6 mediante la ecuacicrianinente descrita.
Método del poder reductor (Fé— Fe?*)

Este método permite medir la capacidad de los cestps antioxidantes para reducir el hierro
(de Fé"a Fé&"). Esta reduccion se acompafia de un cambio deacador de la solucién
metanolica, que pasa de amarillo a azul de PrEsiqresencia de compuestos antioxidantes

[Ar(OH)n], el [Fe(CN}]* (especie oxidante) sera reducido y pasara a eg@derrocianina
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([Fe(CNX]*) (Figura 24). Por su parte, los compuestos antioxidantes géaedaxidados
[Ar(=0)n]. La ferrocianina estabilizada actia como compuestmogénico (azul de Prusia),
de forma que la intensidad de la coloraciéon prathuse medira espectrofotométicamente a 690
nm (Berker et al., 2007; Berker et al., 2010

2, [Fe(CN)4]*~ + Ar(OH), — 2, [Fe(CN)¢]*™ + Ar(=0), + 2, H?
[Fe(CN)g]*™ + Fe3* — Fe[Fe(CN)¢]™

Figura 24. Reacciones quimicas del método del poder reductor

Para llevar a cabo el ensayo, se colocaron 0,5aertada una de las soluciones de extracto en
un Eppendorf (2 mL) y se prepar6 un blanco con noétad continuacion se adicionaron 0,5
mL de una solucion de tampon fosfato de sodio (@+#6+=200 mM) y 0,5 mL de ferricianuro
potasico (1 % p/v, en agua). La mezcla se inculbande 20 minutos a 50 °C y seguidamente
se adicionaron 0,5 mL de acido tricloroacético ¥4(@/v, en agua) para frenar la reaccion.
Posteriormente se transfirié una alicuota de 0,8lmla mezcla a cada pocillo (en microplacas
de 48 pocillos) y se adicionaron 0,8 mL de agu#odéemada y 160 uL de cloruro férrico (0,1%
p/v). A continuacion se midié la absorbancia a &89 mediante un lector de microplaca

(Esquema 6 (Figura 25).
Esquema 6Método de poder reductor (Fe- Fe™)

0,5 mL de soluciones de extracto metandlico
+ 0,5 mL de tampén fosfato de sodio (pH = 6,6; 200 mM)

+0,5 mL de ferricianuro potasico (1 % p/v, en agua)

}

Incubar 20 min a 502C

}

Anadir 0,5 mL de 4cido tricloroacético 10% (p/v, en agua)

!

Transferir 0,8 mL a microplaca de 48 pocillos

!

Anadir 160 pL de cloruro férrico 0,1 % (p/v, en agua)

:

Leer absorbanciaa 690 nm
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Figura 25. Placa ensavo, poder reductor (Fotp: Ma Maria Ciudad)

La actividad antirradicalaria del poder reductor cs#cula a partir de la diferencia de

absorbancia entre el blanco y la muestra probl&mnaacion 7).

Actividad antirradicalaria = (Ag — Ag) Ecuacion [7]

Donde:
— As es la absorbancia de la solucion en la que eh&xtrde la muestra problema se
adicioné a una determinada concentracion

— Ag corresponde a la absorbancia del blanco (Metanol)

Posteriormente se calcul6 el correspondientey B&¥a cada extracto a partir de la siguiente
ecuacion (Ecuacion 8):

ECso = o) o (0,5—y1) +x4 Ecuacion [8]
(y2-y1)

Para este ensayo la B@s aquella que proporciona una absorbancia de 0,5.
Método de inhibicion de la decoloracion dgicaroteno

Este método se basa en la determinacion de la @@idalel B-caroteno por accion de los
hidroperoxidos (RO derivados de la oxidacion del &cido linoleico. dadacion del &cido
linoleico es inespecifica y esta catalizada paragdr (50 °C).Cuando @caroteno se oxida
sufre una decoloracion que se mide espectrofot@astiente a 470 nm. Los antioxidantes
(AH) presentes en los extractos de la muestra apaces de prevenir la decoloracion tel
caroteno mediante la eliminacion de los hidropetdsiformados. Como resultado de estas
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reacciones los compuestos antioxidantes de la nuestultan oxidados (A(Figura 26)
(Laguerre et al., 2007; Sasipriya & Siddhuraju, 28iAgh & Singh, 2008

-caroteno-H (naranja) + ROOS B-caroteno(decolorado) + ROOH
-caroteno-H (naranja) + RO® AH — B-caroteno-H (naranja) + ROOH + A

Figura 26. Reacciones que tienen lugar durante la inhibiceétadlecoloracion

del B-caroteno

La determinacion se llevé a cabo segun la metodmlbescrita poFernandes et al (201Para
ello, previamente se prepard una soluciofi-gdaroteno (2 mg) en cloroformo (10 mL) en un
matraz de fondo redondo. El cloroformo se evaparttavapor a 40 °C y tras este proceso se
afladieron 40 mg de &cido linoleico, 400 mg de eificdate Tween-80 y 100 mL agua
destilada. Tras homogeneizar la emulsién mediagiacdn vigorosa, se transfirieron
alicuotas de 4,8 mL sobre diferentes tubos de engas/cuales contenian alicuotas de 0,2 mL
de las distintas concentraciones del extracto.

Los tubos se agitaron con vortex y se incubaroari® baria a 50 °C durante 120 minutos.

La decoloracién de la solucioRri§ura 27) se midié espectrofotométricamente (a 470 nm) en
dos momentos distintos: inmediatamente despuésa adition de la emulsion a cada tubo
(tiempo 0, ¢) y tras el periodo de incubacion de 120 minutgs)(templeandose como blanco
una solucion d@-caroteno Esquema 7.

Figura 27. Tubos con las diferentes decoloraciones obtemaaiante el método de la
inhibicién de la decoloracion dpicaroteno (Foto: Maria Ciudad)
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Esquema 7 Ensayo de inhibicion de la decoloracion glelaroteno

Pipetear 2 mL de solucién de 3-caroteno (2 mg/10 mL de cloroformo)
en un matraz de fondo redondo

:

Evaporar cloroformo en rotavapor (402C)

!

Anadir 40 mg de 4cido linoleico
+ 400 mg de emulsificante Tween-80
+ 100 mL de agua destilada

!

Agitacién (vortex)

:

Transferir 4,8 mL de la emulsién a cada tubo de ensayo que contiene
0,2 mL de las diferentes diluciones de extracto

:

Homogeneizar

!

Leer absorbanciaa 470 nm (t, min)

!

Incubar en bafio Maria (120 min, 502C)

:

Leer absorbanciaa 470 nm (t;,, min)

La inhibicion de la decoloracion d@lcaroteno (I.D.p-carot) fue calculada empleando la

siguiente ecuaciorEguacion 9:
[. D. B-carot= (contenido dg3-caroteno aibo respecto al contenido @x 100 Ecuacion [9]

Posteriormente se calculdé el f&£Qla concentracidn de extracto que inhibe al 50 &6 |
decoloracién delB-caroteno), a partir de los valores de porcentdgsinhibicion de la

decoloraciéon dep-caroteno frente a las diferentes concentracioaksxdracto.

Con el fin de realizar una interpretacion objetiealos resultados obtenidos se llevé a cabo un

estudio estadistico empleando el programa Statgsptus 5.1. Los datos se analizaron
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estadisticamente con un nivel de confianza del 95é4lev6 a cabo wemalisis de la varianza
(ANOVA) y se aplicé el test de Tukey. El nivel de sigrifion estadistica se fijo en p < 0,05.

Se realizé unandlisis de componentes principales (ACPpara estudiar la correlacion
existente entre los resultados obtenidos relaiMas muestras analizadas, considerando como
variables a los distintos parametros evaluadosmnocwomponentes” a unas nuevas variables
independientes entre si, de manera que los coma@mncipales caracterizan a las muestras
objeto de estudio.
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3.4. RESULTADOS Y DISCUSION DE HARINAS DE CEREALES

Parte de los resultados correspondientes al andlisias muestras de harina de trigo estan
recogidos en el Articulo 1 (apartado 3.4.1.), geigsblicé en la revisthlutrientsen el afio
2020 (doi: 10.3390/nul12020504). En este articul@rsmientran los resultados relativos al
analisis de compuestos bioactivos (fibra, arabiaowis, tocoferoles y compuestos fendlicos
totales) asi como los obtenidos de la evaluaciola éetividad antioxidante de las muestras
objeto de estudio. Como se ha indicado anteriorepdas determinaciones del contenido de
fibra (soluble, insoluble y total) y arabinoxilanpstales y solubles en agua) se llevaron a cabo
en el Departamento de Nutricion y Ciencia de lasn&htos (Unidad de Bromatologia), de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutdesigladrid. Por su parte, los analisis de
tocoferoles y de compuestos fendlicos totalesg@sio los ensayos de actividad antioxidante
se realizaron en el Laboratorio de Quimica y Biodchd Aplicada, perteneciente al
Departamento de Bilogia y Biotecnologia (DBB) dein€o de Investigacion de Montafia
(CIMO), Escuela Superior Agraria del Instituto Ratnico de Braganca (IPB), en el marco de
una estancia internacional de investigacion predaktealizada bajo la direccion de la Dra.
Lillian Bougada de Barros.

Por otro lado, los resultados correspondientes&lsas del contenido de cenizas y elementos
minerales estan pendientes de publicacion, y seyeecen el apartado 3.4.2. (publicacion en

proceso de revision).
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3.4.1. Articulo 1: Contenido de fibra, arabinoxilaros, tocoferoles, compuestos fendlicos

totales y evaluacion de la actividad antioxidanterelas muestras objeto de estudio

Article 1. Potential Health Claims of Durum and Bread Wheat Flours as Functional
Ingredients

Ciudad-Mulero, M., Barros, L., Fernandes, A., Fearel.C.F.R., Callejo, M.J., Matallana-
Gonzélez, M.C., Fernandez-Ruiz, V., Morales, P.,Carrillo, J.M. (2020). Nutrients,
12(2):504.

DOI: https://doi.org/10.3390/nu12020504.

Beneficial for
gastrointestinal health
' Reduction of the
“High fiber” blood glucose

“Source of fiber” t t

‘ Arabinoxylans from
wheat endosperm

NUTRITION AND HEALTH
CLAIMS

Figure 28 Graphical abstract article 1.
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Abstract

Wheat is an important cereal with a key role in aamutrition. In this study, dietary fiber (DF)
and arabinoxylans of different duruffrigicum turgidumssp.durumL.) and breadTriticum
aestivumL.) wheat flours were analyzed in order to poiat their potential nutritional and
health claims allege according to the current Eeampregulation (Regulation (EU) No
432/2012). Moreover, other bioactive compounds rfphes and tocopherols) were quantified
as a first approach to their phytochemical compwsin the analyzed wheat varieties. DF was
analyzed following AOAC enzymatic-gravimetric metiso arabinoxylans and total phenols
were quantified by colorimetric methods; tocophenskre determined by HPLC; antioxidant
activity was evaluated using three different irraviassays. Insoluble DF was the prevailing
fraction in all analyzed samples. Water extractapébinoxylans were higher in durum wheat
flours. Whole flours contained higher total pheoslcompounds. Alpha-tocopherol was the
major isoform. Whole flours showed higher antioxilproperties. According to the obtained
results, it is possible to allege all approved tiealaims referred to wheat, since all analyzed
samples, especially whole flour and bran fractishpwed potential health benefits, as
functional ingredients or functional foods, relateith their phytochemical composition.

Keywords: wheat fractions; EFSA nutritional and health iwlgj dietary fiber; arabinoxylans;

tocopherols; phenolic content; antioxidant activity
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3.4.2. Contenido de cenizas y minerales en las haais de trigo objeto de estudio

En las distintas muestras de harina de trigo aamdiz en el presente trabajo se determiné el
contenido de cenizas totales asi como el contetedelementos minerales (microelementos:
Fe, Cu, Zn y Mn; y macroelementos: Ca, Mg, Na y&mo se ha indicado anteriormente, los
resultados de estos analisis estan pendientes galdecados, y se encuentran recogidos en la
Tabla 8.

En las muestras analizadas en el presente trabagmrapard el contenido de elementos
minerales teniendo en cuenta, por un lado, el i@ variedad de trigo a partir del cual se
obtuvieron las harinas y, por otro lado, el aficagecha, puesto que, como ya se ha indicado,
los minerales son objeto de declaraciones nuti@désy asi como de declaraciones de
propiedades saludables aprobadas por la legisla@énte Reglamento (CE) N° 1924/2006;
Reglamento (UE) N° 1169/2011; Reglamento (UE) N®2@312 vy, por lo tanto, es necesario
garantizar que, independientemente del afio de lt@serretnen las condiciones necesarias

para hacer uso de estas declaraciones.

Como se puede observar e &bla 8, los minerales mas abundantes en las muestragida h

de trigo objeto de estudio fueron el potasio y @ajnesio, mientras que el manganeso y el cobre
se encontraron en cantidades inferiores. Teniendcuenta el tipo de trigo empleado en la
elaboracion de las harinas, los resultados obtemidgieren que las harinas integrales, asi como
las fracciones de salvado obtenidas a partir dedades de trigo blandd riticum aestivum

L., variedades Cajeme y Marius) tienen, en genenalyor contenido de cenizas que las
correspondientes muestras procedentes de variedadegyo duro Triticum turgidumL.,
variedades Endural y Aldura). En el caso concratb Mn, este mineral se encontré en
concentraciones estadisticamente superiores (P 6n las muestras obtenidas a partir de
variedades de trigo blando, siendo la muestra SER&fh la que mayor contenido presento de
este mineral (8,8 mg/100 g). Para el resto de miegranalizados no se encontraron diferencias

atribuibles al tipo de trigo empleado en la elabigrade las harinas.

Por otro lado, si nos fijamos en el afio de cossehabserva que, por lo general, el contenido
de Fe, Cu, Mn, Na y K fue estadisticamente sup§ier0,05) en las muestras correspondientes
al primer afio de cosecha, mientras que por el montse aprecia que las concentraciones de
Zn, Mg y Ca fueron estadisticamente mayores (05)®&n las muestras correspondientes al

segundo afio de cosechiabla 8).
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Tabla 8. Contenido de cenizas (g/100 g, sss) y de elemeniioerales (mg/100 g, ss=) distintas harinas de trigo duro y trigo blancedia +

SD)

Harina blanca

Muestra Cenizas Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K
D-A#1-WF 0,8 +0,6* 2,9+0,28 nd 0,1+006~* 22+0,p4 69,0 £ 1,24 58+0,3* 158+4,68 107,6 + 4,64
N ) D-A#2-WF 0,9 0,64 1,3+0,04 1,0+0,8¢ 0,3+0,068 41+028 197,9+8,78 196 +1,38  35%0,24 168,8 +0,6°
Triticum turgidum L.
D-E#1-WF* - - - - - - - - -
D-E#2-WF  1,2+04 2,8+0,1° 1,1+0,0 0,3+0,8 47+0,2 223,049 18,6 +0,4 2,7+0,2 165,6 +7,2
S-C#1-WF 1,2+0%8 25+008 05+0F7* 0,6=+0,0° 2,7+0,2A 70,6 £ 3,24 12,0+0,9* 43,6+1,98 122,6 + 8,6%
N ) S-C#2-WF 0,700 0,70, 10+00® 04+00* 3,0£0,0* 118,8 +0,8" 185+1,68 31+04" 111,7 £ 10,9%
Triticum aestivumL.
S-M#1-WF  0,9+0}® 2,1+0,3" nd 04+0088 16+0F" 50,1 2,74 10,6 +0,4" 21,4+0,28 1251 +14,6°
S-M#2-WF 0,6 £0,0" 0,8 0,24 09+0,0 0,3+0,064 2,8+0,E" 108,8 + 3,08 152+0,28 24+0,24 109,9 + 5,94
Harina integral
Muestra Cenizas Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K
D-A#1-WGF 1,5+0,%* 45+00% 24+0,P® 15+006* 56+0,p" 138,0 + 3,58* 6,1+0,2% 47,8+16°%  408,1+106°
N ) D-A#2-WGF 19+0,28 28=+0,6~ 1602+ 23+028 78%0,F" 318,9+ 1,48 255+0,68 3,8+0,04 342,9 + 6,4
Triticum turgidum L.
D-E#1-WGF 14+0®8 460" 06+006* 12+006* 6,6+00" 163,0 + 3,64 54+02% 439+3,18 408,9 + 3,98
D-E#2-WGF 2,2 +0,%° 6,6+006% 1,3+0,f® 27+0F® 8,0+0,0° 3442 + 2,48 29,7+1,98 3,4+0,28 332,6 +11,74
S-C#1-WGF 1,9+0®% 5,7+0,28 19+02% 32+008 58=%0,p" 1145+ 2,74 14,3+0,2% 24,3+1,98 383,5+ 2,688
N ) S-C#2-WGF 16+0% 42+05* 14+0,0¢ 24%02" 9,5+0,38 315,7+1,88 23,8+0,38 37x0,2" 304,2 £ 2,6%
Triticum aestivumL.
S-M#l-WGF  1,9+0% 22+0,# 19+03® 29+0F® 46+0F" 112,0 £ 3,74 12,2+0,9* 36,3+3,08 553,5 + 31,8
S-M#2-WGF 2,1+0% 27+03® 10x006* 24:+006~ 7,3x028 385,1+2, 4 22,1+0,28 390" 368,1+21,%4

En cada columna, letras diferentes indican diféasnestadisticamente significativas (p < 0,05), garando mediante el Test de Tukey. Las letras mids indican
diferencias entre todas las harinas analizadasd@éa integrales o fraccion de salvado), mientuaslas letras mayusculas indican diferencias dekatlafio de cosecha para
la misma variedad de trigo.

nd: no detectado

*Debido a que la muestra D-E # 1-WF no estuvo digle, los resultados correspondientes a las mageBWE # 1-WF y D-E # 1- Bran no se muestran ¢ali.
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Tabla 8 (Continuacién).

Estudio de harinas de cereales

Salvado
Muestra Cenizas Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K
D-A#1-Bran 2,8+02* 7,1+0,2® 6,4+03% 38+0®" 11,3+0,3** 2556 +09,8" 6,5+0,6" 47,7+4,7% 9198 +20,9°
D-A#2-Bran 3,5+0,%8 48+0,0" 25+02* 52+04% 128+04® 486,0+10,8® 33,6+1,6° 3,6 £ 0,44 583,3 + 14,34
Triticum turgidum L.
D-E#1- Bran* - - - - - - - - -
D-E#2- Bran 3,700 12,1+0,% 1,6 +0,F 6,2+0,3 12,6 +0,4° 518,8 + 10,8 43,1+1,5 6,3+0,6 572,9 £43,3
S-C#1- Bran 34+0 126+068* 49+05% 88x01% 122+0,8A 2079 +1,24 20,3+1,8* 60,6 +6,4° 937,9 + 26,38
. ) S-C#2- Bran 39+0% 128+1,04 23+02P2* 6,8+069" 244+1F8 775,2 +5,68 35,7+3,28 5707 753,4 + 38,07
Triticum aestivumL.
S-M#1-Bran 3,8+0%* 2,3zx0,P* 53+04® 81+03% 106+0,2" 237,8 + 6,87 16,6 +1,2* 658+6,F% 1.371,5+45%°
S-M#2- Bran 55+08 6,5+0,88 1,30, 7,0+02%* 172+10® 1.0001+13%¥ 37,4+1,18 5,4 + 0,44 920,0 + 39,17

En cada columna, letras diferentes indican difeesnestadisticamente significativas (p < 0,05), garando mediante el Test de Tukey. Las letras roudds indican
diferencias entre todas las harinas analizadasd#a integrales o fraccion de salvado), mientuaslas letras mayusculas indican diferencias dekatlafio de cosecha para
la misma variedad de trigo.

nd: no detectado

*Debido a que la muestra D-E # 1-WF no estuvo difigde, los resultados correspondientes a las mageBwE # 1-WF y D-E # 1- Bran no se muestran e¢abka
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3.5. DISCUSION INTEGRADORA DE HARINAS DE CEREALES
3.5.1. Estudio del contenido de fibra y arabinoxilaos

Los cereales y, en concreto, el trigo, destacars@ouna fuente importante de fibra, la cual,
como se ha indicado anteriormente, juega un papétgior frente a distintas enfermedades,
entre las que se incluyen el cancer de colon @lzetes IcRae, 2018; Otles & Ozgoz, 2014;
Tao et al., 2018; Vignola et al., 2016; Yao et2014.

En el presente estudio se analiz6 el contenidastietas fracciones de fibra (insoluble, soluble
y total), asi como el contenido de arabinoxilarexsubles en agua y totales) de diferentes
harinas, obtenidas a partir de variedades distid&adrigo duro Triticum turgidumL.,
variedades Endural y Aldura) y de trigo blandoiticum aestivumi_., variedades Cajeme y

Marius).

Los resultados del analisis estadistico muestr@neticias significativas (p < 0,05) en cuanto
al contenido débra total en las distintas fracciones de harina blamedizadas, atribuyéndose
estas diferencias a los distintos afios de cose&ihaembargo, en el caso de las harinas
integrales y de la fraccion de salvado, las difei@nencontradas en el contenido de fibra total
se deben principalmente al tipo de trigo (duro antb) empleado en la elaboraciéon de las
mismas. En este sentido, todas las harinas inesgaaklizadas y todas las fracciones de salvado
obtenidas a partir de variedades de trigo blandesgmtaron cantidades significativamente
mayores (p < 0,05) de fibra total que las fraccsoo@respondientes, obtenidas de variedades
de trigo duro.

El contenido de fibra total en las harinas de tigwo (T. turgidum variedades Endural y
Aldura), varié entre 5,4 y 7,0 g/100 g en las hasiblancas, entre 13,1y 17,0 g/100 g en las
harinas integrales y entre 23,5y 32,1 g/100 gdratcion de salvado. Por su parte, en el caso
de las muestras de trigo blando &estivumvariedades Cajeme y Marius), los valores de fibra
total encontrados oscilaron entre 4,7 - 6,9 /1B - 19,8 g/100 g y 46,1 - 51,6 g/100 g, en

las harinas blancas, integrales y fracciones dedal respectivamente.

Teniendo en cuenta los valores de fibra obtenidde pcuerdo con éteglamento (CE) N°
1924/2006 puede decirse que las harinas blancas analieadaspresente Tesis Doctoral son
“fuente de fibrg puesto que contienen mas de 3 g de fibra porgl(@3f). Ademas, tanto las

harinas integrales objeto de estudio, como lagifvaes de salvado, pueden hacer uso de la
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declaracion alto contenido de fibra debido a que su contenido es superior a 6 ¢Lporg
(ssf).

La fibra desempefia un papel importante en la fungastrointestinal y, en este sentido, las
fracciones de salvado analizadas cumplen las donéE establecidas para el uso de las
siguientes declaraciones de propiedades saludatdescuerdo con éteglamento (UE) N°
432/2012y el Reglamento (CE) N° 1924/2006

"La fibra de salvado de trigo contribuye a la aceldbn del transito intestinal(es
importante indicar que eteglamento (UE) N° 432/2012stablece que para que un
producto pueda llevar esta declaracion, sera negéstrmar al consumidor de que el
efecto beneficioso se obtiene con una ingestaadii@rilO g de fibra de salvado de trigo).

— "Lafibra de salvado de trigo contribuye a que autees volumen de las he€es

Desde que el término "alimento funcional" se intijodpor primera vez en Japon en 1984,
numerosos autores han propuesto distintas defir@sipara este concepidominguez Diaz et
al., 2019. Segun el Proyecto Europeo “Functional Food Sedn Europe” (FUFOSE), los
alimentos funcionales se definen como aquellos emtos que han demostrado
satisfactoriamente que ejercen un efecto benefidobre una o més funciones selectivas del
organismo, ademas de sus efectos nutritivos ieitdoss de tal forma que resulten apropiados
para mejorar el estado de salud y bienestar, nedugesgo de enfermedad, o0 ambas cosas. Es
importante destacar que los alimentos funcionakdsen ser alimentos (no son capsulas,
pildoras, o cualquier otra forma farmacéutica) petredemostrar sus efectos beneficiosos en
las cantidades en que se consumen normalmentedetda(LS|, 1999. De acuerdo con esta
definicion y teniendo en cuenta los datos relatisbsontenido de fibra de las muestras
analizadas, las fracciones de salvado objeto dediesipodrian ser consideradas como
alimentos/ingredientes funcionales, ya que han d&amo cientificamente, siguiendo los
criterios requeridos por EFSA, un efecto benefiadacionado con la salud gastrointestinal,
lo que queda reflejado en las alegaciones de plages saludables autorizadas por la

Autoridad Europea.

Existen varios estudios publicados en los que s&rdaa el contenido de fibra en distintas
harinas de trigoTabla 9). Rainakari et al. (2016analizaron harinas integrales y obtuvieron
valores de fibra total de 10,2 — 15,7 g/100 g. £stdores fueron mas bajos que los encontrados

en nuestro estudio. Sin embargo, en harinas inesgda trigo duro, se han encontrado valores
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de fibra total (12,7 — 20,0 g/100 gyiérotti et al., 201psimilares a los que se presentan en este
trabajo. En el caso de la fraccién de salvadoitéaatura cientifica recoge valores de fibra
parecidos a los obtenidos en el presente estumhasifras de 28,8 g/100 §¢bota et al., 20)5

y 43,38 g/100 gfchmiele et al., 20)2

Entre los proyectos que se han llevado a cabo ®mltonos afios sobre el estudio de los
cereales, destaca el proyecto HEALTHGRAIN. Comdepde este proyecto se investigé la
variacion encontrada en el contenido de fibra stirdas variedades de trigo, observandose que
el valor medio de fibra total en 150 lineas dectti¢gando fue de 15,1 g/100 §Hewry et al.,
2013, lo que concuerda con los resultados obtenidat presente trabajo, donde el contenido

medio de fibra total en las harinas de grano eritexd 6,8 g/100 g.

En todos los casos, la fraccidon de fibra insoldbéela mayoritaria, llegando a representar el
96 % de la fibra total (como en el caso de la nmmaestM#1-WF), mientras que la fraccion de
fibra soluble se encontr6 en menores cantidadesoCse indicO en la introduccion, esta
tendencia es caracteristica de los ceredk#sld 2). En el caso concreto de las harinas de trigo,
se ha visto que la fraccién de fibra insoluble espnta entre el 70 — 85 % de la fibra total
(Gélinas & McKinnon, 2013; Marotti et al., 201LEn cuanto a la fibra solublilarotti et al.
(2012)observaron que el contenido de esta fraccionstimtiis harinas integrales de trigo duro
vario entre 1,8 y 3,7 g/100 g. Por su pa@ebota et al. (20194nalizaron el contenido de las
distintas fracciones de fibra en el salvado deofrabteniendo valores &8,7 y 5,1 g/100 g

para la fibra insoluble y soluble, respectivamente.

Teniendo en cuenta que la Ingesta Diaria RecomendB®) de fibra es de 25 g/diBKSA,
2010, el consumo de 100 g de las harinas integralésgieanalizadas podria cubrir mas del

52,4 % de esta IDR, como seria el caso de la hariegral de la variedad Aldura.
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Tabla 9. Contenido de fibra (insoluble, soluble y totajrgbinoxilanos (totales y solubles en agua) emasude trigo blanca, integral y en salvado

recogidos en la literatura cientifica (sss)

Harina Blanca

FDI FDS FDT WE-AX TO-AX Referencias
- - - 0.42 -0.68 1.52-1.75 Marcotuli et al., 2016
Triticum turgidum L. 4.4 —55* 0.9-1.2* 5.4 — 7.0* 0.5-1.0* 4.2 86 Ciudad-Mulero et al., 2020a
- - - 0.35-0.72 443 -5.65 Vignolaetal., 2016
- - - 0.25-1.4 1.35-2.75 Shewryetal, 2013
Triticum aestivumL. 2.8 0.8 3.6 0.50 1.90—2.00 Fralich & Asp, 1981; Gebruers et al., 2008
- - - 0.24-1.03 1.31-2.73 Gebruers et al., 2010
4.5—-6.5* 0.1 -0.4* 4.7 -6.9* 0.3-0.9* 4.907. Ciudad-Mulero et al., 2020a
Harina Integral
FDI FDS FDT WE-AX TO-AX Referencias
10.2-18.1 1.8-3.7 12.7 - 20.0 - 2.69 — 3.56 Marotti et al., 2012
- - 12.2 - 1.06 Giordano et al., 2019
Triticum turgidum L. 8.2 3.1 11.3 0.38 — 1.00 3.35—4.56 De Santis et al., 2018; Sobota et al., 2015
9.93-1252 2.54-4.30 - - 4.81 —7.92 Simseketal., 2019
12.1 - 15.9* 0.9-3.2* 13.1-17.0* 0.8-1.1* 6.8.2* Ciudad-Mulero et al., 2020a
8.38 — 10.63 1.31-3.37 9.69 — 13.97 - 1.35  Giordano et al., 2019; Ramulu & Rao, 1997
72-11.4 1.1-2.6 10.2 - 15.7 - - Rainakari et al., 2016
Triticum aestivumL. 9.8-115 37-43  13.8-153 0.33-0.75 81878  Gélinas & McKinnon, 2013; Vignola et al., 2016
- - 9.6-144 - 4.4-6.9 Gebruers et al., 2010
17.2 - 18.3* 0.8 -1.6* 18.2 - 19.8* 0.5-0.9* 6.8.5* Ciudad-Mulero et al., 2020a

* Valores correspondientes a las muestras analizadabkpresente estudio
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Tabla 9 (Continuacion).

Salvado
FDI FDS FDT WE-AX TO-AX Referencias
35.0-46.5 3.96 —7.92 39.95-52.47 0.54-095 104164 Marcotuli et al., 2016; Sharanappa et al., 2016
Triticum turgidum L. 22.8—25.7* 0.8 — 6.5* 23.5-32.1* 1.1-1.9* 7.13.5* Ciudad-Mulero et al., 2020a
23.7 5.11 28.8 0.3-0.85 10.9 — 22.1 Sobota et al., 2015; Shewry et al., 2013
Triticum aestivumL. - 9.82 43.20 0.40 16.8 — 18.0 Gebruers et al., 2008; Yan et al., 2015
17.8-22.0 3.96-4.0 21.74-26.0 0.27-0.75 1122.6 Gebruers et al., 2010; Sharanappa et al., 2016
43.2 — 47 .4* 2.1-472* 46.1 - 51.6* 0.3-1.7* 6.33.8* Ciudad-Mulero et al., 2020a

* Valores correspondientes a las muestras analizadekpresente estudio
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Si comparamos el trigo con otros cerealleab({a 10), se observa que, por lo general, el trigo
presenta un contenido de fibra total (9,2 — 2010@/Q) mayor que el arroz (2,5 - 9,9 g/100 g)
y el maiz (3,7 — 19,6 g/100 g) e inferior a la avg®,8 — 37,7 g/100 @), la cebada (10,1 — 27,9
g/100 g) g/100 g y el centeno (9,6 — 20,9 g/100Ng).obstante, no se observan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) en auahtontenido de fibra insoluble y soluble en

los cereales objeto de comparacion.

Tabla 10. Contenido de fibra (insoluble, soluble y totglarabinoxilanos totales (AX) en

distintos cereales (valores expresados en g/16€5y,

Fibra Fibra Fibra
Total Insoluble Soluble A FElErEEEE
Amalraj & Pius, 2015; Ciccoritti
. t al., 2011; De Santis et al.,
Trigo Rango 9,2-200 54-181 04-08 05— 8,§018; Dodevska of &l 2013
(Tr_iticum Escarnot et al., 2015; Frglich et
aestivumL ., al., 2013; Knudsen et al., 2017;
Triticum Marotti et al., 2012; Messia et
durum Desf.) . be b al., 2017; Rainakari et al., 2016;
Media 13,7 11,6 2,6 4.9 Vitaglione et al., 2008
Amalraj & Pius, 2015; Caceres
Arroz Rango 2,5-9,9 1,0-54 06-52 0,4-0,%t al., 2014: Dodevska et al.,
(Oryza sativa 2013; Knudsen et al., 2017;
L) Media 5,8 3,3 2,8 05  Prasadetal, 2018

Amalraj & Pius, 2015; Dodevsk
Rango 3,7-196 3,1-16,0 0,3-54 1,4-4,72 et al, 2013; Knudsen et al.,

Maiz 2017; Prasanthi et al., 2017;
(Zea mayd..) Srichuwong et al., 2017,
Media 11,10 9, 2.2 3,180 Vitaglione et al., 2008

29 Dhingra et al., 2012; Frglich et

W = al., 2013; Khan et al., 2016;

Avena . Rango 9,8 -37,7 6,0-33.9 20,0 20-21 Knudsen et al., 2017; Manthey
(Avena sativa et al., 1999: Rasane et al., 2015:
L.) Sterna et al., 2016; Tang &
Media 15.6¢ 12 £ 7.3 2 1ab Tsao, 2017; Vitaglione et al.,

’ ’ ' ' 2008

Collar & Angioloni, 2014;
jurle et al., 2016; Honicet al.,

Cebada Rango 10,1-279 7,1-221 1,7-93 3,1-11, 016: Messia et al., 2017 Saeed

(Hordeum et al., 2011; Sterna et al; 2017;
vulgarel.) Tang & Tsao, 2017; Teixeira et
Media 19, 12,5 4.6 6,5% al., 2016; Vitaglione et al., 2008
31_  Bucsellaet al., 2016; Fralich et
Centeno Rango 9,6-209 108-160 3,4-6,6 1’2 1 al., 2013; Hansen et al., 2003;
(Secale ’ Knudsen et al., 2017; Nystrém
et al., 2008; Vitaglione et al.,

cerealel)  \edia  17,4° 13,5 4,8 7% 2008

Los rangos de variacion asi como los valores meskolhan calculado en base a los datos encontradlas e
literatura cientifica. En cada columna, letras rédifiees indican diferencias estadisticamente satifias (p <
0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) raete el test de Tukey. AX: arabinoxilanos
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Como se ha indicado con anterioridad, kasbinoxilanos (AX) son los principales
polisacaridos no celulésicos en los cereales. LEssAn hemicelulosas formadas por una
cadena principal lineal de xilosa sustituida cormleces laterales de arabinosa. Estos
compuestos no se distribuyen uniformemente enaglagde trigo (representan el 20 -27 % de
la aleurona, 23 - 32 % del salvado y 2 - 4 % ddbspermo), localizandose principalmente en
las fracciones de salvado y aleurobe (Santis et al., 2018/arotti et al., 2012Mendis &
Simsek, 201}t Los AX pueden clasificarse en funcion de su lsiiilad en AX solubles en
agua (WE-AX) e insolubles en agua (WU-AX). El cantl® de AX en la harina de trigo es
relativamente bajo, pero se trata de compuestosjupgan un papel importante en la
funcionalidad de la harin&{gnola et al., 201

Por otro lado, desde el punto de vista de la shludana, los AX son compuestos muy
interesantes con numerosos beneficios asociadas @rsumo. Destacan por su efecto
prebiotico y por sus propiedades antioxidantesguges se relacionan con su papel protector
frente al cancer de colon. Ademas, los AX tienaattes beneficiosos a nivel metabdlico ya
que contribuyen a mantener niveles adecuados dsteodl y glucosa en sangi¢ekaert et

al., 2011; Chen et al., 2019

En las muestras analizadas en este estudio, @rgdattotal de AX (TO-AX) oscil entre 4,2
— 7,0 g/100 g en las harinas blancas, entre 6,5 g/200 g en las harinas integrales, y entre
6,3 — 13,8 g/100 g en las distintas fraccionesaleado. En el caso del contenido de AX
solubles en agua (WE-AX), se obtuvieron los sigi@grvalores: 0,3 — 1,0 g/100 g (harina
blanca), 0,5 - 1,1 g/100 g (harina integral) y-90139 g/100 g (fraccién de salvado). En general,
los WE-AX fueron mayoritarios en las muestras oioi@sn a partir de variedades de trigo duro

(T. turgidum variedades Endural y Aldura)

De acuerdo con dkeglamento (UE) N° 432/201@s arabinoxilanos producidos a partir del
albumen de trigo tienen autorizado el uso de laisige declaracion de propiedades saludables:
“el consumo de arabinoxilanos en una comida conyebal reducir la subida de glucosa en
sangre después de corheNo obstante, en el citado Reglamento se espaciue esta
declaracidon solo puede utilizarse respecto a alimseque contengan, como minimo, 8 g de
fibra con alto contenido de arabinoxilanos prodasid partir del alboumen de trigo (al menos
un 60 % de arabinoxilanos en peso) por 100 g dataislde carbono presentes en una porciéon
cuantificada en una comida. Ademas, para que utupto pueda llevar esta declaracion, se

informara al consumidor de que el efecto beneftciss obtiene tomando fibra con alto
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contenido de arabinoxilanos producidos a partiratt@imen de trigo como parte del alimento.
En este sentido, las muestras D-E#2-WF, S-C#1-WB-M#1-WF relunen las condiciones
necesarias para poder hacer uso de esta decladeigmopiedades saludables y podrian
considerarse como alimentos funcionales. Resukgaesante destacar que la Unica declaracion
de propiedades saludables autorizada relativa aAksse centra concretamente en los
arabinoxilanos producidos a partir del aloumenrdmt de manera que se pone en valor el
hecho de que las harinas de trigo poseen propisdag®rtantes para ser utilizadas como
ingredientes funcionales en el desarrollo de difiex® productos alimenticios y revaloriza la

importancia para la salud de los alimentos elalmsradbase de esta materia prima.

Existen varios estudios en los que se analizargkoalo de arabinoxilanos, tanto totales como
solubles en agua, en diferentes harinas de ffighg 9). Vignola et al. (2016determinaron el
contenido de estos compuestos en harinas (blandaiegrales) obtenidas a partir de 11
variedades distintas de trigo, y obtuvieron valaed O-AX comprendidos entre 7,59 — 12,80
g/100 g y 4,43 — 5,65¢/100 g, en harinas integnalearinas blancas, respectivamente. En este
mismo estudio se analizé el contenido de WE-AX,eolendo que estos se encontraron en
mayor cantidad en la fraccion de harina blanca3(8,8,75 g/100 g) que en la harina integral
(0,35-0,72 g/100 g). Esta circunstancia se obgambién en nuestro estudio, en las muestras
obtenidas a partir de la variedad de trigo bland@@e, y podria deberse a que en las harinas
integrales se reduce la extraccion de los WE-AXuparmenor accesibilidad del agua (solvente
de extraccion)Turner et al. (2008indicaron que el contenido de WE-AX es especiatmen
importante en el caso de las harinas producidaarta ple variedades de trigo duro. Estas
harinas se utilizan en la elaboracién de pastaealiitia y un alto contenido de WE-AX se
relaciona con una mejor calidad de la pasta, yagtos compuestos aumentan la absorcion de
agua y reducen la resistencia de la masa, de fquaanejora tanto la resistencia como las
propiedades de adherencia de la pasta cocida.ntenén cuenta estos hechos y, centrandonos
en las muestras analizadas en el presente egtodienos ver que las harinas de trigo integrales
obtenidas a partir de variedades de trigo durotna@s mayor contenido de WE-AX que las
correspondientes muestras obtenidas a partir dedeaes de trigo blando. Por lo tanto, las
harinas de trigo duro analizadas tendrian unasteaisticas Optimas para ser empleadas en la

elaboracion de pasta alimenticia.

Marotti et al. (2012estudiaron el contenido de AX en 10 variedadeinths de trigo duro y
sus resultados muestran que el contenido medi®@daX en las harinas integrales fue de 3,27
g/100 g, es decir, ligeramente inferior al obtenpgd#wa las muestras analizadas en nuestro
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trabajo. Como parte de las determinaciones llevadzasbo en el proyecto HEALTHGRAIN,
se cuantificé el contenido de AX en distintas wdaites de trigo, obteniéndose valores medios
de TO-AX (1,93 g/ 100 g) inferiores a los encontradn este trabajo, y valores medios de WE-
AX (0,51 g/100 g) similares a los obtenidos enrebpnte estudidGshewry et al., 2013

Comparando el contenido de AX de las fraccionesati@do de trigo analizadas con los valores
recogidos en la literatura cientifica se obsen&ajuos autores han obtenido valores similares
de TO-AX (12,0 — 13,7 g/100 g) y WE-AX (0,4 — 0,@AL00 g) en salvado de trigo duro
(Gebruers et al., 2008; Marcotuli et al., 2p1Estos valores son muy similares a los que
presenta la muestizA#2-Bran, analizada en el presente estudio (3l TO-AX por 100 g

de harina; 1,1 g de WE-AX por 100 g de harina).d¥ar lado,Cardone et al. (202@nalizaron

el contenido de AX en el salvado de trigo blandmgontraron valores de TO-AX y WE-AX
de 14,4 y 0,22 g/100 g, respetivamente. Estos esleon muy parecidos a los obtenidos para
la muestra S-C#2- Bran (13,8 g de TO-AX por 10@dpdrina; 0,3 g de WE-AX por 100 g de
harina). Sin embargd;ebruers et al. (200®btuvieron valores mas altos de TO-AX (16,8 —

18,0 g/100 g) en salvado de trigo blando.

En cuanto a los factores que influyen en la vdigdd encontrada en el contenido de
arabinoxilanosyignola et al. (2016gomprobaron que el afio de recoleccién del trigones

de los factores que mas condiciona el contenidd@eAX en las harinas, mientras que el
contenido del WE-AX es mas dependiente del genoGpocidiendo con estas observaciones,
en el caso de las muestras analizadas en el peesabtjo, el contenido de TO-AX fue
significativamente (p < 0,05) mayor en las harim&sgrales correspondientes al segundo afo
de cosecha. Ademas, por lo general, el contenidWEAX fue superior en todas las muestras
de trigo duro T. turgidun) analizadas, en comparacién con las correspomdientiestras de

trigo blando T. aestivurn

Por ultimo, si comparamos el trigo con otros ca®dlabla 10), se observa que el trigo
presenta un contenido total de arabinoxilanos {838 g/100 g) superior que el arroz (0,4 —
0,5 g/100 g) y significativamente inferior (p < B)0gue el centeno (3,1 — 12,1 g/100 g).
Ademas, no se encuentran diferencias estadisticamsgmificativas (p < 0,05) en cuanto al
contenido de arabinoxilanos entre el trigo, el n{aid — 4,7 g/100 g), la cebada (3,1 — 11,4
g/100 g) y la avena (2,0 — 2,1 g/100 Q).
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3.5.2. Estudio del contenido de tocoferoles

Como se ha explicado anteriormente, el términaatwiha E” se emplea para designar a una
familia de compuestos antioxidantes de naturaliptdida, que incluye 8 tipos diferentes de
compuestos bioactivos: los tocoferolesf, y y 6-tocoferol) y los tocotrienolesi(B, y y 6 -

tocotrienol) Hussain et al., 20)2

Tanto los tocoferoles como los tocotrienoles prissean grupo hidroxilo (-OH) libre capaz de
estabilizar radicales libres y de frenar la propgaga de las reacciones de oxidacion que
transcurren en cadena. Por lo tanto, este grupo €®Hl responsable de la actividad

antioxidante de la vitamina E.

Ademas de sus propiedades antioxidantes, los tmte$e presentes en los cereales se
relacionan con numerosos beneficios para la salmdaha, ya que estos compuestos estan
implicados en la prevencion de distintas enfermesladgntre las que se incluyen las

enfermedades cardiovasculares y algunos tiposraecéani et al., 201R

En el trigo, eli-tocoferol y elp-tocoferol son los vitAmeros mayoritariasiEsain et al., 20)2

Se sabe que el proceso de molienda afecta negativaral contenido de vitamina E presente
en los granos de trigo, de manera que disminugergenido de estos compuestbise(sen &
Hansen, 2008 En el grano de trigo, la fraccion del germema gépa de aleurona son las mas
ricas en tocoferoles y, por lo tanto, durante eteso de refinado de las harinas se produce una
pérdida sustancial de estos compuestos bioactioge(sen & Hansen, 2009; Sedej et al.,
2010.

En las harinas de trigo analizadas en el presetiajb, el contenido total de tocoferol&aljla

11, Figura 29 estuvo comprendido entre 2,8d/g (sss) (en la harina blanca de la variedad
Aldura) y 8,02ug/g (sss) (en la harina integral de la variedadiddarComo era de esperar, el
contenido total de tocoferoles fue significativateesuperior (p < 0,05) en todas las muestras
de harina integral, en comparacién con las corregipates muestras de harina blanca. En todas
las muestras analizadas se identificaron los vitdsnéea-, - y y-tocoferol, salvo en el caso
de la harina blanca de la variedad Cajeme, endhrmuse encontré ningun tipo de tocoferol.
En todos los casos, eltocoferol fue el vitamero mayoritario. Estableceruna comparacion
entre el contenido de tocoferoles encontrado ehddasas procedentes de variedades de trigo
duro y el encontrado en harinas procedentes dedaates de trigo blando, se observa que el

contenido total de tocoferoles en las harinas mateg fue significativamente superior (p <
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0,05) en las muestras obtenidas a partir de vatesdde trigo blando. Este mayor contenido
total de tocoferoles se debid principalmente adgancantidad de— y p-tocoferoles. También
se observé que, dentro de las harinas integralésgdeduro, la variedad Endural mostré una
concentracion de tocoferoles significativamenteesiop (p < 0,05) que la variedad Aldura,
mientras que en las harinas integrales de trigodolala variedad Marius resulté mucho més
rica (p < 0,05) en tocoferoles que la variedad Qaje

Tabla 11.Contenido total de tocoferolegg/g, sss) en harinas de trigo duro y trigo blanelo d
las 8 variedades distintas de trigo analizadas iarie8D)

Harina blanca

Variedad de trigo Contenido total de tocoferoles
N _ Aldura 2,34 +0,0%
Triticum turgidum L.
Endural 3,16 +0,08
. ) Cajeme Nd
Triticum aestivumL. ]
Marius 4,24 +0,0%
Harina integral
Variedad de trigo Contenido total de tocoferoles
. ) Aldura 3,63 +£0,08
Triticum turgidum L.
Endural 4,26 + 0,08
- _ Cajeme 4,85 +0,0%
Triticum aestivumL. )
Marius 8,02 + 0,01

En cada columna, letras diferentes indican diféeesnestadisticamente significativas (p < 0,05), garando
mediante el Test de Tukey. nd: no detectado.
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10 4

B-tocoferol

B o-tocoferol

N

Concentracion (ug/g, sss)

Aldura Endural Cajeme Marius Aldura Endural Cajeme Marius
WF WF WF WF WGF WGF WGF WGF

Figura 29. Contenido dex- y B-tocoferol 1g/g) en harinas de trigo duro y trigo blando de las

8 variedades distintas de trigo analizadas. (WRnadlanca; WGF: harina integral).

Los resultados que se muestran en este trabaja@alan con los obtenidos previamente por
otros autoresT{abla 12). Sedej et al. (201Gvaluaron el contenido de tocoferoles en distintas
harinas de trigo y observaron que el contenidd tigaestos compuestos fue superior en la
harina integral, en comparacion con la harina ldaAdemas observaron que el vitamero mas
abundantes fue el-tocoferol. En otro estudio llevado a cabo pagelsen & Hansen (2009)
se analizo el contenido de vitamina E en distifrexciones obtenidas de la molienda del trigo
y los resultados mostraron que la harina contefdad/g deo—tocoferol y 4,6ug/g dep—
tocoferol, siendo estos valores superiores a ltenados en el presente trabajo. Sin embargo,
Lv et al. (2012)evaluaron el contenido de tocoferoles en 10 vadeslade trigo blando
(Triticum aestivurjp llamadas SS520, SSMPV57, SS5205, USG3555, USG36663315,
Branson, Shirley, Jamestown y Chesapeake y su#ta@ss relativos al contenido de-
tocoferol en la harina blanca fueron inferiores (9,0,59u9/g) a los que se muestran en el
presente estudio. Esta variabilidad en el contemidotocoferoles pone de manifiesto la
influencia que los factores genéticos tienen steboencentracion de estos compuestos en los

granos de trigo.
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Tabla 12. Contenido de tocoferolead/g sss) en distintos harinas de trigo blanca egrat

presentes en la literatura cientifica

Harina Blanca

a- B- Tocoferoles Referencias
tocoferol tocoferol totales
Triticum L72- 0.62- 2,34-3,16*  Ciudad-Mulero et al., 2020a
turgidum L. 248" 0,68"
9,6 45 - Nielsen & Hansen, 2008
Triticum 3,34 2,00 - Labuschagne et al., 2017
aestivumL. 3,65 1,13 - Zielinéki et al., 2001a
0,90 - 1,13 Sedej et al., 2010
nd — 2,88* nd - 1,36* nd — 4,24* Ciudad-Mulero et al., 2020a
Harina Integral
a- B- Tocoferoles Referencias
tocoferol tocoferol totales
. 4,72 — - 5,91 —13,45 Zili¢etal, 2010
Triticum 4,16 - 9,20 — 15,05 Fares et al., 2008; Laddomada et al., 2015
turgidumL. 6,5—7,0 1,7-2,1 8,6—8,7  Fratiannietal., 2013
2,42 — 1,19 — 3,63 —4,26* Ciudad-Mulero et al., 2020a
8,49 -13,7 4,32-5,23 - Hejtmankova et al., 2010
3,9-24,0 3,3-6,4 21,8-58,1 Kim&Kim, 2016
11,4 4.3 - Nielsen & Hansen, 2008
. 13,3 6,43 - Labuschagne et al., 2017
Triticum 10,1-19,9 3,6-11,0 i Lampi et al., 2010
aestivumL. 402-197 212-6,16 - Lachman et al., 2018
6,06 4,23 - Zielinski et al., 2001a
10,88 - 13,73 Sedej et al., 2010
4,34-9,15 - 5,93-12,56 Zili¢cetal, 2010
2,84 — 2,01 - 4,85 —8,02* Ciudad-Mulero et al., 2020a
Salvado
a- B- Tocoferoles Referencias
tocoferol tocoferol totales
Triticum 6-31 5-16 - Gorna et al., 2015
aestivumL.

*Valores correspondientes a las muestras analizzulas presente estudio

Por dltimo, si comparamos con otros cereales, nobservan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en cuanto al contenidotdeoferoles ¢-tocoferol, -tocoferol y

tocoferoles totales) presentes en el trigo, am@dz, avena, cebada y centemalfla 13).
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Tabla 13. Contenido de tocoferolea-ocoferol,p-tocoferol y tocoferoles totales) en distintos

cereales (valores expresados en mg/100 g, SsS)

a-tocoferol

B-tocoferol

Tocoferoles

totales

Referencias

Trigo
(Triticum aestivumL .,
Triticum durum Desf.)

Rango

0,07 -2,40

0,12 -0,78

Hejtmankova et al,,
2010; Kim & Kim,

0,84 — 1,57 2016; Labuschagne et

Media

1,18

0,46

1,22

al,, 2017; Lachman et
al,, 2018; Lampi et al,,
2010; Nielsen &
Hansen, 2008; Okarter
et al,, 2010; Wyatt et
al,, 1998; Zielinski et
al,, 2001a

Arroz
(Oryza sativa..)

Rango

nd —-4,91

0,01-0,76

0,11 — 10,882007;

Media

1,07

0,22

2,59

Aguilar-Garcia et al,,
Goufo &
Trindade, 2014;
Shammugasamy et al,,
2014; Wyatt et al,,
1998

Maiz
(Zea mayd..)

Rango

0,40 -7,48

1,96 — 12,07 Chander et al,, 2008;

Media

2,94

7,36

Ryan et al,, 2007,
Wyatt et al,, 1998

Avena
(Avena sativa..)

Rango

0,02 -1,80

0,05-1,38

Bryngelsson et al,,

0,26 — 0,76 2002: van den Broeck

Media

0,68

0,89

0,5

et al,, 2016; Wyatt et
al,, 1998;
Zielinski et al,, 2001a

Cebada
(Hordeum vulgareL.)

Rango

0,29 -1,50

0,01 -0,05

0,32

Media

0,87

0,03

0,32

Lachman et al,, 2018;
Nielsen & Hansen,
2008; Ryan et al,
2007; Zielinski et al,,
2001a

Centeno
(Secale cereale.)

Rango

0,30-1,10

0,21-0,25

131

Media

0,78

0,23

1,38

Nielsen & Hansen,
2008; Ryan et al,
2007; Zielinski et al,,
2001a

Los rangos de variacién asi como los valores mestoban calculado en base a los datos encontradizs e
literatura cientifica. En cada columna, letras reifées indican diferencias estadisticamente satifias (p <
0,05), tras andlisis estadistico (ANOVA simple) raetk el test de Tukey.
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3.5.3. Estudio del contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos no se distribuyen de naamgiforme en el grano de trigo, siendo la
fraccion de salvado la que presenta mayor conagdtrae estos compuestos, entre los que se
incluyen el acido vanillico, el acidmcumarico y, especialmente, el acido ferulicot al.,
2007). Durante el proceso de molienda en la obtenc®adharina blanca, se eliminan el
salvado y el germen de trigo, lo que resulta emuergor cantidad de fibra, vitaminas, minerales
y compuestos fendlicos. Por esta razon, se recaolaigue la mitad de los granos de cereales
gue se consumen sean cereales de grano completopypéndose el consumo de harinas

integrales frente a las harinas blandésr(is & Kris-Etherton, 2010; Ortega et al., 2015

Se sabe que las propiedades antioxidantes deldsigm enormemente condicionadas por la
cantidad de compuestos fendlicos totales presentekgrano de cereadl\ et al., 201). En el
trigo, los &cidos fendlicos generalmente estanaséotros compuestos, como la celulosa, los
glucanos, los pentosanos o el almidon. La mayocernacion de flavonoides asi como de
acidos fenolicos se encuentra en la capa de aleulenlos cereales, mientras que estos
compuestos estan presentes en menor cantidaceerbabn Kosik et al., 2014; Vaher et al.,
2010. En concretoBeta et al. (20059bservaron que los compuestos fendlicos se caadamt
principalmente en las capas externas del granagte De acuerdo con estas observaciones,
los resultados del presente estudio muestran quel easo de todas las variedades de trigo
analizadas, el contenido total de compuestos fev®lue mayor en las harinas integrales, en

comparacion con las harinas blancbaila 14).

El contenido de fenoles totales en las distintassimas de harinas de trigo analizadas oscil
entre 5,44 — 26 mg GAE/g de extracto, en las magske harina blanca de la variedad Aldura
y harina integral de la variedad Marius, respeatigate. Se observo que, dentro de las harinas
integrales, la muestra correspondiente a la vatiegatrigo duro Marius mostré un contenido
fendlico total significativamente superior (p < B®),0que el resto de harinas integrales
analizadas. Estos resultados concuerdan con l@nidbs en distintos estudios realizados
anteriormente por otros autordabla 15).
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Tabla 14. Contenido de fenoles totales (mg GAE/g extraetodlistintas harinas de trigo duro

y trigo blando (media = SD)

Harina blanca

Variedad de trigo Contenido de fenoles totales
" _ Aldura 5,44 + 0,09
Triticum turgidum L.
Endural 14,6 £ 0,4
. ) Cajeme 14,2+0,5
Triticum aestivumL. ]
Marius 11,1+0,8
Harina integral
Variedad de trigo Contenido de fenoles totales
. ) Aldura 20,7+0,3
Triticum turgidum L.
Endural 20+ 1
. ) Cajeme 20,0+0,9
Triticum aestivumL. )
Marius 26 + 1

En cada columna, letras diferentes indican diféeesnestadisticamente significativas (p < 0,05), garando
mediante el Test de Tukey.

Kosik et al. (2014evaluaron el contenido de fenoles libres y la @tdid antioxidante de
distintas fracciones de harina (harina blancanhkantegral y fraccion de salvado) obtenidas a
partir de trigo blandoT(riticum aestivuni.), en el marco de un sistema agricola ecologico.
Estos autores observaron que el contenido de fhbles fue superior en las harinas integrales
(185,57 pug GAE/g), en comparacion con las hariteschs 97,04 ug GAE/Y Por otro lado,
Vaher et al. (2010analizaron el contenido de fenoles totales enagrae trigo, asi como en
las fracciones de harina blanca y de salvado dietdis variedades de trigo. En este estudio, el
contenido de fenoles totales (determinado usandeétdo de Folin-Ciocalteu) fue mayor en
la fraccion de salvado (1.258 — 3.1%yg), mientras que los granos de trigo y la hablaaca

mostraron concentraciones inferiores (168 - 458 y #40ug/g, respectivamente).
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Tabla 15 Contenido de fenoles totales (mg GAE/g) en harida trigo blanca e integral

encontrados en la literatura cientifica

Harina Blanca

Fenoles totals

Referencias

Triticum turgidum L. 5,44 — 14,6* Ciudad-Mulero et al., 2020a
0,10 Kosik et al., 2014
0,31 Lietal, 2015
Triticum aestivumL. 017 -0.18 Yu & Beta, 2015
0,04-0,1 Vaher et al., 2010
11,1 - 14,2* Ciudad-Mulero et al., 2020a

Harina Integral

Fenoles totales

Referencias

1,05-1,78 Abozed et al., 2014
Triticum turgidum L. 1,63 Yilmaz & Koca, 2017
20 —20,7* Ciudad-Mulero et al., 2020a
1,11 -257 Abozed et al., 2014
0,19 Kosik et al., 2014
Triticum aestivumL. 0,74 Lietal., 2015
0,17 - 0,50 Vaher et al., 2010
4,46 -5-32 Kim & Kim, 2016
20 -26* Ciudad-Mulero et al., 2020a
Salvado
Fenoles totales Referencias
Triticum turgidum L. 2,64 - 3,88 Abozed et al., 2014
1,99 -4,66 Abozed et al., 2014
Triticum aestivumL. 0.49 Kosik et al., 2014
1,26 - 3,16 Vaher et al., 2010

*Valores correspondientes a las muestras analizzulats presente estudio (expresados en mg GAE/gota}

Por dltimo, si comparamos el contenido fendlicaltatel trigo con el que presentan otros
cerealesTabla 16), se puede observar que este contenido es estandtiishte superior (p <
0,05) en el trigo (105 - 346,7 mg/100 g) que emuereales, como el arroz (38,9 — 88,5
mg/100 g), el maiz (115,4 — 244,9 mg/100 g), lanavd 01,7 — 168,4 g/100 @), la cebada (25,1
—106,0 g/100 g) o el centeno (48,2 — 219 g/100 g).
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Tabla 16. Contenido de fenoles totales en distintos cesgaigores expresados en mg/100 g,

SSS)
Contenido fendlico total Referencias
(Triticur:r;%()stivumL Rango 105,0 - 346,7 Abozed et al., 2014; Mpofu et
Triticum durum Desf.i Media 215.P al., 2006; Prajapati et al., 2013
Arroz Rango 38,9 88,5 Gujral et al., 2012; Prajapati et
(Oryza sativd..) Media 69,20 al., 2013
Maiz Rango 115,4 —244,9 Bacchetti et al., 2013; Prajapati
(Zea mayd..) Media 178.6b etal., 2013
( Aver?gigzv . Rango 101,7 - 168,4 Multari et al., 2018; Tong et al.,
Media 135,5° 2014b
Rango 25,1-106,0
(Hor de(lirenb\?SIZar o) Ha et al., 2016; Kim et al., 2007
’ Media 57,22
Centeno Rango 48,2 - 219 Mishra et al, 2017;
(Secale cerealk.) Media 111.5b Warechowska et al., 2019

Los rangos de variacion asi como los valores meskoban calculado en base a los datos encontradlzs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente sagtifias (p <
0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) etk el test de Tukey.

3.5.4. Estudio del contenido de cenizas y minerales

Los minerales son esenciales para correcto funcimmio del organismo y deben formar parte
de la alimentacién humana puesto que no puedesisetizados Carbajal et al., 2093
Deficiencias en la ingesta de minerales se relaciaon alteraciones en la salud y con el
desarrollo de diferentes patologias. A largo plapa, dieta cuyo aporte de elementos minerales
(Fe, Zn, Ca, Mg, etc.) sea deficiente, influye dmara negativa en la salud humana, por lo que
es importante aumentar la biodisponibilidad y/odascentraciones de estos compuestos en la
dieta. En este sentido resulta muy interesantmple® de recursos genéticos y agrondmicos,
gue permitan mejorar la calidad nutricional deHasnas de trigo mediante la obtencién de
variedades con altos contenidos en elementos nesdrzarrillo, 2012; Fernandez-Ruiz et al.,
2011D).

El trigo es una excelente fuente de elementos ale®rlos cuales, como ya se ha indicado, se

distribuyen de forma heterogénea en las distindaep del grano de cereal. El contenido de

119



estos micronutrientes estad enormemente influenciamo factores ambientales, como la
temperatura o el grado de precipitaciones regiatragh la zona de cultivo. Ademas, las
interacciones que tienen lugar entre el medio ambigy el genotipo repercuten en la
concentracion de minerales encontrada en el trigo.concreto,Vignola et al. (2016)

observaron que el contenido de minerales dentromho cultivar era dependiente del afio de
cosecha. Estos autores destacaron la importancla temperatura ambiental antes de la
floracion, la cual influye en el desarrollo del emh y condiciona la concentracion de

elementos minerales presentes en el grano de trigo.

Teniendo en cuenta el contenido de minerales pieesenlas muestras analizadas, las harinas
de trigo objeto de estudio reunen las condicionesesarias para hacer uso de ciertas
declaraciones de propiedades saludables tal y csgnoecoge en la legislacion vigente
(Reglamento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N8912011; Reglamento (UE) N°
432/2012)Tabla 17), las cuales podrian respaldar la posibilidadahsiclerar estas harinas vy,
especialmente las harinas integrales y las fraeside salvado, como ingredientes funcionales

en la elaboracion de distintos productos alimewsici

Tabla 17. Declaraciones de propiedades saludables relaiVasontenido de elementos
minerales aplicables a las distintas harinas de &halizadas, de acuerdo correlglamento
(UE) N° 432/201% el Reglamento (CE) N° 1924/2006.

Muestras que rednen las

Elemento Declaracion de propiedades saludables Condiciones de uso de .
condiciones de uso de la

mineral autorizada la declaracion P
declaracion
“El hierro contribuye a la funcion Estas declaraciones soldHarina blanca: muestras
cognitiva normal”. pueden utilizarse D-A#1-WF, D-E#2-WF vy
- “El hierro contribuye al metabolismorespecto a alimentos queS-C#1-WF.
energético normal. son, ~como minimo, Harina integral: todas las

- “El hierro contribuye a la formacionfuente de h(;erLQ (@l
normal de glébulos rojos y demenos2.1 mg de hierro i i
hemoglobina”. por 100 g de alimentd E/lxgle_%g;fe la muestra S
“El hierro contribuye al transportede acuerdo con el _
~  “El hierro contribuye al funcionamiento 1924/2006 y eIO las muestras analizadas.
normal del sistema inmunitario”. Reglamento  (UE) N
- “El hierro ayuda a disminuir el 1169/2011.
cansancio y la fatiga”.
— “El hierro contribuye al proceso de
division celular”.

muestras analizadas (con la

Hierro
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Tabla 17 (continuacion).

Muestras que retnen las

Elemento Declaracion de propiedades saludables Condiciones de uso de -
mineral autorizada la declaracién condiciones de_',uso de la
declaracion
“El cobre contribuye al mantenimientoEstas declaraciones soldHarina blanca: todas las
del tejido conectivo en condicionegpueden utilizarse muestras analizadas (con la
normales”. respecto a alimentos queexcepcion de las muestras
“El cobre contribuye al metabolismoson, como  minimo, D-A#1-WF y S-M#1-WF).
energetico normal”. i , fuente de cobre (al Harina integral: todas las
“El cobre contribuye al funcionamientomenos0,15 mg de cobre . oo (oo
normal del sistema nervioso”. por 100 g de aliment '
“El cobre contribuye a la pigmentaciérpe acuerdo con elFraccion de salvadotodas
Cobre normal del cabello”. Reglamento (CE) N° las muestras analizadas.

“El cobre contribuye al transportel924/2006 y el
normal de hierro en el organismo”. ~ Reéglamento  (UE) N°
“El cobre contribuye a la pigmentaciénlleg/zml'
normal de la piel”.
“El cobre contribuye al funcionamiento
normal del sistema inmunitario”.
“El cobre contribuye a la proteccion de
las células frente al dafio oxidativo”.
“El  manganeso contribuye  alEstas declaraciones soldHarina blanca: muestras S-
metabolismo energético normal”. pueden utilizarse C#1-WF, S-C#2-WF y S-
“El  manganeso  contribuye  alrespecto a alimentos queM#1-WF
mant_er_wimiento de ’I,os huesos e;:,on, é:omo minimo, ’-|arina integral: todas las
i:ondmones normales’. ) uente e(z)rganganesg (amuestras analizadas.

Manganeso ~ El manganeso contribuye a [anenos U, mg €

formacion normal del tejido conectivo”.manganeso por 100 g Fraccion de salvadotodas
“El manganeso contribuye a |gde alimentg de acuerdo las muestras analizadas.

proteccion de las células frente al daffePn €l Reglamento (CE)

oxidativo”. N° 1924/2006 vy el
Reglamento (UE) N°
1169/2011.
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Tabla 17 (continuacion).

Muestras que retnen las

Elemento Declaracion de propiedades saludables Condiciones de uso de -
mineral autorizada la declaracién condiciones de_',uso de la
declaracion
“El zinc contribuye al equilibrio acido- Estas declaraciones soldHarina blanca: todas las
base normal”. pueden utilizarse muestras analizadas (con la
“El zinc contribuye al metabolismorespecto a alimentos queexcepcion de la muestra S-
normal de los hidratos de carbono”. son, ~como  minimo, M#1-WF).
“El zinc contribuye a la funcién fuente de zinc (al menos,, . integral: todas las
cognitiva normal”. _ 1,5 mg de zinc por 100 | 0 qiras analizadas.
“El zinc contribuye a la sintesis norma de alimentg de
del ADN”. acuerdo con el Fraccién de salvadotodas
“El zinc contribuye a la fertilidad yReglamento (CE) N°las muestras analizadas.
reproduccion normales”. 1924/2006 y eL
“El zinc contribuye al metabolismo Reglamento  (UE) N
normal de los macronutrientes”. 1169/2011.
“El zinc contribuye al metabolismo
normal de los &cidos grasos”.
“El zinc contribuye al metabolismo
normal de la vitamina A”.
“El zinc contribuye a la sintesis
. proteinica normal”.
Zinc

“El zinc contribuye al mantenimiento
de los huesos en condiciones normales”.
“El zinc contribuye al mantenimiento
del cabello en condiciones normales”.
“El zinc contribuye al mantenimiento
de las ufias en condiciones normales”.
“El zinc contribuye al mantenimiento
de la piel en condiciones normales”.
“El zinc contribuye al mantenimiento
de niveles normales de testosterona”.
“El zinc contribuye al mantenimiento
de la visién en condiciones normales”.
“El zinc contribuye al funcionamiento
normal del sistema inmunitario”.

“El zinc contribuye a la proteccion de
las células frente al dafio oxidativo”.
“El zinc contribuye al proceso de
division celular”.
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Tabla 17 (continuacion).

Muestras que retnen las

Elemento Declaracion de propiedades saludables Condiciones de uso de L
mineral autorizada la declaracion GolieliEeriEs de_',uso e
declaracion
“El magnesio ayuda a disminuir elEstas declaraciones soldHarina blanca: todas las
cansancio y la fatiga”. pueden utilizarse muestras analizadas (con la
“El magnesio contribuye al equilibriorespecto a alimentos queexcepcion de la muestra S-
electrolitico”. son, como minimo, M#1-WF).
‘El  magnesio  contribuye  al fuente de magnesio (@l ;.\, integral: todas las
metabolismo energético normal". menos 56.25 mg de .o olizadas.
“El  magnesio  contribuye  alMagnesio por 100 g de
funcionamiento normal del sistemalimento) de acuerdo Fraccién de salvadotodas
nervioso” con el Reglamento (CE)las muestras analizadas
“El  magnesio  contribuye  alN® 1924/2006 y el
funcionamiento normal de losReglamento (UE) N°
_ musculos”. 1169/2011.

Magnesio “ . . , .
El magnesio contribuye a la sintesis
proteica normal”.
“El magnesio contribuye a la funcion
psicoldgica normal”.
“El magnesio contribuye al
mantenimiento de los huesos en
condiciones normales”.
“El magnesio contribuye al
mantenimiento de los dientes en
condiciones normales”.
“El magnesio contribuye al proceso de
divisién celular”.
“El potasio contribuye al Estas declaraciones soldHarina integral: todas las
funcionamiento normal del sistemgueden utilizarse muestras analizadas (con la
nervioso”. respecto a alimentos queexcepcion de la muestra S-
“E| potasio contribuye al son, como  minimo, C#2-WGF).

| fur,10|or:an3|ento normal  de Iosfmugzges d3%o pO:T?S'O d(eal Fraccion de salvadotodas
Potasio MUSCUIOS ™. 9 las muestras analizadas

“E| potasio contribuye al potasio por 100 g de

mantenimiento de la tension arteriaklimento) de acuerdo
normal”. con el Reglamento (CE)

N° 1924/2006 vy el
Reglamento (UE) N°
1169/2011.

El contenido de elementos minerales en distinpmstde harina de trigo ha sido ampliamente

estudiado por varios autorefapla 18). Vignola et al. (2016)analizaron once variedades

comerciales de trigo blando procedentes de Angantiobservaron que el K fue el mineral

predominante en los cultivares estudiados, sequotdel Mg. Esta tendencia coincide con la

observada en las muestras analizadas en la preBesiteDoctoral. Ademasyignola et al.

(2016) destacaron que, tanto el genotipo como el afo adecba influyen de manera

significativa en la concentracién de minerales gméss en el grano de trigo. En el caso de

nuestras muestras, el afio de cosecha se relacnmliferencias estadisticamente significativas

(p < 0,05) en cuanto al contenido de Fe, Cu, MnyNg siendo la concentracion de estos
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minerales superior en el caso de las harinas gamegentes al primer afio de cosecha. Por el
contrario, las concentraciones de Zn, Mg y Ca faestadisticamente mayores (p < 0,05) en
las muestras correspondientes al segundo afio @eh@Benincasa et al. (2013ambién
cuantificaron los minerales presentes en harindsgte llegando a la conclusion de que el P
fue el elemento méas abundante en todas las espleciego analizadas, representando el 59 %
del contenido mineral total, y seguido del K, el gl Ca (25 %, 10 % y 4 % del contenido
mineral total, respectivamente). El Fe y el Mn esentaron alrededor del 0,4 % del total de
microelementos, mientras que el Zn supuso un 0,286s afios antes;icco et al. (2009)
analizaron el contenido mineral en un total del@#vares italianos de trigo duro y obtuvieron
valores de Fe, Cu y K similares a los que se marestn el presente estudio. Sin embargo, estos
autores encontraron menores cantidades de Zn,M@ay mayor concentracion de Mn y Ca.
Dentro de los genotipos analizados gecco et al. (2009) se observaron diferencias
estadisticamente significativas relativas al cadtele Fe, Zn y Mn, lo que sugiere que los
factores genéticos estan enormemente implicadad eontenido de estos elementos en los

granos de trigo duro.

Por otro lado, larabla 19 recoge el contenido de minerales en distintosatese Se puede

observar que el K y el Mg son los elementos masddmies en este grupo de alimentos. Por
lo general, no existen diferencias importantesu@anto al contenido de estos micronutrientes
en los cereales. No obstante, teniendo en cuesntdalms recopilados a partir de la literatura
cientifica, se observa que la avena, la cebadacemieno presentan un contenido de Ca
significativamente superior (p < 0,05) que el rela@ereales objeto de comparacion. Ademas,
la concentracion de Zn es significativamente miés(pl< 0,05) en la cebada, mientras que la

avena destaca por su contenido de Mn y Cu.
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Tabla 18. Contenido de minerales

mg/100 g, SsS)

Estudio de harinas de cereales

en harinas de trigo blaintagral y en salvado recogidos en la literatuemtdfica (valores expresados en

Harina Blanca

Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K Referencias

Triticum turgidum 4.11 0.43 - 2.23 112.00 27.60 - 320.00  Cubadda et al., 2009
L. 1.3-2.9* nd - 1.1* 0.1-0.3* 22-4.7% 69.0 322* 5.8 -19.6* 2.7-15.8* 107.6 — 168.8*

0.69 —1.57 0.14 - 0.57 0.50 -1.28 0.49-125 941526.38 10.92 —18.87 - 90.02 — 123.16Vignola et al., 2016

2.60 - 4.60 0.50-1.20 0.20-2.25 0.90 - 3.35 - - - - Anjum et al., 2002
Triticum aestivum.. 1.08 0.15 0.44 0.78 19.10 17.80 - 150.00 De Brier et al., 2015

0.7 — 2.5* nd - 1.0* 0.3-0.6* 1.6 -3.0* 50.1 £818* 10.6 — 18.5* 2.4 - 43.6* 109.9 — 125.1*

Harina Integral
Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K Referencias
2.01 - 3.22 1.99 72.75 30.37 - 208.60 Benincasa et al., 2015

3.60 -4.20 0.45 -0.67 3.80-5.10 2.10-2.80 .2m3153.40 30.80 - 49.10 - - Park et al., 2015

I”“C“m turgidum 3.26-387  007-019  147-1.84 266-344 5®8112.00 21.60-4490 7.90—27.20  416.90-5898 Hernandez Rodriguez et al., 2011
. 6.92 0.64 - 5.66 192.00 54.00 - 623.00 Cubadda et al., 2009

2.8-6.6* 0.6 —2.4* 1.2-2.7* 5.6 - 8.0* 138.844.2* 5.4-29.7* 3.4-47.8* 332.6 — 408.9*

1.26 — 3.00 0.20-0.32 3.31-5.00 0.89-2.73 0184.105.22 27.71-37.53 - 263.54 — 341.20/ignola et al., 2016

4.60 - 9.85 1.00-1.75 2.01-6.25 2.10-2.75 00(1¥9.105.00 18.00 — 23.00 14.00 642.00 — 674.08njum et al., 2002; Jaskulska et al., 2018

2.19-5.42 0.83 2.72-354 1.14 - 2.97 68.22 271 - 151.40 Akhtar et al., 2010: Benincasa et al., 2016
Triticum aestivumL. - - - 2.23-4.60 - 21.57 -63.89 0.71-4.72 386-640.00 Simsek et al., 2019

3.20-7.10 0.39 -0.47 3.60-4.70 1.70-2.90 .7103126.50 30.70 - 42.20 - - Park et al., 2015

3.31-4.66 0.23-0.41 1.90 - 2.66 2.86-3.65 .1103129.90 28.80 -41.80 4.10 - 19.88 367.503-606 Hernandez Rodriguez et al., 2011

22-5.7* 1.0-1.9* 2.4-3.2*% 4.6 —9.5* 112.385.1* 12.2 — 23.8* 3.7-36.3* 304.2 — 553.5*

* Valores correspondientes a las muestras analizadabkpresente estudio
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Estudio de harinas de cereales

Tabla 18 (continuacion).

Salvado
Fe Cu Mn Zn Mg Ca Na K Referencias
Triticum turgidum 4.8-12.1* 1.6 -6.4* 3.8-6.2% 11.3-12.8* X55.518.8* 6.5-43.1* 3.6- 47.7* 572.9 - 919.8*
L.
12.75-14.75 2.90-5.25 6.80-9.70 4.35-8.05 - - - - Anjum et al., 2002

10.79 1.23 9.60 6.00 - - - - Shi et al., 2010
Triticum aestivumL.

4.91 1.17 12.8 9.72 658.7 814 - 1607.0 Roye et al., 2020

2.3-12.8* 1.3-5.3* 6.8 — 8.8* 10.6 —24.4*  20#9000.1* 16.6 — 37.4* 5.4 - 65.8* 753.4 - 1371.5*

* Valores correspondientes a las muestras analizadabkpresente estudio
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Tabla 19. Contenido de minerales en distintos cereales@alexpresados en mg/100 g, Sss)

Estudio de harinas de cereales

Na K Referencias

Anjum et al., 2002;;
Benincasa et al., 2015;

Trigo Rango 1,26-9,85 0,07 -1,75 1,47-6,25 0,89-5,66 752192 0,71-27,2 209 - 674, hadda et al., 2009:
(Triticum aestivum Hernandez Rodrlguez et
L., Triticum al., 2011; Jaskulska et al.,
i 2018; Park et al., 2015;
turgidum L) Media 1122 44740 Simeek et al,
2019;Vignola et al., 2016
Rango 022-106 0,12-068 0,83-8,39 0,84-29,80 054-381 91- 59f3aye” et al,, 2016; Joy et
Arroz ' ’ ’ ' ’ ’ ’ ' ’ ’ 2017; Nasumento et
(Oryza sativd..) Media 2,66 290,69 2|0192014 Swamy et al.,
. Rango 0,41 -4,53 0,10-10,16 0,24-0,68 0,40-254 722,180 3,80 -12,27 0,22-1,65 141 - 4%ascimento et al., 2014:
Maiz ! ’
Zea mayd..) _ Prasanthi et al., 2017,
( : Media 0,02 364,89 Wang etal., 2020
Beloshapka et al., 2016;
Avena Rango 3,76 -6,32 041-456 3,17-10,60 1,72-5,77,5M%153,26 3183-71,70 9,70-14,60 300 - 4&% et al., 2008; Chappell
(Avena sativa..) et al., 2017; de Oliveira
. Maximino et al., 2020;
Media 12,18 397,606 Ozcan et al., 2006
Barczak et al., 2019;
Cebada Rango 3,07 -7,57 0,31-2,38 0,87-194 1,79-7,10 ,603179 28,80-77,00 2,57-16,80 300 -62happell et al., 2017;
(Hordeum vulgare Panizo-Casado et al.,
L) Media 8,85 486,78 ggig Rodehutscord et al.,
c Rango 2,31-12,86 0,37 -1,33 141-464 1,98-5,16,296 160,23 15,72-144,80 0,34-28,17 381-6m6Eci et al, 2019;
enteno . _
Secal e Kowieska et al., 2011,
(Secale cereale.) Media 10,62 505,59 Rodehutscord et al., 2016

Los rangos de variacion asi como los valores meshasan calculado en base a los datos encontradasliteratura cientifica.
diferencias estadisticamente significativas (pG5),tras analisis estadistico (ANOVA simple) matkeel test de Tukey.

En cada columna, letlderentes indican
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3.5.5. Evaluacion de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de las distintas fra@saie trigo se relaciona con la proporcion de
capa de aleurona presente en las mismas. Comonserftdgonado anteriormente, esta capa es
rica en compuestos fendlicos con actividad antexie, como los acidos hidroxicinamicos vy,

especialmente, acido ferulico, el cual contribugeuda manera importante en las propiedades

antioxidantes que poseen las harinas de trigo.

Los compuestos antioxidantes ejercen sus efectms/@s de distintos mecanismos. Pueden
reaccionar directamente con los radicales librestralizando asi sus efectos y también pueden
actuar como agentes quelantes de metales, impaiasd que catalicen reacciones de
oxidacion. Ademas, algunos de estos compuestos uanven la actuacion del sistema
enzimatico de defensa antioxidante €t al., 2007. Algunos autores han observado que la
actividad antioxidante de la fraccion de salvadsugserior a la que exhiben otras fracciones
del trigo (Cabuschagne et al., 2017; Li et al., 2R07

En el presente trabajo, la actividad antioxidargelak muestras objeto de estudio se ha
determinado mediante tres ensaiyositro. La actividad antioxidante total se evalué medaiant
los ensayos del DPPH y del poder reductor, miegagara la determinacion de la capacidad
de inhibicion de la peroxidacion lipidica se utiliel ensayo de la inhibicién de la decoloracion
del B-caroteno. Los resultados de actividad antioxidaoteespondientes al ensayo del DPPH
fueron superiores (mayores valores desdEfdican menor actividad antioxidante) que los
obtenidos mediante la aplicacion de los otros ne&othnto en el caso de las harinas blancas

como en el caso de las harinas integrdlebla 20).

Todas las harinas integrales analizadas presentaroa actividad antioxidante
significativamente superior (p < 0,05) que susespondientes harinas blancas (valores de
ECso mas bajos para las harinas integrales que pahatass blancas)-{gura 30, Figura 31

y Figura 32). Estos resultados pueden explicarse debido alagidarinas integrales se
caracterizan por una mayor presencia de compuestopropiedades antioxidantes, como los

compuestos fendlicos o los tocoferoles.
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Estudio de harinas de cereales

Tabla 20. Actividad antioxidante (E€s, mg/mL extracto metandlico) en distintas harinas d

trigo duro y trigo blando (media + S

D)

Harina blanca

Variedad

Inhibicién de la decoloracién

de trigo DPPH Poder reductor del 8 -caroteno
Triticum Aldura  17,4+0/4 2,98 + 0,08 1,71 £ 0,02
turgidumL.  Endural 14,5+0,% 2,00 + 0,0 2,01 + 0,09
Triticum Cajeme 19,5+0,2 2,26 +0,1% 4,63 +0,06
aestivumL. Marius 11,5+0,3 3,90+0,1 5,70+0,3
Harina integral
\{jaef'fr%%d DPPH Poder reductor Inhlbm'(?; c[ige_;:)?grc:looramon
Triticum Aldura 8,30+0,f 2,59 + 0,08 1,80 + 0,07
turgidumL.  Endural 9,13 +0,08 2,33+0,07 1,63 + 0,04
Triticum Cajeme  6,10+0,2 0,90 +0,2 1,30 + 0,02
aestivumL. Marius 4,19 + 0,08 1,57 +£0,02 1,13 £ 0,07

En cada columna, letras diferentes indican diféaesnestadisticamente significativas (p < 0,05), garando

mediante el Test de Tukey.
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Figura 30. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de aetiVantioxidante DPPH, realizado

en las muestras de harina blanca (WF) asi comasenuestras de harina integral (WGF) objeto

de estudio
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Figura 31. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de aetiviantioxidante poder reductor,

realizado en las muestras de harina blanca (WR)oasd en las muestras de harina integral

(WGF) objeto de estudio
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Figura 32. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de intdibicle la decoloracion dé-
caroteno, realizado en las muestras de harina®I@ME) asi como en las muestras de harina

integral (WGF) objeto de estudio

De acuerdo con los resultados obtenidos, dentlasdbarinas integrales, todas las muestras

procedentes de variedades de trigo blando presentaiores de E£3 significativamente
inferiores (p < 0,05) que las harinas procedentesadedades de trigo duro. Esto significa que
las variedades de trigo blando (Cajeme y Mariusinadgraron una mayor actividad
antioxidante (valores mas bajos desg@Que las variedades de trigo duro (Endural y Adjlur

En general, la harina integral de la variedad Mafue la que presento los valores mas bajos
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de EGo, en comparacion con el resto de harinas integrimesial indica que esta variedad es
la que mejores propiedades antioxidantes tiendgtemente debido a su mayor contenido en

tocoferoles compuestos fendlicos y &alflas 11 y 14 respectivamente).

Dentro de las harinas blancas, se observo quedastras procedentes de variedades de trigo
duro mostraron mejor capacidad de inhibicion dpédexidacion lipidica (en el ensayo de la
inhibicién de la decoloracion dpicaroteno se obtuvieron valores mas bajos dg)EQe las
muestras obtenidas a partir de variedades delitagmlo.

Los componentes de los cereales integrales, yarssaestado nativo o después del procesado,
tienen una capacidad antioxidante similar a la dehas frutas y verduras. Sin embargo, las
propiedades antioxidantes de los cereales refinftoga blanca, por ejemplo) son mucho
mas reducidas (en torno al 20 % de la capacidddxatdante correspondiente a los granos
completos) fflarris & Kris-Etherton, 2010 En este sentido, existen numerosos estudios
realizados en harinas de trigo que demuestran @umalina integral tiene una actividad
antioxidante mayor que la harina blan€agik et al., 2014; Sedej et al., 2010; Yu et2013,

lo que se relaciona con el mayor contenido de &wotds y compuestos fendlicos, presente en
la harina integral, tal y como puede observarséaaepresentacion grafica del analisis de
componentes principaleBigura 33).
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Figura 33. Analisis de Componentes Principales (ACP) de lassinas de harina de trigo

analizadas
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4. ESTUDIO DE HARINAS DE LEGUMBRES



4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

El estudio de las distintas muestras de harinardejh se ha centrado en los siguientes objetivos
especificos:

1. Valorar la idoneidad de las harinas de lentejagelegidas con levadura nutricional
como ingredientes funcionales, evaluando la inftieedel proceso de extrusion (a 140
°C y a 160 °C) en el contenido de diferentes costpae bioactivos (fibra,
arabinoxilanos, azucares solublegyalactésidos, tocoferoles y compuestos fendlicos).

2. Evaluar la influencia del proceso de extrusion 48 1C y a 160 °C) sobre distintos
compuestos considerados antinutrientes (inositefatos, inhibidores de tripsina,
lectinas), en las harinas de lenteja enriquecidadevadura nutricional.

3. Evaluar el efecto proceso de extrusion (a 1408Q§0 °C) sobre la actividad biologica
(capacidad antioxidante y capacidad de inhibiciéradperoxidacion lipidica) de las

distintas formulaciones harinas de lenteja enrimglaesccon levadura nutricional.

Los analisis relativos al contenido de fibra y arakilanos se realizaron en el laboratorio de la
Unidad de Bromatologia del Departamento de NutmigidCiencia de los Alimentos de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutdesiladrid. Por otro lado, el andlisis de
tocoferoles y compuestos fendlicos, asi como eidestde la capacidad antioxidante de las
muestras se llevd a cabo durante una estancianacienal de investigacion predoctoral
realizada entre el 1 de Junio y el 9 de Septierdbr@016 en el Laboratorio de Quimica y
Bioquimica Aplicada, pertenecientes al Departameet@ilogia y Biotecnologia (DBB) del
Centro de Investigacion de Montafia (CIMO), EscuSlaperior Agraria del Instituto
Politécnico de Braganca (IPB), bajo la direccionlal®ra. Lillian Bougcada de Barros. Por
altimo, las determinaciones relativas al analisis dompuestos considerados como
antinutrientes, se llevaron a cabo en el Departtordm Tecnologia de Alimentos del Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria ymdntaria (INIA), bajo la tutela de la Dra.

Mercedes Martin Pedrosa.
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4.2. MATERIALES

En el presente trabajo se han estudiado un tothPdauestras de harinas de lentejaLas
formulaciones objeto de estudio fueron disefiadaklyoradas por el grupo de investigacion
liderado por el Dr. José de J. Berrio (USDA-ARS-WRRCalifornia, EE.UU.) a partir de
lentejas rojas descascarillada®rfs culinarisL.), adquiridas al por mayor a un distribuidor
local en California (EE.UU.). Estas harinas cordaanén distintas proporciones, un extracto de
levadura nutricional (Lynside Nutri Optimum Yeast@pducido a partir de cepas puras de
Saccharomyces cerevisidgicho extracto de levadura fue proporcionadoRed Star Yeast
Corporation (Milwaukee, WI, EE.UU.). Diferentes pentajes de levadura nutricional, que van
del 4 al 16 %, se mezclaron con aproximadamente&5346 de harinas de lentejas para obtener
las diferentes formulaciones objeto de estudioefatpendienteBerrios, Cheong & Justen,

2013, tal y como se muestra enTlabla 21

Como se puede observar enl@bla 21, cinco de las muestras objeto de estudio (CF, CF#1
CF#2, CF#3 y CF#4) corresponden a harinas sin papcmientras que las siete formulaciones
restantes corresponden a las formulaciones argsrsmmetidas a dos tipos de tratamientos de
extrusion diferentes (a 140 °C: CE140, E140#1, E240E140#3; y a 160 °C: CE160, E160#3
y E160#4). Todas las muestras se homogenizarotvgrmaron utilizando un molino Cyclone
(Udy Corp., Fort Collins, CO, EE.UU.) equipado cora pantalla de 0,5 mm. Posteriormente,
las muestras fueron almacenadas en recipienteheosa temperatura ambiente y enviadas
al Departamento de Nutricion y Ciencia de los Alies (Unidad de Bromatologia) de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutdaddadrid, donde fueron almacenadas en
condiciones de ausencia de humedad y temperatubgemsten hasta el momento de ser

analizadas tal y como se muestra eRi¢ara 34.
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Tabla 21.Descripcién de las harinas de lentejas analizadas

Tipo de harina Muestra  Caracteristicas

Sin procesar CF Harina cruda de lenteja

(Crudas) CF#1 Harina cruda de lenteja + 4 % levadura nutricional
CF#2 Harina cruda de lenteja + 8 % levadura nutricional
CF#3 Harina cruda de lenteja + 12 % levadura nutricional
CF#4 Harina cruda de lenteja + 16 % levadura nutricional

Extruidas (140 °C) CE140 Harina de lenteja extruida 140 °C
E140#1 Harina de lenteja extruida 140 °C + 4 % levadutacianal
E140#2 Harina de lenteja extruida 140 °C + 8 % levadutacianal
E140#3 Harina de lenteja extruida 140 °C + 12 % levadurtaicional

Extruidas (160 °C) CE160 Harina de lenteja extruida 160 °C
E160#3 Harina de lenteja extruida 160 °C + 12 % levadurtaicional
E160#4 Harina de lenteja extruida 160 °C + 16 % levadurtaicional

Para llevar a cabo @roceso de extrusionse empled un extrusor de doble tornillo Clextral
EVOL HT32-H (Clextral, Inc., Tampa, FL, EE.UU.) caornillos co-rotatorios y de
entrecruzamiento estrecho, con capacidad paradin@cia aproximadamente 50 kg de
alimentacion/hora. El extrusor estaba equipadoseis secciones de barril, cada una de 128
mm de longitud. La temperatura de la Gltima secdélrcilindro y la matriz se mantuvieron a
140 6 160 £ 1 °C. El didmetro del tornillo (D) fde 32 mm vy la longitud total del tornillo
configurado (L) fue de 768 mm, lo que dio una rélad/D total de 24. La velocidad de los
tornillos se control6 mediante un variador de vielad de 74,8 kW, modelo ACS600 (ABB
Automation, Inc., New Berlin, WI, EE.UU.) y se manb constante a 500 rpm. Se utilizé una
combinacion de elementos de alimentacion, transpotbmpresion y amasado para
proporcionar una configuracion de tornillo de cartederado (patente pendient&g(rios,
Tang & Swanson, 2008

La mezcla se dosificé en el orificio de alimentacmediante un alimentador gravimétrico de
pérdida de peso de dos tornillos, Modelo LWFD54@rton Corp., Pitman, NJ, EE.UU.) a
una velocidad de 20 kg/h. Se suministr6 agua alsat mediante una bomba de piston triple
de carrera variable con émbolos de 12 mm, tipo BB-Bran y Luebbe, Wheeling, IL,
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EE.UU.) para proporcionar un contenido de humedadl fde aproximadamente 17 %.
Finalmente, las formulaciones de lenteja fueromugdds a través de dos matrices circulares,
cada una de las cuales contaba con una abert3r& dan de diametro. Se controlo la presion
en la matriz con un transductor de presion, TipdI2¥5M (Dynisco Instruments, Sharon, MA,
EE.UU.). Se utilizé un ordenador PLC + Industrialién-Bradley, Milwaukee, WI, EE.UU.)

y el software Intouch (FITSYS PLUS, ver 1.23) pageoger datos de parametros de extrusion
a intervalos de 1 s. Los datos se recogieron amdamente 10 minutos después de que las

condiciones de operacion de torsion y presion estv en un estado estacionario.

CF CFil CFi2 CFi#3 CFi#4

CE140 E140#1 E140#2 E140#3

CE160 E160#3 E160#4

Figura 34.Harinas de lenteja analizadas (Foto: Maria Ciudad)
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4.3. METODOLOGIA ANALITICA

En todas las muestras de harina de lenteja obgetstiidio se determiné el contenido de fibra
(insoluble, soluble y total), arabinoxilanos (sdésb y totales), azUcares solubles,
galactosidos, tocoferoles y compuestos fendlicadividuales. También se analizé la
concentracion de algunos compuestos consideradosutaientes (inositol fosfatos,
inhibidores de tripsina y lectinas) y se evalu@adtiividad antioxidante de dichas muestras
mediante 3 métodos de capacidad antioxidante difese

4.3.1. Determinacion del contenido de fibra: insohbie, soluble y total

El contenido de fibra de las muestras analizaddst®emino siguiendo el método enzimético-
gravimétrico de la AOAC (Ref. 993.19 y 991.42), mtificandose la fibra insoluble, soluble y
total (Latimer, 201). Este procedimientdE€quema J) ha sido anteriormente descrito en el
apartado 3.3.1. de la presente Tesis Doctoral.l Eas® del analisis de las formulaciones de
harina de lenteja se partié de 0,4 g de muestra.résultados se expresaron en g/100 g de

harina.
4.3.2. Determinacion del contenido de arabinoxilarso

Tal y como se ha explicado en el apartado 3.3a2cphcentracion de arabinoxilanos en las
muestras de harina de lenteja se determiné segdétetio colorimétrico descrito pbouglas
(1981)y modificado porFinnie et al. (2006fEsquema 3. Para ello se partié de 0,25 g de

muestra. Los resultados se expresaron en g/10Mhgrae.

La extraccion de azucares solublesgalactosidos se realizé por duplicado para cadsstray
utilizando el método digluzquiz et al. (1992)con algunas modificacionesgguema §. Para
llevar a cabo la determinacion, se pesaron 0,1 @gata harina de lenteja y se afiadieron 5 mL
de etanol acuoso (50 %). Tras homogeneizar entuttex (IKA T-10) (1 minuto en frio), se
centrifugd durante 10 minutos a 10000 rpm y el sobdante fue recogido por decantacion.
Para completar la extraccion, el mismo procesoepéid 2 veces mas con el precipitado
resultante. Los tres sobrenadantes obtenidos selammz y se purificaron a través de una
columna C18 (Waters 500 mg/6 cc) previamente atdivcdn 3 mL de etanol y 6 mL de agua
Mili-Q y conectada a un sistema de vacio (Supé&t&olJU.). La columna se lavd con 3 mL de

etanol acuoso (50 %) y todo el filtrado recogide@gaporo a sequedad en un concentrador de
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muestras (Uni Equip, Alemania). El residuo conde8cares solubles se resuspendié en 1 mL
de agua Mili-Q y se centrifugd durante 10 minutag0800 rpm. El sobrenadante se filtr6 a
través de un filtro de 0,45 um para eliminar cuiggumpureza en suspension y a continuacion
se inyecto la muestra en el equipo HPLC acopladm aetector de indice de refraccion

(Beckman System Gold Instrument, Los Angeles, CRAEJ.).
Las condiciones cromatogréficas fueron las siguiees:

— Tipo de columna: Spherisorb-5-NH2 (250 x 4.6 mm, i\Waters, Milford, MA,
EE.UU.)

— Fase movil: acetonitrilo/agua 60:40 (v/v)

— Flujo: 1 mL/min

— Volumen de inyeccion: 20 pL
Todas las muestras se analizaron por duplicad@separaron curvas de calibracion para todos
los compuestos analizados: sacarosa (y = 0,1938061)) maltosa (y = 0,2017x + 0,0334),
galactinol (y = 0,227x — 0,014), ciceritol (y = 93k + 0,030), rafinosa (y = 0,193x + 0,003),
estaquiosa (y =0, 217x — 0,008) y verbascosady591x — 0,0984).

Tanto los azucares individuales comodegalactosidos se cuantificaron por comparacion con
estandares externos de sacarosa, maltosa, rafasiaquiosa y verbascosa (Sigma, St. Louis,
MO, EE.UU.). En el caso del ciceritol y el galaotinlos patrones fueron purificados y
amablemente suministrados por la Dra. A. I. PioitavCieslak (Olsztyn-Kortowo, Polonia).
Ambos compuestos fueron aislados de garbanzosdsigrsu extraccion y purificacion se llevo
a cabo con etanol/agua (80 %; v/v) y mediante ilization secuencial de columnas de
intercambio aniénico (Dowex-H catiénico (Dowex-C) y columnas de charcoal-celite. A

continuacion, los azucares purificados fueron ifieatios por RMN.

Se observo una respuesta lineal en el rango (dng/BIL para maltosa y 0 — 4 mg/mL para
sacarosa, galactinol, ciceritol, rafinosa, estaspig verbascosa), con un coeficiente de
correlacion de 0,99. Los resultados se expresarongég de harina.
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Esquema 8 Extraccion y determinacion de azucares solubtegalactosidos

Pesar 0,1 g de muestra

!

Anadir 5 mL de etanol acuoso (50 %)

l Homogeneizar 1 min en frio

Centrifugacién (10 min, 10000 r.p.m.)

Sobrenadante ‘_l

Precipitado

Sobrenadante | Homogeneizar con 5 mL de

Sobrenadante ‘—‘ etanol 50 %y centrifugar (x 2)

Precipitado

ey RECOgeT juntos los 3 sobrenadantes (en Erlenmeyer de 25 mL)

l

!

Lavar la columna con 3 mL de etanol 50 %

!

Recoger todo junto y llevar a sequedad

C18 (Waters 500 mg/6 cc) previamente
activada (pasar 3 mL de metanol y 6 mL
de agua. No dejar secar la columna)

v
Resuspender en 1 mL de H,0 y centrifugar (10 min, 10000 r.p.m.)

Filtrar por 0,45 pm

\
Inyectar en HPLC-IR (20 pL)
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4.3.4. Determinacion del contenido de tocoferoles

El contenido de tocoferoles se determiné siguiamdprocedimiento previamente optimizado
y descrito poBarros et al. (2008aEsta metodologia ha sido detallada en el apaBa18. de
este trabajoEsquema 3. Para ello se partio de 0,5 g de muestra. Ladtegts se expresaron

en mg/100 g de harina.
4.3.5. Determinacion de los compuestos fendlicoslimiduales

Los compuestos fendlicos se analizaron medianteCH&toplado a detector fotodiodo-array

(PDA) con ionizacion por electrospray (ESI) y espmuetria de masas (MS).

En primer lugar se llevé a cabodatraccion de estos compuestos. Para ello, se peso 1 g de
cada muestra, se afadieron 40 mL de metanol y simtaen agitacion magnética durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacion g filttravés de filtro de pliegues (Whatman
N° 4). Sobre el residuo sélido se adicionaron 4G&metanol, se combinaron ambos extractos
y se evaporaron a sequedad mediante rotavapordlidejdchwabach, Alemania) a 35 °C. Los
extractos se redisolvieron en metanol, hasta uneetdracion final de 20 mg/mL, se filtraron

a través de un filtro Whatman de 0 4% y se transfirieron a viales topacio hasta suisisal

por HPLC.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se llevé a cabo atiip un
sistema HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scieqtian José, CA, EE.UU.) equipado con
un detector de diodos y acoplado a un espectrottonde masasBgssada et al., 20).6La
deteccidn por espectrofotometria de masas se deadiz medio de un APl 3200 (Applied
Biosystems, Darmstadt, Alemania), con analizadortrdenpa de iones triple-cuadruplo
equipado con una fuente de electropulverizaciéteotrosprayde iones (ESI). El registro de
los espectros se realizé mediante el modo de i@ative entre m/z 100 y 1700. Los
cromatogramas se registraron a las longitudes die caracteristicas de las diferentes clases de
compuestos fendlicos: 280 nm para derivados deit®sol y 370 nm para derivados de

flavonol.

Para la identificacién de los compuestos fendlem$izo una comparacion de su tiempo de
retencion UV-visible y los espectros de masa obtende distintas soluciones patron (siempre
y cuando estuvieran disponibles). En el caso deamar con patrones, los compuestos

fendlicos correspondientes se identificaron teveatiente a través de su tiempo de retencion y
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comparando con informacién obtenida de los datssodibles en la biblioteca de compuestos
o de los datos descritos en la literatura.

Para la cuantificacion de los compuestos fenélsmprepararon curvas de calibracién con

patrones del mismo grupo de compuestos. Los resgltse expresaron en mg/100 g de harina.
4.3.6. Determinacion del contenido de inositol fosfos

El contenido de inositol fosfatos, tanto individesl(inositol tetrafosfato: IP4; inositol
pentafosfato: IP5; inositol hexafosfato: IP6) cototales se determind mediante HPLC, por

intercambio idnico en fase reverg&squema 9 (Burbano et al., 1995

Para llevar a cabo este andlisis, se parti6 dg@mos de muestra, que se homogeneizaron
junto con 10 mL de HCI 0,5 M, agitando durante Tuto con Ultraturrax (IKA T-10).
Posteriormente se centrifugé (15 min, 15000 rpngeytomaron 5 mL del sobrenadante
obtenido, sobre los que se afadieron 25 mL de dfgia.volumen se pasoé a través de una
columna de intercambio anidénico fuerte SAX (Variarge/500 mg), previamente activada (3
mL de metanol seguidos de 3 mL de HCI 0,5 M), yeotada a un sistema de vacio (Supelco,
EE.UU.). A continuacién se lavo la columna con 2aelagua Mili-Q. Tras este procedimiento,
las moléculas de inositol fosfatos retenidas emlamna se eluyeron con 2 mL de HCI 2M. El
eluyente recogido se evaporo a sequedad y el eeseldisolvié con 0,5 mL de una solucién
tampodn preparada con 1,6 mL de hidroxido de tetilamwonio (TBNOH, 40 % v/v en agua),
0,2 mL de HSQ: 5M y 0,1 mL de &cido formico al 91 % (esta soladi@mpon se enraso hasta
100 mL con metanol acuoso 51,5 %). A continuacéngentrifugd (6 min, 120000 rpm) con el
fin de eliminar cualquier material en suspensidrsdbrenadante se coloco en viales hasta que
la muestra se inyecto en el equipo HPLC (BeckmateByGold Instrument, Los Angeles, CA,
EE.UU.).
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Esquema 9 Extraccion y determinacion de inositol fosfatos

Pesar 0,5 g de muestra

}

Anadir 10 mL de HCI 0,5M

}

Agitacién en Ultraturrax (1 min)

|

Centrifugacién (15 min, 15000 r.p.m.)

|

Tomar 5 mL de sobrenadante

|

Anadir 25 mL de agua

|

Columna de intercambio aniénico fuerte SAX
(Varian, 3cc/500mg) (previamente activada
con 3 mL de metanol y 3 mL de HC1 0,5 M)

A 4

Desechar todo el filtrado <= Lavar columna con 2 mL de agua

\ 4

Columna SAX (con inositol fosfatos)

A 4

Eluir insitol fosfatos con 2 mL de HCl 2 M

v

Evaporar a sequedad

v Preparaciéon de 100 mL de solucion
tampon: 1,6 mL de TBNOH + 0,2 mL
de H,SO4; 5 M + 0,1 mL de acido
férmico al 91 % (enrasar hasta 100
v mL con metanol:agua (51,5:48,5)

Disolver el residuo en 0,5 mL de solucién tampén

Centrifugacién (6 min, 10000 r.p.m.)

v

Traspasar sobrenadante a un vial

\ 4

Inyectar en HPLC
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Las condiciones cromatogréficas fueron las siguiees:

— Tipo de columna: macroporouspolymer PRP-1 (1501xrdm i.d., 5 “m, Hamilton,
Reno, Nevada, EE.UU.)

— Temperatura: 45 °C

— Fase movil: metanol/agua 51,4:48,5 (v/v), con 0@ BNOH (40 % en agua, Sigma,
St. Louis, MO, USA), 0,1 % ded30Qs 5M, 0,05 % de &cido férmico al 91 % (Sigma,
St. Louis, MO, EE.UU.) y 100 pL de acido fiticort@/mL)

- pH: 4,3

— Flujo: 1 mL/min

— Volumen de inyeccion: 10 pL

Todas las muestras se analizaron por duplicad@segararon curvas de calibracion utilizando
fitato de sodio (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) (6 mg/mL, y = 0,144x + 0,016;°R 0,99).
Los resultados se expresaron en mg/g de harina.

4.3.7. Determinacion del contenido de inhibidoresedtripsina

La actividad de los inhibidores de tripsina (AlT§ determind espectrofotométricamente,
siguiendo el método enzimatico descrito pézlham & Domoney (2000En primer lugar se
llevé a cabo laxtraccion de estos compuestdssguema 10, para lo que se pesaron 0,025 g
de cada muestra y se afiadi6 1 mL de HCI 0,05 Ma BEwsizcla se mantuvo en agitacion
magneética durante 1 hora a 4 °C y a continuaciénes¢rifugd (Sorvall Microspin 24S,
EE.UU.) durante 10 min a 6.600 g. El sobrenadaltenido se mantuvo en refrigeracion hasta
el momento del analisis. El método empleado perdéterminar la capacidad que tienen las
muestras para inhibir la actividad enzimatica deijpsina control. Para ello, se empleal-
benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) (Sigm&t. Louis, MO, EE.UU.) como sustrato
cromogénico. Se trata de una amida que al serlizigda por accion de la tripsina da lugar a
un compuesto coloreadp-fitroanilina) cuya absorbancia se midio, tras 19 de incubacién

de los extractos a 37 °C, a una longitud de onddl@eam. Este valor de absorbancia de-la
nitroanilina esta directamente relacionado corbkoebancia de la tripsina. Se considera que
una unidad inhibidora de tripsina (UIT) se correxfmcon un incremento de 0,01 unidades de
absorbancia (a 410 nm), utilizando un volumen dg&aym de 10 mL. En estas condiciones vy,

puesto que la AIT se expreso en términos de ungddddripsina inhibidas, se establece que
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una unidad de inhibidor de tripsina (UIT) es lataad de inhibidor que reduce 0,01 unidades
de absorbancia, en relacion con la reaccion cod#&dtfipsina Ecuacion 1Q. Con el fin de
estandarizar el método para poder hacer compaexcientre los resultados obtenidos, se
establecio por convenio que la absorbancia delraode tripsina a la longitud de onda
establecida (410 nm) debe ser préxima a 0,4 (edte de absorbancia se obtiene cuando el
100 % de la tripsina ha sido inhibida por la mwgstr

Absorbancia control tripsina—Absorbancia muestra
0,01

UIT =

Ecuacion [10]

El fundamento de este ensayo se basa en que lisdores de tripsina presentes en las
muestras analizadas se unen al centro activo depkina, produciendo una inhibicién
enzimatica competitiva e impidiendo que la tripsawle sobre los sustratos de reaccion
(BAPNA). Como consecuencia, disminuye la cantidap-ditroanilina liberada y la intensidad
de la coloracién es menor que la que se produda exaccidén control de tripsina. De esta
manera se obtienen valores de absorbancia de kestnasi inferiores a 0,4.

Partiendo de estas premisas y teniendo los exsrdetéas muestras preparados, se procedié a
la valoracion de los controles de tripsingpositivo y negativo)Esquema 1). Para ello, en
tubos eppendorf mantenidos a 37 °C (bloque tertiwest®, Grant Boekel, Inglaterra), se
pipetearon 20QL de una solucién tampén Tris-HCI 0,05 M (pH = A3)00uL de solucién

de tripsina (tripsina de pancreas bovino) (Sigmanmrania) en HCI 1 mM (0,001/50; p/v). Las
condiciones de almacenamiento (a 5 °C durante noaima semana) de la solucion de tripsina
son importantes para que no se produzcan pérdelastd/idad. En el caso del control de
tripsina positivo, pasados 2 minutos desde la @&alide esta solucion, se afiadieron pD@le
solucion BTC precalentada a 37 °C. La solucién BE€Greparé diariamente con 10 mL de
tampdn Tris-HCI 0,05 M (pH = 8,2), 2G de CaC} 1 M (el C&* es necesario para evitar la
inactivacion autolitica de la tripsina) y 100 de la solucion de BAPNA (40 mg de BAPNA
diluidos en 1 mL de dimetilsulféxido. Importante menimiento en congelacion/hielo hasta su
utilizacion). Después de 10 min de incubacion &3%e afadieron 1Q@Q de acido acético al

30 %, con el fin de detener la reaccion enzimata. el contrario, en el caso del control
negativo de tripsina, el acido acético al 30 % (kDPse afadio 45 segundos después de la

incorporacion de la solucion de tripsina y, 1 minutl5 segundos después, se adicionaron los
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500 uL de solucién BTC. De igual manera, la incubacié87a°C se mantuvo durante 10
minutos. Una vez finalizada esta incubacién, tamel caso del control positivo, como en el
caso del control negativo, se procedié a centriflgs soluciones a 6.600 g durante 4 min
(Sorvall Microspin 24S, EE.UU.) y, a continuaciose midio la absorbancia 410 nm
(espectrofotdmetro Beckman DU-7, EE.UU.), obtengemal valor muy préximo a 0,4 unidades
de absorbancia.

Para lavaloracion de los inhibidores de tripsina presentesn las muestra®bjeto de estudio
fue necesario llevar a cabo pruebas con distintbdmenes de los extractos, con el fin de
obtener valores de absorbancia inferiores a 0,én®, al igual que en el caso de los controles
de tripsina, se llevaron a cabo valoraciones pasty negativas de las muestresquema
10). Los volumenes de extracto adecuadosuly para cada muestraldbla 22), se
incorporaron a los eppendorf termostatizados £37 & continuacion, se adiciono el volumen
(y uL) de tampdn Tris-HCI 0,05 M (pH = 7,5) necesardwgobtener un volumen final de 200
uL. En el caso de la valoracion positiva, seguidamer afiadieron 2Q4. de la solucién de
tripsina y pasados 2 minutos, durante los queltwyar la inhibicién enzimética, se adicionaron
500uL de la solucion BTC (esta solucion debe estarghestada a 37 °C). Tras un periodo de
incubacion de 10 min se afiadieron 1Q0de acido acético al 30 % para frenar la reaccion
enzimatica. A continuacion la muestra se centrif{g600 g, 4 min) y se midio la absorbancia
a 410 nm de longitud de onda. Por su parte, easal de la valoracién negativa de la muestra,
gue se utilizé como blanco del ensayo, el proceatitoi fue el mismo con la salvedad de que
los 200uL de solucion de tripsina se sustituyeron por 20@e HCI 1 mM. De cada extracto,

se llevaron a cabo 3 valoraciones positivas y @raalones negativas.
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Esquema 10 Extraccion y valoracion de los inhibidores dpdima presentes en las muestras

Pesar 0,025 g de muestra

!

Anadir 1 mL de HC1 0,05 M

}

Agitacién magnética (1 h a4 2C)

|

ipitad0 g=— Centrifugacién (4 min, 6.600 g)

!

Sobrenadante (extracto con los inhibidores de tripsina)

= Extraccion

—_—
Mantener en
congelacién/
bano de hielo

G

Pipetear x pL de sobrenadante + y pL de Tris-HC1 0,05M (pH = 7,5)
(Volumen final = 200 pL)

Bano termostatizado
a37°C

l 1

Valoracion positiva Valoracion negativa

| |

Anadir 200 pL de HCl 1 mM

Anadir 200 pL de solucién de tripsina
~— Valoracion

l 2 min
Anadir 500 pL de solucién BTC (a 37 2C)
Agitacién manual

l 10 min incubacién

Anadir 100 pL de 4cido acético al 30 %
Agitacién manual

}

Centrifugacién (4 min, 6.600 g)

|

Leer absorbanciaa 410 nm

1 2 min

Anadir 500 pL de solucién BTC (a 37 2C)
Agitacién manual
l 10 min incubacién

Anadir 100 pL de 4cido acético al 30 %
Agitacién manual

|

Centrifugacién (4 min, 6.600 g)

|

Leer absorbanciaa 410 nm
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Esquema 11 Valoracion de la solucién de tripsina utilizadsno control (positivo y negativo)

Control positivo de tripsina

Pipetear 200 pL de Tris-HC10,05M (pH = 7,5)

|

Anadir 200 pL de solucién de tripsina

l 2 min

Anadir 500 pL de solucién BTC precalentadaa 37 °C
Agitacién manual
1 10 min (reaccién enzimatica)
Anadir 100 pL de &cido acético al 30 %
Agitacién manual

|

Formacién de p-nitroanilina
(compuesto coloreado)

}

Centrifugacién (4 min, 6.600 g)

!

Leer absorbanciaa 410 nm

Control negativo de tripsina

Pipetear 200 pL de Tris-HC10,05M (pH = 7,5)

}

Anadir 200 pL de solucién de tripsina

l 45s

Anadir 100 pL de 4cido acético al 30 %
l 1min 15s

Anadir 500 pL de solucién BTC precalentada a 37 2C

Agitacién manual

l 10 min (No reacciéon enzimatica)

Centrifugacién (4 min, 6.600 g)

|

Leer absorbanciaa 410 nm
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Tabla 22 Volumen de extracto de cada una de las muestrdmnas de lenteja (crudas y

extruidas), empleado en la valoracion de la adiyide los inhibidores de tripsina

Tipo de harina Muestra Volumen de extracto (x uL)
Crudas CF 19
CF#1 20
CF#2 20
CF#3 19
CF#4 22
Extruidas (140 °C) CE140 120
E140#1 120
E140#2 120
E140#3 120
Extruidas (160 °C) CE160 120
E160#3 120
E160#4 120

4.3.8. Determinacion del contenido de lectinas

El contenido de lectinas en las muestras analizadagstimé utilizando un ensayo de
hemaglutinacion, que se llevé a cabo en célulagudaeas tratadas con tripsina y procedentes
de ratas Wistar (Animalario Central de la Faculidel Bioldégicas de la Universidad
Complutense de Madrid). La extraccion se realizd woa solucion de tampon fosfato salino
(PBS) 0,2 M (pH = 7,4) y la actividad de hemaglatidn de los extractos de las muestras se
evalué por un procedimiento de diluciones serigdasbas et al., 2019c Una unidad de
hemaglutinacion (HU) se definié como la cantidadmdgestra (gramos) que induce el 50 % de
la aglutinacidn de eritrocitos. En cada ensayodeyod un control positivaRhaseolus vulgaris
cvs. Processor) y un control negatifhéseolus vulgarisvs. Pinto) y se preparé un patron de
lectina de lentejaLens culinarisL.) purificada (LCA) diluida en PBS 0,01 M (pH =47,
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(Arribas et al., 2019c Los valores se expresaron en HU/kg de harinami&mo, para
cuantificar el contenido de lectinas en las harotgeto de estudio, se llevé a cabo un ensayo
ELISA competitivo indirecto Quadrado et al., 2002; Morales et al., 2Q1para lo que se
prepard una curva de calibracion con el patrén @a (0,001-100Qug/mL). Los resultados

obtenidos mediante esta técnica se expresaronrearpaje de LCA.
4.3.9. Evaluacion de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidantelleearon a cabo tres ensayos vitro
diferentes, con el fin de analizar tanto la capatightioxidante total (método de DPPH y poder
reductor) Esquema 5 y Esquema 6, respectivamenteomo la capacidad de inhibicion de la
peroxidacion lipidica (método de la inhibicién delecoloracion di-caroteno) Esquema j

de las muestras objeto de estudio. El procedimier@diante el cual se llevaron a cabo estos
ensayos se ha descrito anteriormente en el apadt8d® de la presente Tesis Doctoral. Los
resultados de EGse expresaron en mg/mL de extracto metandlico.

Con el fin de realizar una interpretacion objetiedos resultados obtenidos se llevé a cabo un
estudio estadistico empleando el programa Statgpsptus 5.1. Los datos se analizaron
estadisticamente con un nivel de confianza del 95é4levo a cabo uemnalisis de la varianza

(ANOVA) y se aplico el test de Duncan. El nivel de sigaifion estadistica se fijo en p < 0,05.
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION DE HARINAS DE LEGUMBRES

Los resultados correspondientes al andlisis damlasstras de harina de lenteja han sido
publicados en dos articulos, que se presentantengacion. El primero de ellog\(ticulo 2),

se publico en la revistaood & Functionen el afio 2018 (doi: 10.1039/c7fo01730h) y eseél
recogen los resultados relativos a compuestos tvoac(fibra, arabinoxilanos, compuestos
fendlicos, tocoferoles) asi como los obtenidosadeMaluacion de la actividad antioxidante.
Estas determinaciones se llevaron a cabo en elridepento de Nutricién y Ciencia de los
Alimentos (Unidad de Bromatologia), de la Faculidel Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid y en el Laboratorio de Quangi@ioquimica Aplicada, perteneciente
al Departamento de Bilogia y Biotecnologia (DBB) @entro de Investigacion de Montafia
(CIMO), Escuela Superior Agraria del Instituto Bé&tnico de Braganca (IPB) anteriormente
mencionada, en el marco de una estancia interredai@eninvestigacion predoctoral. Por otro
lado, en elArticulo 3, que se publicé en la reviskood Chemistryen el afio 2020 (doi:
10.1016/j.foodchem.2020.126175), se recogen ladtae®s obtenidos del andlisis de azlUcares
solubles yu-galactésidos, asi como de algunos compuestosdawagios como antinutrientes
(inositol fosfatos, inhibidores de tripsina y leets). El estudio de estos compuestos se llevo a
cabo en el Departamento de Tecnologia de Alimatgbmstituto Nacional de Investigacion y

Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) anteriorntercitada.
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4.4.1. Articulo 2: Contenido de fibra, arabinoxilaros, tocoferoles, compuestos fendlicos

individuales y evaluacién de la actividad antioxidate en las muestras objeto de estudio

Article 2. Bioactive compounds and antioxidant capeity of extruded snack-type products
developed from novel formulations of lentil and nutitional yeast flours

Maria Ciudad-Mulero, Lillian Barros, Angela FernasdJosé De J. Berrios, Montafia Camara,
Patricia Morales, Virginia Fernandez-Ruiz, Isab#1.R. Ferreira. (2018). Food & Function, 9,
819-829. DOI: 10.1039/c7fo01730h

/

A Soluble dietary fibre
A Arabinoxylans

2
3 °
j;f

/

WV Catechin heteroside

% Quercetin derivatives

V¥ Tocopherols

Figure 35. Graphical abstract article 2.
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»
Food & g’mm
Function
PAPER
M) Check for updates Bioactive compounds and antioxidant capacity of

extruded snack-type products developed from
novel formulations of lentil and nutritional yeast
flours

Cite this: Food Funct, 2018, 9, 819

Maria Ciudad-Mulero,?® Lillian Barros, (2 °° Angela Fernandes,” José De J. Berrios,”
Montafia Camara, 2 Patricia Morales, ' ? Virginia Fernandez-Ruiz ) *® and
Isabel C. F. R. Ferreira (D*°

Abstract

Pulses are well known to be gluten-free functidoatls that provide a rich source of nutritional
and healthy compounds with antioxidant-promotiniyég. In the present study, the bioactive
compounds, dietary fibre, arabinoxylans, individofaénolic compounds and tocopherols, were
evaluated in different lentil flours (raw and exted at 140 and 160 °C) formulated with
nutritional yeasts, along with the changes induggdhe extrusion process. The total dietary
fibre and arabinoxylan content significantly (p 0%) increased after the extrusion process
while a significant decrease of all tocopherol ®ofs was also observed. Catechin, caffeic,
kaempferol and quercetin derivatives were idertifirethe raw and extruded lentil flours. The
decreases of total phenolic and individual phenotimpounds were directly related to the
extrusion temperature; total phenolics and catelbxoside exhibited a larger decrease in the
lentil flours formulated with higher content of nitibnal yeast (12 and 16 %). The antioxidant
activity results, determined using different assagflected the important effect of extrusion

processing and food ingredients.

Keywords: lentils, extrusion, phenolics, dietary fibre, l@ireoxylans, antioxidant properties
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4.4.2. Articulo 3: Contenido de azucares solublesy-galactésidos, inositol fosfatos,

inhibidores de tripsina y lectinas en las muestrasbjeto de estudio

Article 3. Novel gluten-free formulations from lenil flours and nutritional yeast:

evaluation of extrusion effect on phytochemicals ahnon-nutritional factors

Maria Ciudad-Mulero, Virginia Ferndndez-Ruiz, Canm€uadrado, Claudia Arribas,
Mercedes M. Pedrosa, José De J. Berrios, JameP &icja Morales. (2020). Food Chemistry,
315, 126175. DOI: 10.1016/j.foodchem.2020.126175

Lentil flours formulations

Extrusion processing

I Prebiotic oligosaccharides l Inositol phosphates

=Raffinose

l Trypsininhibitors
=Stachyose
=Verbascose l Lectins

L TR

Development of innovative, gluten-free, high-quality,
safe and healthy food products
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Abstract

The food industry is increasingly innovating anglgmg new processing technologies and
ingredients to develop novel food products thattrtireeconsumers’ demand. In this study, the
effect of extrusion (at 140 °C and 160 °C) was w&d in different lentil flours formulations
enriched with nutritional yeast in terms @fjalactosides (raffinose, satachyose, verbascose),
inositol phosphates (IPs), trypsin inhibitors aedtins content. The content @fgalactosides
and IPs was determined by high performance ligordmatography (HPLC). Trypsin inhibitor
activity (TIA) was evaluated using a small-scalemfitative assay. The lectin content was
analysed using a haemagglutination assay and a €iivg Indirect Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Extrusion promotedgaiicant increase, up to 85% in total
a-galactosides content. After extrusion, IPs contess significantly decreased and TIA and
lectins content had a reduction higher than 90%tusion demonstrated to have a beneficial

effect by increasing desirable prebiotic compouanl$ decreasing non-nutritional factors.

Keywords: lentils, extrusion, trypsin inhibitors, inositol péphatesg-galactosides, lectins
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4.5. DISCUSION INTEGRADORA DE HARINAS DE LEGUMBRES
4.5.1. Estudio del contenido de fibra, arabinoxilaas, aztcares solubles y oligosacaridos

Desde el punto de vista nutricional, las legumls@s alimentos muy interesantes, con alta
densidad de nutrientes, que se caracterizan peemigg humerosos compuestos bioactivos
relacionados con propiedades beneficiosas pa@ud.sEste grupo de alimentos destaca por
su contenido de fibra, especialmente rica en costpague forman parte de la fraccion soluble
de la misma, como los arabinoxilanos y los oligasdos tipoa-galactosidos, y ademas
destacan por su contenido en almidon resistengeperenecen a la fraccion de fibra insoluble
(Berrios et al., 2013; Camara et al., 2017; De Looe@arretero & Guasch Pereira, 2D17

En el presente trabajo se analiz6 el contenidobda finsoluble, soluble y total), asi como el
contenido de arabinoxilanos (solubles en agua ale®) y oligosacaridos (y otros azucares
solubles) de distintas harinas de lenteja enrigiasccon levadura nutricional. Asi mismo, se
evalud el efecto del proceso de extrusion (a 14Q % 160 °C) sobre estos compuestos
bioactivos.

Como se puede ver en el Articulo 2 (apartado 4edladpresente Tesis Doctoral), en las
formulaciones crudas de harina de lenteja, el oihbedefibra total varié entre 13,10 y 18,39
g/100 g, en las muestras CF y CF#3, respectivamsietedo la fraccion de fibra insoluble la
mayoritaria en todas las muestras analizadas,sempendo entre el 68,1 % (CF) y el 83,6 %
(CF#1) de la fibra total. Por su parte, como erasfgerar, la fibra soluble, presumiblemente
formada principalmente por arabinoxilanos y olig@salos, se encontr6 en menor
concentracion (2,58 — 4,62 g/100 g, en CF#4 y Crethectivamente).

El contenido de fibra en distintas harinas de ldges ha sido estudiado por distintos autores.
En el caso de las harinas de alubRisaseolus vulgarig.), Berrios et al., (2002éncontraron
valores similares a los obtenidos en nuestro toalpajesto que en sus estudios se observo que
el contenido de fibra insoluble y soluble fue de781g/100 g y 6,02 g/100 g de harina,
respectivamente. Posteriormente, en 2@Hyios et al. publicaron un estudio en el cual la
fraccion de fibra insoluble también fue la mayaré@n harinas de lenteja, guisante y garbanzo,
obteniéndose para este tipo de muestras concamtescde fibra insoluble entre 10,4 y 15,4
g/100 g de harina, mientras que los valores da Bbfuble estaban comprendidos entre 0,27 -
0,75 g/100 g de harinaBérrios et al., 2010 Mas recientementéylorales et al. (2015b)

analizaron distintas formulaciones de harinas déesje y obtuvieron valores de fibra total

155



(12,42 g/100 g) e insoluble (12,31 g/100 g) sireaa los encontrados en este trabajo, mientras
gue en las muestras analizadas por estos autarfraction de fibra soluble (0,11 g/100 g)
presento valores inferiores a los nuestros. Eitdeatura cientifica también esta recogido el
contenido de fibra total en harinas elaboradasot@s legumbres como el guisante (10,2 g/100
0), el garbanzo (15,4 g/100 g), la soja (22,6 gi0Pel altramuz (35,1 g/100 g)dhreis et al.,
2016.

En la Tabla 2 de la introduccién de la presente Tesis Doctoealrezogen los valores
encontrados en la bibliografia cientifica relatiascontenido de fibra (insoluble, soluble y
total), asi como el contenido de arabinoxilanoslistintas legumbres. Estos valores han sido
agrupados en [@abla 23, con el fin de poder establecer una comparacifme ¢as distintas
legumbres, teniendo en cuenta el contenido de filarabinoxilanos.

Si tenemos en cuenta los rangos de concentracsdrgoano el contenido medio de estos
compuestosTabla 23), se observa que los altramucksdinussp.) son las legumbres que
mayor contenido de fibra total e insoluble presenteguidos de las alubiaBh@seolus
vulgarisL.), mientras que los valores mas bajos se carregm a los guisanteBigum sativum

L.). En el caso de la fraccion de fibra soluble,secencontraron diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) entre las distintas le@ues objeto de comparacion.

156



Estudio de harinas de legumbres

Tabla 23. Contenido de fibra (insoluble, soluble y totalanabinoxilanos totales en distintas

legumbres (valores expresados en g/100 g, SSS)

Fibra Fibra Fibra
Total Insoluble Soluble 2 Referencias
Harin_as d? Ciudad-Mulero
lenteja objeto Rango 12,28-19,78 8,10-1598 2,42-6,30 3,55-8,00 tal. 2018
de estudio etal,
Campos-Vega et
Rango 23,00-37,60 20,00 - 36,10 0,30 - 6,00 0,97 — z,g@, 2000:
n Demirbas, 2005;
(Ié?#;zgglus Dodevska et al.,
. 2013; Pérez-
vulgarisL.) Hidalgo et al.,
. 1997; Tosh &
Media 28,90 25,9% 3,37 1,59 Yada, 2010
Ul Rango 13,80-24,70 9,07 -22,70 2,00-4,74 - Mattila et al,
. . - 2018; Millar et
(Viciafabal.) ~ Media 19 o5 15,89b 337 ; al., 2019
Martin-Cabrejas
e a— Rango 17,60-22,00 10,00-19,54 1,51 -8,00 " et al, 2006:
(Cicer arietinum Pérez-Hidalgo et
L.) Media 19,68% 15,04% 4,63 - al., 1997; Tosh
& Yada, 2010
Ciudad-Mulero
et al., 2018;
Rango 13,11 - 26,86 8,93 — 24,46 1,52 -7,00 1,03 — 5,£&mirbas, 2005;
Dodevska et al.,
Lentejas 2013; Duerias et
(Lens culinaris ﬁ‘/ll" ) 2016;
L) artin-Cabrejas
’ et al, 2006;
Pérez-Hidalgo et
. b b al., 1997; Tosh
Media 18,66 15,57 2,953 3,26 & Yada, 2010:
Wang et al,
2009
Guisantes  Rango 14,00-26,00 9,77-1500 2,00 —9,00 1,07 DodevsKa et al.
(Pisum sativum Vedia al. 2019: Tosh
L) 17,62 11,4P 5,25 1,07 & Yada, 2010
Altramuces Rango 47,50 42,00 550 ) Mattila et al.,
(Lupinussp.)  Media 47,50 42,00 5,50 i 2018

Los rangos de variacién asi como los valores mestoban calculado en base a los datos encontradizs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente sagtifias (p <

0,05), tras andlisis estadistico (ANOVA simple) raetk el test de Duncan. AX: arabinoxilanos
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Si nos centramos en el efecto querelceso de extrusiortiene sobre el contenido de fibra de
los productos alimenticios, se observa que, enité@srgenerales, este proceso tecnoldgico no
suele afectar al contenido de fibra total en legesilingh et al., 2007 Sin embargo, se ha
visto que la matriz alimentaria sobre la que seagste tratamiento condiciona enormemente
los efectos del mismo, tal y como se observa emlssstras de harina de lenteja enriquecidas

con levadura nutricional analizadas en este estudio

En el presente trabajo, el contenido de fibra w¢dlas muestras extruidas a 140 °C y a 160 °C
vario entre 16,57 y 19,61 g/100 g y entre 16,6897 g/100 g de harina, respectivamente. Se
observé que el contenido de fibra total de las tdaciones de lenteja extruidas a 140 °C
disminuyo significativamente (p < 0,05) al aumemgvorcentaje de levadura nutricional de la
formulacion. Sin embargo, cuando aumenté la tenperade extrusion a 160 °C, con la
excepcion de la muestra control (CE160), el codtede fibra total aumento significativamente
(p <0,05).

Esta tendencia ha sido previamente observada persds autores, tanto en harinas de
legumbres como en harinas de cereales. Por ejeBipkstrom et al. (198&omprobaron que

al aumentar la temperatura (150 - 200 °C) se pfadutincremento en el contenido de fibra
en harinas de trigo. Este mismo efecto se obsertédenas de cebadddgsanthan et al., 20p2

y en galletas elaboradas a partir de salvadogteéritruido Reyes-Pérez et al., 201 gnientras
que otros autores han observado la tendencia @yueshprobando un descenso del contenido
de la fibra total como consecuencia de la extrusibiegumbres como los guisantes (con una
disminucién del 3 — 9 %), las alubias secas (reghan su contenido un 16 %), los garbanzos
(disminuyendo su contenido un 25,72 %) y las akibaillas (con una reduccion del 37,58 %)
(Frias et al., 2011, Korus et al., 2006; Mahadevar&ni&aranathan, 2004

Por otro ladoyaro et al. (1983y Alonso et al. (2001ho encontraron cambios significativos

en el contenido de fibra total en harinas extrudiasigo (a 161 - 180 °C) y de alubias comunes
(a 150 -155 °C). No obstantehih et al. (2009toncluyeron que el contenido de fibra podia
aumentar, disminuir o mantenerse sin cambios tnaeeso de extrusion dependiendo de las

condiciones de la materia prima y de los paramettibzados en el proceso.

Como ya se ha mencionado, la fraccion de fibralumde fue la mayoritaria en todas las
formulaciones analizadas y su contenido varié derahproceso de extrusion sin ajustarse a
un patron claro. Los resultados mostraron una digondn del contenido de fibra insoluble en
las muestras E140#1, E140#3 y E160#3, mientrasaguauestras CE140, CE160, E140#2 y

158



E160#4 presentaron un aumento de esta fraccidibide En esta misma linedasanthan et
al. (2002)confirmaron que los cambios en el contenido d&afibsoluble en harinas de cebada
dependian de la variedad utilizada para la obterd®da harina. Recientementeribas et al.
(2019d)analizaron distintas formulaciones a base de dortificadas con algarrobo y alubias
y observaron que el contenido de fibra insolubleresstujo entre un 19 — 95 % como
consecuencia del proceso de extrusién a 125 °C.

En el caso concreto de la fibra soluble en las tmae®bjeto de estudio, se ha visto que el
proceso de extrusion favorece el incremento de &stzion. Este efecto se observo
principalmente en las muestras CE140 y E160#4a®odales la fibra soluble aumenté un 38
% y un 46 %, respectivamente. Esta fraccién débla festa constituida principalmente por
pectinas, algunas hemicelulosas, gomas, mucilagusira. Los arabinoxilanos solubles y los
oligosacaridos no digeribles también forman pagdadfibra soluble y son responsables de
algunos de los beneficios que la fibra tiene parslud, destacando el efecto prebidtico de los
mismos (Ciudad-Mulero et al., 2019; Tungland & Meyer, 208i comparamos nuestros
resultados con los obtenidos por diferentes autdesios et al. (2010no encontraron
variaciones significativas en el contenido de fiwluble después del tratamiento de extrusion
a 160 °C de harinas de lenteja y garbanzo, sinmgmpen el caso de harinas de guisante seco,
apreciaron un aumento de esta fraccion. Por otim, las resultados obtenidos pdorales et

al. (2015b)mostraron que el proceso de extrusion puede dar b un aumento significativo
del contenido de fibra soluble en distintas formigdaes de harinas de lenteja, observandose
este mismo efecto en harinas de cebada y en sdacdksiz y calabaza tal y como publicaron
Delgado-Nieblas et al. (201§)Vasanthan et al. (2002)

Aunque no hay una tendencia clara, los resultabtenaos por distintos autoreSdlgado-
Nieblas et al., 2015; Vasanthan et al. 200@s permiten suponer que el aumento de fibré tota
gue tiene lugar durante el proceso de extrusi@eke al incremento de la fibra soluble, puesto
que este aumento es mayor que la reduccion quededge en el contenido de fibra insoluble.
Una posible justificacion de esta tendencia esdyuante el proceso de extrusion, la matriz
alimentaria esta sometida a altas temperaturdigerzas de cizallamiento que pueden provocar
modificaciones fisicoquimicas en la fibra. En estatido, como consecuencia del tratamiento
termo-mecanico, tiene lugar una redistribucionagedistintas fracciones de la fibra. Algunos
componentes de la fraccion insoluble sufren ungnientacion y pasan a formar parte de la
fibra soluble, haciendo que aumente esta fracdiayds-Pérez et al., 20130tro posible
proceso mecanico que podria explicar el increméata fibra soluble es la gelatinizacién del
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almidon que tiene lugar durante la extrusion. Aungs posible que durante este proceso no
ocurra una gelatinizacion completa, se ha compmbhad mejora la digestibilidad del almidon
(Wang & Klopfenstein, 1993debido a que el almidon resistente se fragmenteogno
consecuencia, aumenta el contenido de fibra sqlyale@ue los productos resultantes de la
degradacion del almidén son totalmente fermentadies colon Garcia Peris, 20048ingh et

al., 2007.

Tal y como se ha indicado anteriormente dabinoxilanos son unos compuestos destacados
dentro de la fraccion soluble de la fibra. Com@sgede ver en el Articulo 2 (apartado 4.4. de
la presente Tesis Doctoral), en las muestras daahde lenteja analizadas, el contenido de
arabinoxilanos totales (TOAX) en las formulaciomesdas varid entre 3,66 y 7,18 g/100 g

(muestras CF#2 y CF#4 respectivamente), repressimestos valores hasta un 40 % de la fibra
total. Por otro lado, la concentracion de arabilaoxis solubles en agua (WEAX), en las

muestras crudas oscil6 entre 1,07 (CF y CF#1) 4 ¢/300 g (CF#2).

En todas las muestras analizadas, se observé wnémsignificativo (p < 0,05) en el contenido
de arabinoxilanos, tanto solubles en agua com&eftdespués del tratamientoederusion.

En este sentiddircila et al. (2015)studiaron los cambios que se producian en laaién

de los principales componentes de la fibra delaskd\de trigo tras someterlo a un proceso de
extrusion y sus resultados indicaron que estentiate#o tecnoldgico afecta principalmente a
los arabinoxilanos, cuya extraccion fue mayor enasb del salvado extruido. Estos autores
observaron que las condiciones de extrusion inflefagran medida en la extraccion de estos
compuestos y comprobaron que las condiciones mésafales de extraccion consistian en una
baja humedad de la materia prima y una baja veddaig| extrusor. Por su parktéoncu et al.
(2016) estudiaron el efecto de la extrusion sobre lobiaoxilanos presentes en harinas de
cebada y sus resultados indicaron que, en el caslasdharinas crudas, el contenido de
arabinoxilanos oscil6 entre 3,09 - 4,14 %, mienqaes en el caso de las harinas extruidas estos
valores fueron ligeramente superiores (entre 3,448 %). Sin embargo, en el caso concreto
de las harinas de lentejas, existe muy poca infoidnasobre el impacto que el proceso de

extrusion puede tener en el contenido de arabizoad de las mismas.

La literatura cientifica relativa al contenido dal@noxilanos en legumbres es muy escasa. A
dia de hoy, unicamente existe un estudio realieadel 2013 porDodevska et alen el que

analizaron el contenido de arabinoxilanos en afybdéntejas y guisantes, obteniendo valores
comprendidos entre 1,03 y 2,21 g/100 g. No obstaleigido a la importancia en la salud que
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tienen estos compuestos, y al papel que desempafidegumbres en la alimentacion de la
poblacion, seria importante profundizar sobre sggmcia en este grupo de alimentos mediante
la realizacion de estudios cientificos que permamapliar el conocimiento en este campo de

investigacion.

Respecto al estudio de otros compuestos de gramarelia dentro de la fraccion de fibra
soluble como son lasligosacaridos en este trabajo se caracterizaron la rafinosatéagiosa

y la verbascosa. Ademas, se identificaron y cueatin otros azucares solubles como la
sacarosa y la maltosa (disacaridos) y el galacyiroticeritol (di- y trisacaridos de tipo azucar-

alcohaol).

La sacarosa fue en azlcar soluble mayoritario griolanulaciones crudas analizadas y su
concentracion oscil6 entre 5,25 — 7,21 g/100 g dena (muestras CF#l y CF#4,
respectivamente). En estas muestras no sometida®@dso de extrusion, el contenido de
sacarosa generalmente aumento al incrementarsaanpaje de levadura nutricional de la
formulacién. Esto podria explicarse debido a qudeladura nutricional contiene éste
disacarido (0,10 g/100 g). El galactinol y el citt#rse encontraron en menores cantidades en
las muestras crudas y la maltosa sélo estuvo pgresenla muestra CF#4 (con un 16 % de
levadura nutricional), lo que indica que la levadnutricional, que contiene 0,21 g de maltosa
por 100 gramos, es la principal fuente de estecdiigip en las formulaciones. Ademas, el
analisis de la levadura nutricional utilizada erelaboracion de las formulaciones objeto de
estudio mostré que ésta contenia 11,08 de galaptimd 00 g. Por otro lado, el contenido total
de oligosacaridosifgalactésidos) en las muestras crudas fue de 23689-g/100 g de harina,
en las muestras CF y CF#4, respectivamente, olrslysé un incremento en la concentracion
de estos compuestos a medida que aumentd el pajecatd levadura nutricional de las
muestras. Una excepcion se encontro en la mueb#d,Que contenia un 12 % de levadura
nutricional y cuya concentracion degalactésidos (2,92 ¢g/100 g de harina) no mostrd
diferencias estadisticamente significativas (p0&Pen comparacion con la muestra CF#2 que
contiene un 8 % de levadura nutricional. Aunqueleanalisis de la levadura nutricional no se
detectaron oligosacaridos, en la literatura dieatise ha encontrado informacién sobre la
presencia de manano-oligosacaridos en la paredacetle Saccharomyces cerevisiae
(Tanimoto et al. 2002; Conejos et al., 2))1® que podria explicar el incremento en el
contenido de oligosacéaridos que se observa ernofasufaciones con mayor porcentaje de

levadura nutricional.
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Figura 37. Ejemplos de cromatogramas de la determinacic@azdeares solublesoy

galactdésidos, correspondiente a la muestras CH#1E&40#1 (b)

La Tabla 24recoge los rangos de concentracion encontradiasligeratura cientifica relativos

a la presencia de oligosacaridos (rafinosa, esiaguy verbascosa) en distintas legumbres. Se
puede observar que, en el caso de las lentggas ulinarid.), estos rangos (rafinosa: 0,27 —
1,21 g/100 g; estaquiosa: 1,81 — 3,09 ¢g/100 g;asmdsa: 0,36 — 1,65 g/100 g) son muy
similares a los obtenidos para las muestras obetestudio (rafinosa: 0,24 — 0,86 g/100 g;
estaquiosa: 1,88 — 3,31 g/100 g; verbascosa: 013@19/100 g). Si comparamos las distintas
legumbres, se puede ver que los altramudagpius sp.) presentan un contenido
significativamente superior (p < 0,05) de rafingsastaquiosa, mientras que las habésid
fabalL.) son las que menor concentracion tienen dagsaéi. Los garbanzo€icer arietinum

L.) junto con las habas son las legumbres que pi@sdos valores mas bajos de estaquiosa.
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En el caso de la verbascosa, las habas, los gess@hisum sativunl.) y los altramuces

presentan concentraciones significativamente sugsri(p < 0,05) de este compuesto, en
comparacion con las alubid3haseolus vulgarit.), los garbanzos y las lentejas. El hecho de
que los altramuces sean las legumbres con mayteriéda de oligosacaridos se relaciona con
el mayor contenido de fibra (especialmente fiblalde) de los mismos, en comparacion con

el resto de legumbre3gbla 23).

En el presente trabajo, tal y como se ha indicaderiarmente, también se analizaron los
azucares solubles y los oligosacaridos en las d=objeto de estudio, siendo la rafinosa, la
estaquiosa y la verbascosa, los oligosacaridosn&acims en las mismas. kigalactésido
mayoritario fue la estaquiosa, seguido de la rahnpla verbascosa, salvo en la muestra CF#4
en la que la verbascosa se encontré6 en mayor admjige la rafinosa. Estos resultados estan
acorde con los obtenidos previamente parales et al. (2015a)Estos autores analizaron
distintas formulaciones a base de harina de leet@jguecidas con distintos tipo de fibra y
encontraron que el contenido total agalactosidos vario entre 2,6 y 4,2 g/100 g. Ademas
unos afios ante8errios et al. (2010analizaron estos compuestos en otras formulacidaes
harina de lenteja y obtuvieron valores ligeramenteriores de rafinosa (0,31 g/100 g de
harina) y estaquiosa (1,48 g/100 g de harina).d®ar lado,Hefnawy (2011)cuantifico la
cantidad de rafinosa, estaquiosa y verbascosdementies harinas de lentejas, observando que
la cantidad de estos compuestos fue de 0,40 g/10@% g/100 g y 0,48 g/100 g de harina,
respectivamente. En la literatura cientifica se dérarontrado valores de rafinosa y estaquiosa
en distintas legumbres. En el caso de los garbapstss valores son similares a los obtenidos
en nuestro trabajo, ya que oscilan entre 0,57 3 §,6le rafinosa/100g y 0,74 - 1,17 g de
estaquiosa/100 g. Ademas, también se ha estudiaclintentracién de estos compuestos en
guisantes (0,48 g de rafinosa/100g; 0,64 g de aistsa@100 g) y alubias (0,25 — 0,51 g de
rafinosa/100 g; 1,65 — 2,49 g de estaquiosa/1q@#@)chez-Mata et al., 1998; Sanchez-Mata
et al., 1999
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Tabla 24. Contenido de oligosacéaridos tipegalactésidos (rafinosa, estaquiosa y verbascosa)

en distintas legumbres (valores expresados en g, 1€¢¥)

Rafinosa

Estaquiosa

Verbascosa

Referencias

Harinas de lenteja
objeto de estudio

Rango

0,24 -0,86

1,88-3,31

0,32-1,61

Ciudad-Mulero
et al., 2020b

Alubias
(Phaseolus
vulgarisL.)

Rango

0,39 -0,66

1,56 - 5,23

Berrios et al.,

0,06 — 0,51 2002; Cardador-

Media

0,54

3,48

0,283

Martinez et al.,
2020; Fan et al.,
2015; Moussou
etal., 2017; Siva
etal., 2019

Habas
(Vicia fabal.)

Rango

0,11-0,48

0,72 -1,37

2,28 — 3.67 Fan et al,,

Media

0,26

1,02

2,72

2015;
Moussou et al.,
2017; Njoumi et
al., 2019

Garbanzos
(Cicer arietinumL.)

Rango

0,44 - 0,69

1,41 -2,94

Berrios et al.,

0,08 — 0,12 2010; Moussou

Media

0,57°

1,93

0,11

et al, 2017
Njoumi et al.,
2019; Siva et al.,
2019

Lentejas
(Lens culinarisL.)

Rango

0,27 -1,21

1,81 -3,09

036-165¢ 4.

Media

0,49

2,25%

0,94

Berrios et al.,
2010; Hefnawy
2011;
Morales et al.,
2015a; Moussou
et al., 2017;
Njoumi et al.,
2019; Siva et al.,
2019

Guisantes
(Pisum sativunL.)

Rango

0,33-1,56

2,02 -3,09

2,01-3,21

Media

0,97¢

2,56%

2,6

Berrios et al.,
2010; Fan et al.,
2015; Moussou
etal., 2017

Altramuces
(Lupinus sp.)

Rango

0,89-1,35

3,98 - 8,34

2,10-4,24

Media

1,1r

6,16

3,17

Osorio et al.,
2018

Los rangos de variacion asi como los valores meskoban calculado en base a los datos encontradlzs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente sagtifias (p <

0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) maete el test de Duncan

La concentracion de azucares solubles (sacarossaagalactinol, ciceritol) encontrada en

el presente trabajo también es similar a la qudservé en los estudios anteriormente citados.

ConcretamenteSanchez-Mata et al. (1998studiaron el contenido de estos compuestos en

lentejas (sacarosa: 1,04 — 1,43 g/100 g; maltg$d:-00,20 g/100 g; ciceritol: 1,36 — 1,82 g/100
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g), guisantes (sacarosa: 2,45 g/100 g; maltosa: @100 g), alubias (sacarosa: 1,45 — 3,49
g/100 g; maltosa: 0,40 — 0,87 g/100 g) y garbarfgasarosa: 1,09 — 2,28 g/100 g; maltosa:
0,57 — 0,61 g/100 g; ciceritol: 2,51 — 2,79 g/100Rpr lo general, los resultados de estos
autores muestran valores mas bajos de sacarosatigackes mas altas de maltosa, en

comparacion con los resultados obtenidos en nugatrajo.

Al igual que ocurre con otros compuestos, el efdetaextrusion sobre los azucares solubles

y los a-galactésidos depende de las condiciones del proesnperatura y humedad,
especialmente), la matriz alimentaria y el hechquieno todos los azlucares se ven afectados
en la misma medida por este tratamiento tecnold@iocabas et al., 2019c En el caso de las
muestras analizadas, el contenido de sacarosaghiécativamente inferior (p < 0,05) en las
formulaciones extruidas que en las correspondientestras crudas. Esto podria deberse a que
como consecuencia de las altas presiones y lastaltgperaturas que se emplean durante el
proceso, la sacarosa se podria hidrolizar en ghut@s fructoseSingh et al., 2007 En el caso

de la maltosa, el contenido de este disacaridogkreralmente superior en las muestras
extruidas, mientras que el efecto de la extrustdmesel galactinol y el ciceritol no siguié un

patrén consistente.

Como consecuencia de la extrusion, se observéaranrento significativo (p < 0,05) en la
concentracion total de-galactésidos (rafinosa, estaquiosa y verbascostdas las muestras
analizadas, con la excepcion de la muestra E1@#8presento un contenido similar que su
correspondiente muestra cruda (CF#3). Ademas, essel de las formulaciones consideradas
como control (sin levadura nutricional incorporadel) contenido total de-galactésidos
presento diferencias estadisticamente significat{pa< 0,05) tras someter las muestras a las
distintas condiciones de extrusion (140 °C y 160 E@ este sentido, el contenido totalede
galactésidos fue superior en las muestras extruadd$0 °C. El contenido de rafinosa y
verbascosa aument6é significativamente (p < 0,0#5 k& extrusién y este hecho repercute
directamente en el incremento observado en la otrac@on total den-galactdsidos. Sin

embargo, el efecto de la extrusion sobre el cotiethé estaquiosa no sigue una tendencia clara.

El aumento de la concentracion degalactésidos tras la extrusion ha sido previamente
observado por otros autoresrijbas et al., 2019c; Berrios et al., 2002; Begrad al., 2010;
Morales et al., 2015a; Tosh & Yada, 2D¥puede deberse a que durante este proceso tienen
lugar modificaciones en la pared celular que dgar@a un aumento en la extractabilidad de

los a-galactésidos de la matriz alimentaria. Ademassa®e que la coccion por extrusion
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mejora el valor nutricional de las formulacionesdmas en harinas de legumbres, puesto que
los oligosacéaridos se consideran compuestos caroefgebiotico (osh & Yada, 201
Teniendo en cuenta que el efecto de la extrusiotagriegumbres depende de la matriz
alimentaria y de las condiciones del tratamiensoingortante seleccionar los ingredientes y
optimizar los pardmetros del proceso con el finqde el producto extruido mantenga o
incremente el contenido degalactésidos, de manera que los productos aligiestgue se
obtengan presenten un valor afadido, atribuidofedt@ prebiotico de estos compuestos
(Arribas et al., 2019c; Morales et al., 201Bafterson et al., 2017

4.5.2. Estudio del contenido de tocoferoles

En el presente trabajo, se caracterizaron los eitasa-, - y y-tocoferol en todas las muestras
objeto de estudio. Ej-tocoferol fue el compuesto mayoritario en la hasirde lenteja
analizadas tal y como habian demostrado previanwns autores en estudios anteriores
(Morales et al., 2015b; Zhang et al., 2D1@omo se puede ver enTabla 25, este vitAmero
(y-tocoferol) es el mas abundante en todas las legesnbsiendo su contenido
significativamente superior (p < 0,05) en los attr@es upinussp.) y en los garbanzadSiter
arietinumL.) que en otros alimentos de este grupo, comalldsas Phaseolues vulgarik.),

las habas\(icia fabal.), las lentejasl(ens culinarid..) o los guisantedRijsum sativunb..).

En el caso de las muestras objeto de estudio, mtemiolo total de tocoferoles en las
formulaciones crudas oscilé entre 2,05 mg/100 ge§tra CF#4, con 16 % de levadura
nutricional) y 3,02 mg/100 g de harina (muestra Cleén 4% de levadura nutricional), estando
estos valores dentro del rango encontrado endgfitra cientifica (0,91 — 6,44 mg/100 Q)
(Tabla 25).
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Estudio de harinas de legumbres

Tabla 25. Contenido de tocoferoles-focoferol,y-tocoferol y tocoferoles totales) en distintas

legumbres (valores expresados en mg/100 g, ssS)

a-tocoferol

y-tocoferol

Tocoferoles

Referencias
totales

Harinas de lenteja
objeto de estudio

Rango

nd — 0,07

nd — 2,98

Ciudad-Mulero et al.,

nd - 3,03 2018

Alubias
(Phaseolus vulgaris
L.)

Rango

nd - 0,23

1,00 - 4,85

Boschin & Arnoldi,
1,22 -8,60 2011: Kan et al.,
2017; Kan et al.,

Media

0,06

2,59

2018; Padhi et al.,

4,62 2017

Habas
(Vicia fabal.)

Rango

nd - 0,84

0,78 —5,60

Boschin & Arnoldi,

0,90 - 6,19 2011, Fernandez-

Media

0,44

3,07

Marin et al.,, 2014;

2,96 Kan et al., 2018

Garbanzos
(Cicer arietinumL.)

Rango

0,32-2,36

6,44 — 14,18

Boschin & Arnoldi,
6,49 — 17’052011; Fernandez-

Media

1,74

10,07

Marin et al.,, 2014,
11,72 Padhi et al.,, 2017;
Sarmento et al., 2015

Lentejas
(Lens culinarisL.)

Rango

nd — 0,44

1,62 -6,35

Boschin & Arnoldi,
2011; Ciudad-Mulero
0,91-6,44 ¢t al., 2018;

Fernandez-Marin et

Media

0,18

3,958

al., 2014; Kan et al.,
2018; Morales et al.,
3,92 2015b, Padhi et aI.,
2017; Zhang et al,
2014

Guisantes
(Pisum sativunL.)

Rango

nd — 0,96

0,62 -13,30

Boschin & Arnoldi,
0,85 -14,002011; Fernandez-
Marin et al., 2014;

Media

0,27

5,28

557 Kan et al., 2018; Padhi
etal., 2017

Altramuces
(Lupinus sp.)

Rango

nd -0,55

6,12 - 20,10

6,32 -13,40g05chin & Armoldi,

Media

0,28

13,07

9.8 2011; Frias et al., 2005

Los rangos de variacién asi como los valores mestoban calculado en base a los datos encontradizs e
literatura cientifica. En cada columna, letras reifées indican diferencias estadisticamente saatifias (p <
0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) etk el test de Duncan. nd: no detectado.

Entre los numerosos factores que afectan a laikkdtabde las vitaminas durante el proceso de

extrusion, se incluyen las condiciones de mezclado, la teatpex, la presion, la humedad, o

la velocidad a la que se lleva a cabo el procesntD de las vitaminas liposolubles, la vitamina

Ay la vitamina E son las més sensibles a la eitnu$or su parte, la vitamina C, la vitamina
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B1 y el acido folico (B) son las vitaminas hidrosolubles que se ven mé&dadas por este
tratamiento tecnoldgicds{az et al., 2000

Segun lo esperado, el contenido de todos los vitésnde tocoferol estudiados se redujo
significativamente (p < 0,05) después de la extrugise observé un descenso entre el 81,5 %
y el 92 % en el contenido total de tocoferoles.o®tautores han observado una reduccion
similar en el contenido de estos compuestos bigecttomo consecuencia de la extrusion en
distintas matrices alimentariasig¢rales et al., 2015b; Sundarrajan, 2014; Zielinskial.,
20013.

En el caso de harinas de legumbriggrales et al. (2015@studiarorformulaciones de harina
de lenteja enriguecidas con fibra alimentaria, sepbaron una reduccion del 83 — 94 % en el
contenido de tocoferoles de las muestras extr@da®0 °C, en comparacion con las muestras
no procesadas. Recientemernitejbas et al. (2019aomprobaron que el proceso de extrusion
conllevo una disminucion significativa en el comtiende todos los vitameros de tocoferoles,
en formulaciones a base de arroz, algarrobo yadyukiendo e}-tocoferol el Gnico vitamero

detectado en algunas formulaciones extruidas.

Las condiciones a las que se lleva a cabo la eatrusfluyen en el efecto que este proceso
tecnoldgico tiene sobre el contenido de los difesgritdmeros de vitamina E. En este sentido,
un estudio realizado en almortdsathyrus sativusl.) confirmd que el incremento de la
temperatura de extrusion favorece la disminucidraietenido des-tocoferol, mientras que el

aumento de la humedad se relacion6 con valoredbajds dey-tocoferol Grela et al., 1999

Por otro lado, en el caso de cereales extruideng\cebada, trigo y centeno), se ha visto que
el contenido total de tocoferoles disminuyé entré0e% y en 93 % después de someterlos al
tratamiento térmico (extrusion a 120 °C). Tambiéma observado que la matriz alimentaria
sobre la que se aplica la extrusion condicionaa@de reduccion del contenido de vitamina
E, cuyas pérdidas fueron menores en el caso deilsalde avena en comparacién con harinas

obtenidas a partir de otros cerealégl{nski et al., 2001a

En pseudocereales como el amaradmdgranthus caudatuks.) o la quinoa Chenopodium
quinoaWilld) y en leguminosas del géndrapinuscomo el altramuz también se ha visto una
disminucién entre el 40 % y el 77 % en el contenadal de tocoferoles como consecuencia de

la extrusion Gundarrajan, 2034
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Los resultados obtenidos en el presente trabajaa@sd la informacién disponible en la
bibliografia cientifica, ponen de manifiesto quepdimizacion de los parametros de extrusion
(temperatura, humedad, velocidad, entre otros)teeundamental para disminuir las pérdidas

de vitamina E que estan asociadas a la aplica@@st tratamiento tecnologico.

4.5.3. Estudio del contenido de compuestos fendlectndividuales y totales)

El perfil de compuestos fendlicos de las lente]Jasn$ culinarisL.) ha sido ampliamente
estudiado por diferentes autores, analizandosentdistvariedades de diversos lugares de
procedencia. Entre los numerosos estudios reakzadlore la composicion fendlica de estas
legumbres, se pueden citar, entre otros, los llevadcabo en lenteja Pardiey(ilera et al.,
2010; Duenas et al.,, 2006; Duefias et al., y0entejas verdesA(marowicz et al., 2010;
Troszyiska et al., 201)] lentejas rojasAmarowicz et al., 2009 brotes de lenteja (0szyhska

et al., 201), cubiertas de semilla de lentejdifali et al., 2019, diferentes cultivares de lenteja
canadiense/(shikh et al., 2015; Zhang et al., 2Q]1Semillas de lentejas var. Brotes de Tina
(Swieca et al., 20)2lentejas castellanas de Espaiadiias et al., 2006distintos genotipos
de lentejas comercialesahnson et al., 20),3Lens culinarisvar. Morton Zou et al., 201},
Lens culinarisMedik. cv. Dimitra Giannakoula et al., 20),20 en diferentes cultivares de
lentejas de Idaho (EE.UU.X( & Chang, 201 También se han estudiado los efectos de la
coccion y la germinacién sobre la composicion feadtle las lentejadDenas et al., 2016;
Zhang et al., 2004

En el presente este estudio, se evaluaron los oanraucidos por el proceso de extrusion en
la composicion de compuestos bioactivos, incluidsscompuestos fendlicos, de las distintas
formulaciones de harina de lenteja enriquecidas lewadura nutricional. En las muestras

analizadas se detectaron ocho compuestos fendbeds,de los cuales eran derivados de
flavonol, uno derivado de flavan-3-ol y otro dedweade acido fendlico. El hexdsido de

catequina fue el compuesto fendlico mas abundami@seformulaciones objeto de estudio. Se
trata de un compuesto mayoritario en las lentajas & igual que el kaempferol tetraglucosido
y los kaempferol triglucésidos, ha sido identifiogoreviamente por muchos de los autores

anteriormente citados.

En las muestras analizadas, el contenido de congsuiesolicos totales, y particularmente el
contenido de hexosido de catequina (compuesto ifenddrincipal), aumenté de forma
proporcional al incremento del porcentaje de levadautricional incorporado en las

formulaciones de harina de lenteja.
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Tabla 26. Contenido total de compuestos fendlicos en dedifegumbres (valores expresados

en mg/100 g, sss)

Harinas de lenteja objeto de

estudio A
Alubias Rango
(Phaseolus vulgarid..) Media
Habas Rango
(Vicia fabal.) Media
Garbanzos Rango
(Cicer arietinumL.) Media
Lentejas Rango

(Lens culinarisL.)
Media
Guisantes Rango
(Pisum sativumL.) Media
Altramuces Rango
(Lupinus sp.) Media

Contenido fendlico total

2,47 — 84,31
14,70 — 418,40
216,53
2,88 — 366,70
109,58
2,75 — 459,70
141,89

19,06 -1.200
699,32
17,93 — 250,00

160,65
13,03 — 328,90

182,78

Referencias

Ciudad-Mulero et al., 2018

Grela et al., 2017b; Lafarga et
al., 2019

Grela et al., 2017b; Lafarga et
al., 2019; Magalhdes et al.,
2017

Grelaetal., 2017b; Han & Balik,
2008; Lafarga et al., 2019;
Magalhdes et al., 2017

Grelaetal., 2017b; Han & Balik,
2008; Lafarga et al., 2019

Grelaetal., 2017b; Han & Balik,
2008; Lafarga et al., 2019

Grela et al., 2017b; Magalhaes
et al., 2017

Los rangos de variacion asi como los valores meskoban calculado en base a los datos encontradizs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente satifias (p <

0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) etk el test de Duncan.

En laTabla 26 se recogen los rangos de concentracion de congguistolicos totales en

distintas legumbres encontrados en la literatweatifica. Se observa que el contenido total de

estos compuestos es significativamente superigr@®5) en las lentejas€ns culinarisL.),

que en el resto de legumbres objeto de compara€giel caso de las muestras analizadas en

este estudio, el contenido total de compuestodifesode las formulaciones crudas fue de

45,80 — 82,94 mg/100 g, en CF y CF#4, respectivéanencontrandose dichos valores dentro

de rango segun datos bibliograficos (19,06 — 1r26A.00 g).

Analizando el efecto de kxtrusion, se observé que la temperatura a la que se lleabael

proceso estaba directamente relacionada con lardisin del contenido total de fenoles asi

como con la reduccién del contenido de cada udosdeompuestos fendlicos individuales. En

las muestras control (sin levadura), y particulartaen la muestra CE160 (extruida a 160 °C),

se aprecio una marcada disminucién (97 %) en dkoado total de compuestos fendlicos en

comparacion con la muestra CE140 (extruida a 130P@ otra parte, la tendencia observada
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indica que, tanto el contenido fendlico total coeiocontenido de hexodsido de catequina,
experimentaron una mayor reduccion en aquellasdsague llevaban mayor proporcion de
levadura (12 % y 16 %) en su formulacion, sienda esduccion del 90 % y del 95 % en el
caso de las muestras extruidas E160#4 y E140#3eatdsamente. El resto de compuestos
fendlicos con menor peso molecular, también expartaron una disminucion en su contenido,
pero este descenso fue menos acusado, probabledediti a la hidrdlisis parcial de los
fenoles conjugados, que inicialmente se encontrabatos covalentemente a la fraccion de
fibra insoluble y que se podrian liberar tras laweston, aumentando asi la bioaccesibilidad de

estos polifenoles\(anach et al., 2004; Wang et al., 2014

Generalmente, se piensa que los tratamientos teginos que se aplican durante el procesado
de los alimentos causan pérdidas sustancialesceminido de compuestos antioxidantes, sin
embargo, se ha visto que la coccion por extrusi@ue afectar positiva 0 negativamente a la
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos eangs de cereale8Vang et al., 2014 Esto
puede explicarse debido a que la alta temperatlaiagae se lleva a cabo el tratamiento de
extrusion, provoca la degradacién de los compudstasicos termolabiles mientras que, por
otra parte, como consecuencia de la alta presilicadp durante la coccién puede tener lugar
la polimerizacion de algunos compuestos fenoli€ss.este sentiddylorales et al. (2015b)
analizaron harinas de lenteja enriquecidas cometifes fuentes de fibra, observando que las
muestras que habian sido sometidas al procesamsiérn presentaban un contenido fendlico
total significativamente mayor (p < 0,05) que sosrespondientes muestras crudas. En el
citado estudio, tras la extrusion también se oldsarvaumento significativo (p < 0,05) del
contenido de acido hidroxibenzoico y acido hidroamico, mientras que el contenido de

flavonoles disminuyé significativamente despuésadextrusion.

Korus et al. (2007indicaron que los efectos de la extrusion (a 12¢ @180 °C) sobre el
contenido fendlico total de las alubid&héseolus vulgaris.) dependian del tipo de cultivar.
Al comparar las alubias crudas con las extruidasalgunos cultivares, se observd que la
extrusion se asociaba con un aumento del 14 % abntadad de compuestos fendlicos, siendo
este aumento mayor en el caso de la quercetin@n@argo, en otros cultivares analizados en
el mismo estudio, los autores observaron una distion tras la extrusion del 19 - 21 %,
atribuyendo este efecto a la reduccion en el caddede miricetina, quercetina y acidos

clorogénicos, principalmente.
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4.5.4. Estudio del contenido de inositol fosfatos

El inositol hexafosfato (IP6), también conocido co#dcido fitico o fitato, constituye una
reserva de fosforo en las semillas de legumbresiraadSe sabe que este compuesto forma
complejos con los minerales y reduce su biodispiutalol, pudiendo causar deficiencias
nutricionales Arribas et al., 2019b; Nikmaram et al., 2017; Scateal., 201). Sin embargo,

los inositol fosfatos (IP) menos fosforilados (inoistetrafosfato: 1P4, inositol trifosfato: IP3,
inositol difosfato: IP2, e inositol monofosfato:) IRan mostrado efectos beneficiosos para la
salud ya que promueven la absorcion intestinalidenales y reducen la formacién de célculos

renales lflorales et al., 2019a

En este trabajo se analizo el contenido de IP iddales (IP4, IP5 e IP6), asi como el contenido
total de estos compuestos, como se puede veratiallo 3 (apartado 4.4.2. de la presente

Tesis Doctoral).
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Figura 38. Ejemplos de cromatogramas de la determinacidonadgtol fosfatos,

correspondiente a las muestras CF#1 (a) y E140#1 (b
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En las muestras crudas (no procesadas) de harieatdg@, la concentracion total de IP fue de
366 — 564 mg/100 g de harina (muestras CF#4 y Cre¢pectivamente). Estos valores se
encuentran dentro del rango encontrado en latiteraientifica para el contenido total de IP
en lentejasl{ens culinarisl.) (327 — 122 mg/100 g)éabla 27). Los resultados mostraron que
tanto el contenido de los IP individuales (IP4,,IfP®5), como el contenido total de los mismos
en las muestras crudas, fue menor cuanto mayoelgparcentaje de levadura nutricional
presente en las formulaciones. Esta reduccion piedulerse a que ninguna de las isoformas de
IP fue detectada en la levadura nutricional y, Ipaianto, la harina de lenteja constituyo6 la
principal fuente de estos compuestos en las mgesijato de estudio. En general, el IP6 fue
la isoforma mayoritaria en todas las muestras zemddis, seguida de IP5 e IP4.

Si comparamos nuestros resultados con los disgsnén la literatura cientifica, se observa
que, en términos generales, el contenido de IRiohdales y totales es bastante similar en las
distintas legumbres, no encontrandose diferen@tdisticamente significativas (p < 0,05)
entre alubias, habas, garbanzos, lentejas, gussgratéramucesTiabla 27). Asi mismo, como

se puede ver en Teabla 27, el patron observado en las muestras objeto ddiegiP6 > IP5

> |P4) es comun en las distintas legumbres, tahyachan publicado previamente otros autores.
En concretoAlonso et al. (2001)observaron una tendencia similar en harinas d=agie
(Pisum sativuni. c.v. Ballet) y de alubiasPhaseolus vulgari&. var. Pinto) yMorales et al.
(2015a)confirmaron este patrén en distintas formulaciaiebkarina de lentejééns culinaris
Medik.).
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Tabla 27. Contenido de inositol fosfato individuales (IRBp, IP6) y totales en distintas

legumbres (valores expresados en mg/100 g, sss)

IP4 IP5 IP6 IP Totales Referencias
Harinas de lenteja Ciudad-Mulero et
objeto de estudio Rango 27 —58 68 — 159 148 — 367 261 — 575 al., 2020b
Alonso et al., 2001;
Alubias Rango 0-42 19-139 470 -1917 490 — 2.019Arribas etal.
(Phaseolus vulgaris 2019b; Burbano et
L.) . al., 1995; Pedrosa
Media 22 5% 1.07® 1.149 etal., 2015
MRS Rango 13- 63 75 - 212 345 - 610 453 — ggs5 Burbano et al,
- : 1995; Goyoaga et
(Vicia fabalL.) Media 422 168 483 711 al., 2011
Garbanzos Rango 11-57 31-144 379 - 401 435 - 602 Burbano et al,
: L _ 1995; Pedrosa et al.,
(Cicer arietinumL.)  Media 342 812 390 5112 2012
. Burbano et al,
(Lenlgj%ttlﬁlgfisl_ | Rango 19-117 48 — 281 244 — 763 327 — 1.2201995; Pedrosa et al.,
' ] 2012; Morales et
Media 55 143 444 6677 al.. 2015a
S Rango 2-49 39 - 149 350 — 882 51— 1.108 Alonso etal., 2001;
(Pisum sativurL.) Arribas et al., 2019c
' Media 3¢ 9 57¢ 711 Frias et al., 2011
AETE s Rango 52 60 — 107 314 - 754 314 —ggy Burbano et al,
LuDi 1995; Pedrosa et al.,
(Lupinussp.)  Media 52 8 595 659 2012

Los rangos de variacion asi como los valores meskoban calculado en base a los datos encontradlzs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente sagtifias (p <
0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) etk el test de Duncan.

Al analizar el efecto de lextrusion sobre los IP se aprecia que el contenido de o ta
individuales como totales, se reduce significatigata (p < 0,05) tras la aplicacion de este
proceso en las formulaciones que contienen levadutricional. En general, el contenido de
IP4, IP5, IP6 y el contenido total de IP en las stiaes extruidas a 140 °C y a 160 °C, descendio
a medida que aumento el porcentaje de levadurameesn las formulaciones, al igual que
ocurrié en las muestras no procesadas. Ademasidgegomprobar que el contenido total de
IP en las muestras extruidas fue menor que el whderen las correspondientes muestras

crudas.

Los resultados del presente trabajo concuerdatosabtenidos previamente por otros autores.
Alonso et al. (20019bservaron una reduccion significativa (p < 0,08)abntenido total de IP

en semillas de guisante extruidas, en compara@arsas respectivas muestras crudas. Esta
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reduccion también fue comprobada plarales et al. (2015&n harinas de lenteja enriquecidas
con fibra extruidas. Asimismo, se ha visto quepliicacion de otros tratamientos tecnologicos
en los que se utilizan altas temperaturas y atesgnes, como es el caso de la Descompresion
Instantanea Controlada (DIC®), también se asoaiauo@ disminucion del contenido total de
IP. En este sentidd;edrosa et al. (201@&nalizaron el efecto de esta tecnologia en distinta
legumbres (altramuz, soja, lenteja, garbanzo) gmason una reduccion muy marcada en el
contenido de IP6, lo cual resulta muy interesaniesfp que, como ya se ha indicado
anteriormente, este compuesto afecta negativanaelatéiodisponibilidad de los minerales.
Sin embargo, el IP6 también se asocia con efeabsstiyps para la salud tales como la
regulacion de los niveles de colesterol en sargrprevencion de la formaciéon de calculos
renales asi como el papel protector frente al cateecolon, por lo que resulta interesante
conservar ciertas cantidades del mismo despuésadaplicacion de los tratamientos

tecnologicos, como ocurre en el caso de la extnusio

La reduccion del contenido de IP6 depende de Ipdestura y de la humedad de la matriz
alimentaria Rathod & Annapure, 20)6En este sentid@athod & Annapure (201@valuaron

el efecto de la temperatura de extrusion sobredetivacion de factores antinutritivos, como
el acido fitico, en lentejas. Estos autores obsernvana reduccion del contenido de IP6, que
fue superior al 90 %, 97 % y 99 % cuando el prosedtevo a cabo a 140 °C, 160 °C y 180 °C,
respectivamente. En el caso de las formulacionbésudiea de lenteja enriquecidas con levadura
nutricional, analizadas en el presente trabajedaccion de la concentracion de IP6 estuvo en
el rango de 34,84 % a 48,31 %, en las muestragi@asra 140 °C y a 160 °C, respectivamente.

RecientementeArribas et al. (2019bkvaluaron el efecto de la extrusion sobre distintas
formulaciones a base de arroz, algarrobo y alulpasgesadas a 125 °C. Estos autores
observaron un descenso significativo (p < 0,08leontenido de IP6, asi como un incremento
en las isoformas de menor grado de fosforilaci®®b,(llP4). Sin embargo, en el presente
estudio, no solo disminuyo el contenido de IP63 sjue también se observo una reduccion del
19 — 51 % y del 17 — 43 % en el contenido de IRBZ4 respectivamente, después de la
extrusion. Estas diferencias en los resultadoshatiie ponen de manifiesto la importancia de
la optimizacidén de los parametros de extrusion pareseguir una reduccion de los factores
antinutritivos a la vez que se conservan las pdaaes nutricionales de los productos

alimenticios desarrollados a partir de legumbresuedas (Nikmaram et al., 2017
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4.5.5. Estudio del contenido de inhibidores de trgina

En las formulaciones de harinas de lentejas amAgzan este trabajo, la actividad inhibitoria
de tripsina mas elevada se correspondié con ladlaion cruda CF (4,32 UIT/mg de harina).
Esta muestra estaba constituida por un 100 % deahade lenteja y se observé que, a medida
que el porcentaje de levadura nutricional (con @B¥mg de levadura nutricional) aumentaba
en las formulaciones no procesadas, se produciaeduo@cion significativa (p < 0,05) de la
actividad inhibitoria de tripsina, de manera quemlaestra CF#4 (con un 16% de levadura
nutricional) present6 3,50 UIT/mg. Por tanto, ahparar la muestra control CF con la muestra
CF#4 se observo una reduccion del 19 % en la dativinhibitoria de tripsina. Los valores
obtenidos para las muestras crudas, se encueringo del rango de concentracion encontrado
en la literatura cientifica para las lentejasr(s culinarid..) (3,40 — 11,43 UIT/mg)Tabla 28).

Por otro lado, si comparamos las lentejas con dégsmbres, vemos que su contenido en
inhibidores de tripsina es significativamente iidefp < 0,05) que el que presentan las alubias
(Phaseolus vulgarit..), las habas\(icia fabal.), los garbanzosQjcer arietinumL.) o los

guisantesRisum sativunt..) (Tabla 28).

Tabla 28 Contenido de inhibidores de tripsina (UIT/mg)destintas legumbres

UIT/mg Referencias
S;[:g?os de lenteja objeto de Rango 0,18 — 4,67 Ciudad-Mulero et al., 2020b
. Rango 17,43 - 51,11 Arribas et al., 2019b;
(Phaseglﬂglsjl arid.) Guillamoén et al., 2008; Pedrosa
ek Media 28,56 etal., 2015
(Vic:;afg%z L Rango 5,31 -9,60 Guillamén et al., 2008
' Media 8,05b
Garbanzos Rango 11,70 -19,47 Guillamoén et al., 2008; Pedrosa
(Cicer arietinumL.) Media 14 6P et al., 2012; Pedrosa et al., 2016
Lentejas _ Guillamon et al., 2008; Morales
(Lens culinarisL.) Rango 340-1143 et al., 2015a; Pedrosa et al.,
Media 6,64 2012
Guisantes Rango 184-12,09 Arribas et al., 2019c; Frias et
(Pisum sativunL.) Media 8 0Zb al., 2011; Guillamén et al., 2008
Rango 0,50-1,1 ) ,
Altramuces 9 Guillamén et al., 2008
(Lupinus sp.) Media 0,83

Los rangos de variacion asi como los valores meskoban calculado en base a los datos encontradizs e
literatura cientifica. En cada columna, letras réifées indican diferencias estadisticamente sagtifias (p <
0,05), tras analisis estadistico (ANOVA simple) etk el test de Duncan.
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Los inhibidores de proteasas, se consideran castymiantinutritivos porque impiden que las
enzimas pancreaticas tripsina (inhibidores de itig)sy quimotripsina (inhibidores de
quimiotripsina) lleven a cabo su funcién y, commsmEcuencia, se reduce la digestion y la
absorcion de las proteinas. Distintos procesosolégitos disponibles en la industria
alimentaria, como es la extrusion, se aplican d¢dim &le lograr una inactivacion efectiva de
estos compuestos 0 una reduccion de los mismodgi@jo del umbral de 1 — 1,5 UIT/mg
(limite de seguridad para el consumo humaReji(osa et al., 20).2Ademas, con la aplicacion
de estos procesos, entre los que se incluyexteusion, se pueden obtener productos

alimenticios a base de legumbres con una calidactiomal mejorada.

Westfall & Hauge (1948llevaron a cabo uno de los primeros estudios equesse evalué el
efecto del tratamiento térmico (coccion a 108 °die 15 — 30 min) sobre la inactivacion de
los inhibidores de tripsina en soja. En afos suossidistintos autores han estudiado otros
tratamientos térmicos, considerandose la extrusidltas temperaturas durante tiempos cortos
uno de los mas eficaces para inactivar los inhieslde tripsinaXviles-Gaxiola et al., 2018;
Berrios et al., 2013; Edwards et al., 1994; VanRizzl et al., 1992

Las condiciones de extrusion empleadas en estajdrétemperaturas de 140 °C y 160 °C)

permitieron conseguir una reduccion significatipa<(0,05) del contenido de inhibidores de

tripsina de las muestras analizadas. Esta redutwsdde un 93,43 — 95,40 %, en comparacion
con las correspondientes muestras crudas y el msamas acusado se observo en las
formulaciones con mayor porcentaje de harina deejerfmuestras CE140 y CE160, con 100
% de lenteja). Puesto que la fuente principal #éidores de tripsina en las muestras fue la
lenteja, el contenido de estos compuestos se redogwesivamente a medida que aumento el

contenido de levadura nutricional en las formulae®

Los porcentajes de reduccion de los inhibidoresigeina que se observaron tras la extrusion
son similares a los que previamente encontrarars @utoresRathod & Annapure (2016)
comprobaron que al someter a extrusion distintoslymtos a base de lenteja se redujo el
contenido de inhibidores de tripsina en un 98 %o€£mismos autores estudiaron el efecto de
la coccion por extrusion sobre distintos antinates en fideos de lenteja y observaron una
reduccion de la concentracion de los inhibidoredrigsina del 89,9 — 97,0 %Rathod &
Annapure, 201) Asi mismoMorales et al. (2015a0mprobaron que, en el caso de distintas
formulaciones a base de harina de lenteja, losithties de tripsina descendian tras la

extrusion en un porcentaje superior al 90 %. Par laido,Batista et al. (2010demostraron
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que tras el proceso de extrusion a 150 °C, lasdmde alubiag®haseolus vulgarik.) reducian
en un 70 % en el contenido de inhibidores de trppgBatista et al., 2000y Arribas et al.
(2019c)indicaron que el efecto de la extrusion sobre estospuestos depende tanto de la

matriz alimentaria como de las condiciones del ggoc
4.5.6. Estudio del contenido de lectinas

Las lectinas son proteinas de unién a carbohidd@sigen no inmune, que interaccionan con
las células epiteliales del tracto digestivo. Coommsecuencia, estos compuestos pueden
producir dafios en las microvellosidades del epiteltestinal de manera que se producen
cambios en la permeabilidad intestinal y se difecld absorcién de nutrientes, pudiendo dar
lugar a deficiencias nutricionales. Ademas, puetisrer efectos toxicos o desencadenar
procesos alérgicos. Debido a su naturaleza protéasalectinas se desnaturalizan como
consecuencia de la aplicacion de calor y, pormbotasus efectos nocivos se evitan al tratar
térmicamente los alimentos. En el caso concretagdegumbres, la eliminacion de las lectinas
se consigue mediante coccion convencional o medién aplicacion de tratamientos
tecnoldgicos entre los que se incluye la extru#dgmesar de que las lectinas se han considerado
tradicionalmente como compuestos antinutritivosjosnaltimos afios estos compuestos han
sido objeto de numerosas investigaciones debids deneficios potenciales para la salud, ya
gue han mostrado propiedades antitumorales, a® capacidad para inhibir la transcriptasa
inversa del VIH, lo que permitiria utilizar estosngpuestos en la elaboracion de farmacos
dirigidos a el tratamiento de distintas patolodi#sutia et al., 2019; Cuadrado et al., 2019; De
Lorenzo-Carretero & Guasch Pereira, 2017; Gautaah ,2020; He et al., 20).8

Existen varios estudios en los que se ha analimdmntenido de lectinas en distintas
legumbres. En el caso de las alubias, se ha edtuei@ontenido de estos compuestos mediante
el ensayo ELISA, obteniéndose valores de 0,60%01% PHA (lectina d®haseolusulgaris),

para las variedades Almonga y Curruquilla, respaciente Pedrosa et al., 20)5
Recientementérribas et al. (2019ncontraron valores de 0,30 % PHA en alubias. drdé
ELISA también se ha aplicado para conocer la cadtitk lectinas que presentan las lentejas.
En este sentiddylorales et al. (2015a)btuvieron valores de 1,36 % LCA (lectina ldens
culinaris), siendo esta cantidad mas baja que la que sentedicen las muestras crudas
analizadas en el presente trabajo (30,75 — 36,8689 en CF#3 y CF#4, respectivamente).
El ensayo de hemaglutinaciéon es otra de las técreaspleadas para la determinaciéon de

lectinas en legumbres. Con la aplicacion de estednése ha visto que la cantidad de lectinas
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en guisantes es de 83,33 HU/Kgr(bas et al., 2019¢ mientras que en las lentejas los valores
son superiores de 167,67 HU/Rgdrales et al., 2019a

Las formulaciones crudas analizadas en este trgiagentaron un contenido de lectinas
significativamente superior (p < 0,05) que susespondientes muestras extruidas (a 140 °C y
a 160 °C). Los resultados de la técnica de hemagtibn mostraron que esta reduccion del
contenido de lectinas, que tuvo lugar como consexa&le someter las muestras al proceso de
extrusion, fue del 95,0 — 99,6 %, lo que indica que estrina&nto tecnoldgico es altamente
efectivo en cuanto a la inactivacion de las lestermmatrices alimentarias a base de legumbres.
Ademas, los resultados obtenidos del ensayo ELISAfirman que estos compuestos

tradicionalmente considerados como antinutriergediminan por completo tras la extrusion.

Los resultados de nuestro estudio concuerdan sapbli@nidos por distintos autores recogidos
en la literatura cientifica. Los cientificBsitterson et al. (201¢pncluyeron que la extrusion es
un tratamiento eficaz para eliminar la capacidadhdeaglutinacién de las lectinas en
legumbres, como guisantes o alubias. Ademas, dimtdss formulaciones elaboradas con
legumbres se observo que la extrusion daba lugaaaeduccion del contenido de lectinas de
entre el 50 % y el 97 %\(ribas et al., 2019c; Morales et al., 20L5a

Por ultimo, si comparamos el contenido de lectiopas presentan las distintas legumbres, se
puede observar que las lentejas son las mas ricastes compuestos mientras que los
garbanzos y los altramuces contienen la menordahtile lectinas, pudiendo incluso estar

exentos de estos compuestos antinutritiV@bla 29).
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Tabla 29. Contenido de lectinas en distintas legumbres (galexpresados en HU/kQ)

UH/kg Referencias
Harinas de lenteja Ciudad-Mulero et al.,
objeto de estudio REMTD 2,57 = 2.500 2020b
Alubias Rango 0,32 — 88,59 Arribas et al., 2019b;
(Phaseolus vulgaris Muzquiz et al., 2012; Shi et
L.) Media 45,32 al., 2018
Rango 5,52 -5,55 _
(Vicﬂaf?ﬁi Ly 9 Shi et al., 2018
' Media 5,54
Rango nd - 2,74 Pedrosa et al., 2012
(Cicgaggggﬁgrsnu Pedrosa et al., 2016; Shi et
' Media 1,37 al., 2018
. Morales et al., 2015a;
(Lenls_ecrtljtltieriz?isL) range 1051 -5 Muzquiz et al., 2012;
Media 237.93 Pedrosa et al., 2012; Shi et
al., 2018
: Rango 0,24 - 83,33 Arribas et al., 2019c;
pi Gwsa:_ltesrTL Muzquiz et al., 2018; Shi et
( ISUmM sativu ) Media 19,08 aI., 2018
Rango nd
(ﬂ}rei\rr]rsjl;cses) Pedrosa et al., 2012
pInus sp. Media Nd

4.5.7. Evaluacion de la actividad antioxidante

Tal y como ha quedado de manifiesto a lo largadbidcusion integradora, las condiciones de
extrusion repercuten en gran medida sobre el coltele compuestos bioactivos presentes en
las legumbres, de modo que es de esperar quenldiicmes a las que se lleva a cabo el proceso
de extrusion influyan enormemente en el impactoasgte tratamiento tecnoldgico tiene sobre

la actividad antioxidante de las distintas matr&i@sentarias.

Como se ha indicado previamente, la actividad aitamte de las harinas de lenteja objeto de
estudio se evalué mediante la aplicacion de treayasn vitro distintos con el fin de analizar
tanto la capacidad antioxidante total (método d@BK poder reductor), como la capacidad
de inhibicién de la peroxidacion lipidica (métode ld inhibicion de la decoloracién d&l

caroteno), mostrandose las correspondientes aisétit lag-iguras 39, 40y 41

Tal y como se muestra en lagliras 39, 40 y 41se observé que los valores desg@btenidos
mediante el método DPPH para las muestras crudestryidas fueron superiores a los

obtenidos mediante la aplicacion de los otros ersale actividad antioxidante evaluados.
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Todas las muestras extruidas con la excepcidén deukestra E140#3, en el ensayo de la
inhibicion de la decoloracion d@lcaroteno, mostraron valores de sg@ignificativamente
inferiores (p < 0,05) (mejores propiedades antiamids) que sus correspondientes muestras
crudas. En todos los casos, las formulacionesidasa 160 °C (CE160, E160#3 y E160#4)
presentaron menores valores ded:@oniendo de manifiesto la importancia que logipeatros

de extrusion tienen sobre las propiedades antintédade las distintas matrices alimentarias

estudiadas.
Muestras crudas
100
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®
0 25 50 75 100
mg / mL extracto metandlico
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" 75 -
<
2 2 50
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Figura 39. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de activatdgioxidante DPPH, realizado

en las muestras de harina de lenteja objeto ddiestu
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Estudio de harinas de legumbres
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Figura 40. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de activat#tioxidante poder reductor,

realizado en las muestras de harina de lentejaocothgeestudio
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Figura 41. Cinéticas obtenidas a partir del ensayo de inthbhice la decoloracion dék

caroteno, realizado en las muestras de harinantigdeobjeto de estudio
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Los resultados obtenidos en este estudio muestatadctividad antioxidante de las distintas
formulaciones analizadas a base de harina de deatejquecidas con levadura nutricional
aumentdé como consecuencia de la extrusion. Aunguela aplicacion de este proceso
disminuyo el contenido de compuestos fendlicosaderiuestras, esta reduccion no siempre se
asocia con una pérdida de capacidad antioxidargst@uue la actividad antioxidante de una
matriz alimentaria depende tanto de la cantidadocoel tipo de compuestos bioactivos
presentes en la mismagpnard et al., 2090En este sentidd/orales et al. (2015khhdicaron

que la capacidad antioxidante total de distintamasa de lenteja se puede incrementar después
del proceso de extrusion debido a un aumento eiotisponibilidad fendlica, ya que como
consecuencia de este tratamiento tecnolégico siemreducir la liberacion de los fenoles que
en la matriz original estan ligados a la fibra.déncreto, los arabinoxilanos que forman parte
de la fraccion soluble de la fibra, se caracteripanque su estructura esta asociada con
frecuencia a moléculas de acido feraliCoudad-Mulero et al., 2019; Saura-Calixto, 2Dgue

se liberarian tras el proceso de extrusion, quedatisbonibles para ejercer sus efectos
antioxidantes. Otros autores han atribuido el imengto de actividad antioxidante producido
tras la extrusion a la formacion de pigmentos capipdades antioxidantes resultantes de la

reaccion de Maillard§harma et al., 20)2

Sin embargo, en la literatura cientifica tambiérrsguentran datos que indican que la actividad
antioxidante de distinta matrices alimentariaseseegativamente afectada por la extrusion. En
esta lineaAltan et al. (2009pbservaron que la extrusion conllevaba una redodeinto del
contenido fendlico total como de la actividad axiiante de productos a base de cebada.
Recientementéirribas et al. (2019cgvaluaron la actividad antioxidante, mediante dioahe
ORAC, de distintas formulaciones a base de arigar@bo y guisante, confirmaron que la
composicién del producto que se somete a extrusftuye en el efecto que el procesamiento
tiene sobre las propiedades antioxidantes del midgfnoeste sentido, observaron que las
formulaciones extruidas con 20 % de guisante mmustrain aumento de la actividad
antioxidante de aproximadamente un 16 %, mientuaslas mezclas que contenian un 40 %
de guisante, mostraron una disminucién de la aad/antioxidante de 2 — 7 %, en comparacion

con sus correspondientes muestras no procesadas.

183



5. ESTUDIO DE PRODUCTOS ELABORADOS A BASE DE
HARINAS DE CEREALES Y DE HARINAS DE LEGUMBRES:
PANES Y SNACKS



En la sociedad actual los consumidores tienderseaoyproductos alimenticios novedosos con
un adecuado perfil nutricional, agradables desdgueito de vista organoléptico y con
propiedades funcionales afiadidas que les permitdemer la salud e incluso optimizarla.
Siguiendo esta tendencia, la industria alimentdra&a desarrollado nuevos productos
alimenticios a base de harinas de cereales y legaanton el fin de satisfacer las preferencias
actuales de los consumidores y cubrir la demanda falos los sectores de poblaciéon
(poblacion infantil, adolescentes, adultos y peasomayores) en cuanto a productos con un

perfil nutricional mas saludable.

La principal aplicacion de la harina de trigo partp de la industria alimentaria es la
elaboracion de pan y pastas. La norma de calidadgbgan esta recogida enratal Decreto
308/2019 en el cual se definpan, sin otro calificativo, como el producto resul@amte la
coccion de una masa obtenida por la mezcla de ahgriagua, con o sin adiciéon de sal,
fermentada con la ayuda de levadura de panificazidasa madre. Por su parte, se considera
pan integral aquél que esta elaborado con harina integralgrate entero, de acuerdo con lo
establecido en la legislacion vigentee@l Decreto 677/20)6distinguiéndose los siguientes

tipos:

— Pan 100 % integrab pan integral elaborado con harina exclusivamente integral.

— Pan elaborado con harina integral X:%an en cuya elaboracion se ha utilizado una
harina que no sea exclusivamente integral (“X” kepagcentaje de harina integral
utilizada. Dicho porcentaje se debe calcular sdardarina total utilizada en la

elaboracion).

En los ultimos afios ha tenido lugar un cambio enhiébitos de consumo de la poblacion y
como respuesta a estas nuevas tendencias de conaumdustria de la panaderia ha
desarrollado panes con cereales distintos al ttayue supone un desafio a la hora de
conseguir productos con una adecuada calidad sang&drReal Decreto 308/201ébnsidera
que elpan elaborado con harinas de cerealess aquél que esta elaborado con harina de
cereales distintos al trigo. De este modo se pudidtinguir:

— Pan elaborado con harina de otro cereak el pan elaborado, exclusivamente, con

harina de un cereal distinto al trigo.
— Pan elaborado con dos 0 mas harinas de cereae®! pan elaborado con dos o mas

harinas de cereales, entre las que puede encenglargyo.
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Por otro lado, se conside@an especialaquél que se diferencia del pan comun por su
composicién o por su elaboracién. Dentro de loepaspeciales, el pan multicereal es aquél
elaborado con tres 0 mas harinas diferentes, daitdes dos al menos procederan de cereales
(Real Decreto 308/20)9

La industria alimentaria también emplea las hariascereales en la elaboracion de otros

productos alimenticios, entre los que se incluyen:

— Pastas alimenticiasse obtienen por desecacion de una masa no feadsataborada
con sémolas o harina procedente de trigo duray sgmniduro o trigo blando o sus
mezclas y agua potable. Se distinguen las pastaerdicias simples (elaborada
Gnicamente con sémolas o harina de trigo), pasitagraicias compuestas (pueden
incorporar gluten, soja, huevos, leche, hortalizasguras, leguminosas, etc.), pastas
alimenticias rellenas (contienen en su interiorpu@parado elaborado con carne de
animales de abasto, grasas animales y vegetatafyqhos de la pesca, pan rallado,
verduras, hortalizas, huevos, etc.) y pastas atioias frescas (no han sufrido proceso
de desecacionpPlecreto 2181/19795

— Productos de bolleria estan elaborados basicamente con masa de hfeinsentada
y han sido sometidos a un tratamiento térmico amtim{rReal Decreto 496/20).0

- Productos de pasteleria y reposteriaestan elaborados basicamente con masa de
harina, fermentada o no, rellena o no, cuyos ingnees principales son harinas, aceites
0 grasas, agua, con o sin levadura. En este gripoodiuctos alimenticios se incluyen
las masas de hojaldre, las masas azucaradas, $as sscaldadas, las masas batidas y
las masas de reposterige@l Decreto 496/20).0

- Galletas estan elaboradas, fundamentalmente por una meleclharina, grasas
comestibles y agua, adicionada o no de azucaresog productos alimenticios o
alimentarios (aditivos, aromas, condimentos, esgea@tc.), sometida a proceso de
amasado y posterior tratamiento térmico, dandorlagan producto de presentacion
muy variada, caracterizado por su bajo contenidagera Real Decreto 1124/19%2

— Masas fritas son preparados alimenticios de consumo inmed#itocados por una
mezcla de agua potable, harina y sal, adicionadasd® gasificantes autorizados, fritos
en aceite vegetal comestible autorizado para éses Real Decreto 2507/1983

— Productos de aperitiva los productos de aperitivo fritos (snacks y samak) son

productos alimenticios de forma variable, de retabaja densidad y pequefio peso por
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unidad, manufacturados fundamentalmente a partirdielon procedente de productos
tales como patatas, maiz, arroz, trigo y otrostede® y otros ingredientes alimenticios.
Este tipo de productos se elaboran por extrusi@guelado u otras operaciones y
pueden freirse en aceite o grasa comestible. Poilato, los productos de aperitivo
secados u horneados (palitos, “prettzels”, lazesnjlares) son las masas de harina,
agua y otros ingredientes alimenticios que se naolé® formas caracteristicas, secados
u horneadosReal Decreto 126/1989

En el caso de las legumbres, tal y como se haaddipreviamente en la introduccion de la
presente Tesis Doctoral, los derivados de leguramee definen como los productos obtenidos
por la elaboracion de legumbres secas, aptos paamlinientacion, o destinados a servir de
materia prima para la fabricacion de productos atiticios. Dentro de los derivados de
leguminosas, se encuentran lerinas de legumbres que se definen como el producto
resultante de la molienda de las legumbres seespofhdas de la parte corticalegreto
2484/1967. Las harinas de legumbres presentan interesamtgsedades tecnolbgicas y
funcionales que permiten su utilizacion en la efabion de distintos productos alimenticios,
por lo que cada vez es mas frecuente su emple@ate de la industria alimentaria. Se
caracterizan por ser ingredientes muy versatilesogieden utilizarse en la elaboracion de una
amplia gama de productos, entre los que se inclagenitivos tipo “snacks”, cremas, salsas o
productos de reposterigg€ Lorenzo Carretero & Guasch Pereira, 2017

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para el estudio de los aspectos relativos a lalachlnutricional y sensorial de distintos
productos alimenticios elaborados a base de hadmagreales y legumbres se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la composicion nutricional de distintos ggmelaborados a base de harinas de
cereales.

2. Evaluar distintos atributos sensoriales en paradmehdos a base de harinas de cereales,
como parametros indicadores de su calidad sensorial

3. Evaluar la aceptacion por parte de los consumiddeesnacks elaborados a base de

harinas de legumbres.
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Estudio de productos elaborados a base de hamnesrdales y de harinas de legumbres: panes yssnack

5.2. MATERIAL Y METODOS
5.2.1. MATERIAL Y METODOS DE LA CARACTERIZACION DE PANES
5.2.1.1. Materiales: panes

En el presente trabajo se han analizadoo tipos de pane3#ébla 30), elaborados a partir de
harina blanca de trigd(iticum aestivunt..) junto con otras harinas (harinas especiales), como
harina de avena, centeno, harina integral de thgona integral de centeno de Baviera y

mezcla de otros ingredientes como semillas sésginasol, linaza y algarroba.

Tabla 30.Ingredientes y condiciones de fermentacion pagalistintos panes analizados

Harina de _
: - : Harina . >
Tipo de pan Cddigo trigo _ Condiciones de fermentacion
especial (9)
blanca (g)
Multicereal MB 850 150 24 horas a 4 °C
Integral decenteno de Baviera BB 500 500 24 horas a 4 °C
Integral de trigo LB 500 500 24 horas a 4 °C
Centeno RB 300 700 60 minutos a temperatura angbient
Avena (0]2] 800 200 60 minutos a temperatura ambiente

Todas las muestras de pan se elaboraron utilizi@nshasma cantidad de agua (600 mL) y de
masa madre (200 g) y las condiciones de horneatorfdas mismas en todos los casos. Sin
embargo, las cantidades de las harinas especialpkeadas en cada tipo de pan fueron
variables, como se muestra enTkbla 30. El proceso de panificacion se llevo a cabo en la
panaderia Pdo de Gimonde, en Gimonde (Bragancalgabr Las distintas harinas se
mezclaron con el agua y la masa madre y las meaiotasidas se amasaron durante 20 minutos
utilizando una batidora de panificaciéon industdel espiral (Mondial Forni, Verona, Italia)
(Figura 42). El tiempo de fermentacion en cada tipo de psid especificado en Teabla 30.

A continuacion, todas las muestras fueron horneamtasl mismo horno de panaderia
(Ramalhos, Valongo do Vouga, Portugal) durante 3@utos, a temperatura de 250 °C, se
dejaron enfriar y posteriormente se empaquetardioksas de plastico microperforadas, en las
gue se llevaron al laboratorio de analisis. Catladonstaba de 20 panes y para el andlisis de

las muestras se seleccionaron 3 panes al azadéuoada lote de los distintos tipos de pan).
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Estudio de productos elaborados a base de harnesrdales y de harinas de legumbres: panes ysnack

Figura 42. Amasado industrial (a) y manual (b) de los pgResos: Marcio Carocho)

Figura 43. Aspecto de uno de los panes tras el horneadogHdtarcio Carocho)
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5.2.1.2. Metodologia analitica de la caracterizaaidde panes

Para el estudio de los panes elaborados a basgidashde cereales se realiz6 el analisis de la
composicién nutricional de los mismos, asi comestlidio de distintos atributos sensoriales
que determinan la calidad de este tipo de produd®asa ello se llevaron a cabo las

determinaciones que se indican a continuacion.

El contenido de humedad se analizé siguiendo ebdané25.09 de AOAC. Para ello se
colocaron 2 g de muestra en una capsula de mptddapreviamente desecada y pesada. La
capsula se colocé en una estufa (Serie cient{fioatherm, Nueva Zelanda) a 100 ° C durante
5 h. Una vez transcurrido ese tiempo, la capsut@keod en un desecador y, una vez fria, se
pesoO. El contenido de humedad se expreso en g/308egcalculd aplicando la siguiente

ecuacion Ecuacion 1):

Humedad (g/100 g) =

Z,__Pl: x 100 Ecuacion [11]

Donde:

- P =peso (g) de la capsula vacia
— P’=peso (g) de la cipsula + muestra

- P =peso (g) de la capsula + muestra desecada

Los carbohidratos disponibles totales se determmaiguiendo el método de la antrona
(Osborne & Voogt, 1986 Se trata de un método colorimétrico, en el dueactivo de la
antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) da lugar @ emioracion verdosa al reaccionar con los
productos resultantes de la hidrélisis de carbalidy;, en presencia de acido sulfurico y calor.
Para llevar a cabo este método se pesaron 0,3gddemuestra y se colocaron en un matraz
de 100 mL. Se afadieron 13 mL de acido perclo®s@%) y 10 mL de agua destilada. Los
matraces se dejaron en reposo y oscuridad todacheery al dia siguiente la solucion se filtrd
a través de un filtro de pliegues. El filtrado seagié sobre un matraz aforado de 100 mL que
se enrasO con agua destilada. Para cada muespegmearon 3 tubos, identificados de la

siguiente manera: “muestra” (1 mL de la soluciéev@mente preparada), “blanco” (1 mL de
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agua destilada) y “patron” (1 mL de solucion patdin glucosa 0,1 %). En cada tubo se
afladieron 5 mL de la solucion de antrona (0,01 % gerraron con parafilm. Se prepard una
curva patron de D-glucosa (10 — 100 pg/mL) para&podmparar los resultados de las muestras
y, todos los tubos, con el reactivo de la antr@eacolocaron en un bafio de agua a 100 °C
durante 12 minutos. Transcurrido este tiempo lbsdise sacaron rapidamente del bafio y se
enfriaron en hielo. Finalmente, se midi6 la absoeckzm de los tubos (“blanco”, “patrén” y
“muestra”, respectivamente) a 630 nm, empleandespectrofotometro EZ210 Perkin Elmer
(Waltham, Massachusetts, EE. UU.). Los resultagosxpresaron en g de glucosa/100 g de

peso fresco.

Los azUcares solubles se determinaron mediante Hfeb@lado a un detector de indice de
refraccion. Se siguié el procedimiento previamedeéscrito porCarocho et al. (2015)
utilizando melecitosa como estandar interno. Elipgmuwontaba con una bomba y un
desgasificador (Knauer, Smartline system 1000,iBefllemania) y un inyector automatico
(AS-2057 Jasco, Easton, MD, EE. UU.), acoplado adetector de indice de refraccion
(Knauer). Los azucares se identificaron comparaudgicos con los tiempos de retencion de
los estdndares comerciales, y los datos se aralizan el software Clarity 2.4 (DataApex,

Praga, Republica Checa).

El contenido de fibra de las muestras de pan atiiz se determind siguiendo el método
enzimatico-gravimétrico de la AOAC (Ref. 993.1994132), cuantificandose la fibra soluble,
insoluble y total I(atimer, 201). Este procedimientoE6quema ) ha sido anteriormente
descrito en el apartado 3.3.1. de la presente Dexitoral. Los resultados se expresaron en
g/100 g de peso fresco.

La determinacién del contenido de proteinas sezeahediante el método Kjeldahl. Este

ensayo permite cuantificar el nitrégeno presenta enuestra y relacionarlo directamente con

la cantidad de proteinas, utilizando un factor deversion de 5,8 (método AOAC 920.87).

Para llevar a cabo este analisis se pesaron (gscgdh muestra y se colocaron en un tubo de

digestién junto con 10 g (aproximadamente) de maezdtalizadora (KSQJ/CuSQ). A

continuacion se adicionaron 25 mL$0Q; concentrado y se procedié a la digestion de la
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materia organica presente en las muestras. Durata@igestion (en medio acido y en caliente)
tuvo lugar la destruccion de toda la materia orgg@rde manera que el nitrégeno de la muestra
quedo retenido en forma de (B)EEQs. En una segunda etapa, se llevo a cabo la déstilan
corriente de vapor de agua (destilador Kjeldahldehm Pro-Nitro-A, JP Selecta, Barcelona).
Para ello se adicion6 NaOH en los tubos donde lsi@ n@alizado la digestion, de forma que se
liber6 NHs. Este NH con el nitrdgeno proteico se recogid sobre un raafu@ contenia 25 mL
de BSQOs N/10 y, a continuacion, se realizo una valoragidnretroceso con NaOH N/10 en

presencia del indicador rojo de metilo. Los resldsase expresaron en g/100 g de peso fresco.

Para la determinacion de la grasa total se empieéquipo Soxhlet y se siguié el método
AOAC 983.283. Se utilizaron 3 g de cada muestaerspleo éter de petréleo como medio de
extraccion. La muestra se coloc6 en un cartuchpagel de filtro y se cubrié con algodoén.
Estos cartuchos se colocaron en el Soxhlet y sk@éter de petrdleo. Se aplicé calor y después
de 30 ciclos se retiré el matraz de fondo redona® apntenia la grasa extraida y el éter de
petréleo. El éter se evapord utilizando un rotavgBachi, Flawil, Suiza) y cuando el matraz
estuvo a temperatura ambiente se peso para catwantenido de gras&q¢uacion 13. Los
resultados se expresaron en g/100 g de peso fresco.

P'—
P

Grasa (g/100 g) = P 100 Ecuacion [12]

Donde:

- P =peso (g) de la muestra
- P’=peso (g) del matraz con la grasa

- P =peso (g) del matraz

Los acidos grasos individuales se determinarormmnatografia de gases (CG) acoplada a un
detector de ionizacion de llama (DIF). La grasdaagdemuestras se extrajo con éter de petréleo
mediante el método Soxhlet y a partir del extraetéreo obtenido se llevdé a cabo la
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determinacion de los acidos grasos individualesa BHo, los acidos grasos presentes en el
extracto se metilaron con 5 mL de una solucién @tanol:4cido sulfurico:tolueno (2:1:1,
v:v.v) durante toda la noche, en un bafio a 50 160/rpm. Posteriormente se afladieron 3 mL
de agua desionizada para conseguir la separacilas deses. Los acidos grasos presentes en
la fase lipidica se recuperaron adicionando 3 méteedietilico y posterior agitacién en vortex.
Los ésteres metilicos de acidos grasos se recopeearviales con sulfato de sodio anhidro
(para eliminar el agua) y la muestra se recupendades de teflon previa filtracion a través de
un filtro Milipore de nylon de 0,2 micras. Posten@nte se llevo a cabo la determinacion de
los &cidos grasos individuales mediante cromat@d gases (CG) acoplada a un detector de
ionizacién de llama (DIF)KRarros et al., 2007y la identificaciéon de los &acidos grasos
individuales se logré comparando los tiempos denabn de los ésteres metilicos de acidos
grasos con los estandares comerciales, FAME Mi<24{estandar 4788-U, Sigma-Aldrich).

Para el analisis de datos se emple0 el softwaréy2a4 (DataApex, Praga, Republica Checa).
Las condiciones cromatograficas fueron las siguiees:

- Cromatografo de gases: modelo DANI (DANI 1000, @oet Suiza) con split / splitless
y un DIF

— Columna: Zebron-Kame (30 m x 0.25 mm i.d., O20) (Macherey-Nagel, Diren,
Alemania)

— Programa de temperatura de horno: temperaturalidieila columna de 100 °C, durante
2 minutos, incremento de 10 °C/min en pista a 1§ posterior aumento 3 °C/min
hasta 190 °C y 30 °C/min hasta 260 °C (esta tertyrarae mantuvo durante 2 min)

— Gas portador (hidrogeno): caudal de 1,1 mL/min,ideed 100 °C; la inyeccion de Split
(1:50) se llevo a cabo a 250 °C

— Volumen de inyeccion: 1uL

5.2.1.2.8 Determinaciéon del contenido de cenizas y minerales

El contenido de cenizas se calculd segun el mé&8AdS5 de la AOACL@timer, 2013y el
analisis de elementos minerales (macroelementqavi§aNa, K; y microelementos: Fe, Cu,
Mn, Zn) se realiz6 mediante la técnica de Espectymia de Absorcion Atomica (EAA). Estos

procedimientos se han descrito previamente enagtago 3.3.5. de la presente Tesis Doctoral.
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5.2.1.2.9Determinacion del valor calorico

El valor calérico (kcal/100 g) de las muestras ae gnalizadas se calcul6 aplicando la siguiente
ecuacion Ecuacion 13 (Reglamento (UE) N° 1169/20)t1

Valor calérico (foc—(i;) = 4 x (g de proteinas + g de carbohidratos disponibles) +

2 x gramos de fibra + 9 x gramos de grasa Ecuacion [13]
5.2.1.2.10Analisis de la textura

El perfil de textura de los distintos panes andlizase determiné utilizando un analizador de
textura TA.XT Plus (Stable Micro Systems, Vienmau@, Godalming, Reino Unido) con una
celda de carga de 30 kg. La sonda empleada fuiinafre de aluminio P/45 45, que permitio
la realizacion de un analisis de perfil de textuqae es una prueba tipica que simula la
masticacion de la boca humana al realizar dos cesiges de la matriz. Las velocidades
previas y posteriores a la prueba se establecee®mm/s y el modo objetivo se ajustd a una
tensién del 25 % que comenzd a 50 g de fuerzardsadtados se combinaron y procesaron a
través de una macro informética para alcanzarileessds dimensiones de la textura (dureza,
adhesividad, elasticidad, cohesion, masticabilidadesistencia). Los resultados fueron

analizados a través del programa Exponent.
5.2.1.2.11Analisis del color

El color se analizé con un colorimetro portatii ©84de Konica Minolta (Chiyoda, Toko,
Japon), utilizando el iluminante D65, un estandaladComision Internacional de lluminacion
(CIE) que representa la luz del mediodia en EurBpaitilizé el espacio de color CIE de 1976,
en el que los parametros analizados fueron L* (hasidad), a* (rojo-verde) y b* (azul-
amarillo), con un angulo de observacion de 1@ mm de apertura. La variacion en la
diferencia de color totalAE*) también se calculd entre las muestras de pguiesido la

Ecuacion 14

AE* = J(Ly — L)? + (a5 — a;)? + (b — b})? Ecuacion [14]

Con el fin de realizar una interpretacion objetiealos resultados obtenidos se llevé a cabo un

estudio estadistico empleando el programa Statgsptus 5.1. Los datos se analizaron
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estadisticamente con un nivel de confianza del 95é4lev6 a cabo wemalisis de la varianza
(ANOVA) y se aplicé el test de Tukey. El nivel de sigrifion estadistica se fijo en p < 0,05.
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Estudio de productos elaborados a base de hamnesrdales y de harinas de legumbres: panes yssnack

5.2.2. MATERIAL Y METODOS DEL ANALISIS SENSORIAL DE SNACKS DE
LEGUMBRES

5.2.2.1. Materiales: snacks

En el presente estudio se analizaron un total mieeGas formulaciones de snackgy(ira 44
y Figura 45) elaborados a base de harina de legumbres (lgntgabanzo) comercializados
en la actualidad en el mercado espafiol. Las caistatas de las formulaciones estan recogidas

en lasTablas 31y 32

NetWt: 409 ¢ - (1.40z! 28588

Figura 44. Formulaciones de snacks de lenteja
(LT: snack de lenteja con tomate y albahaca; LBEckmle lenteja con saborizante cremoso de ene&osnack
de lenteja con sal marina)
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Figura 45. Formulaciones de snacks de garbanzo
(GT: snack de garbanzo con tomate y albahaca; Gdeksle garbanzo con saborizante cremoso de el@&#0;
snack de garbanzo con sal marina)
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Tabla 31.Ingredientes de las formulaciones de snacks derlbps

Tipo de snack y cédigo de la muestra
Snacks de lenteja Snacks de garbanzo

Ingredientes LS LT LE GS GT GE
(consal (contomatey (con saborizante | (consal (contomatey (con saborizante

marina) albahaca) cremoso de eneldo] marina) albahaca) cremoso de eneldo)

Harina legumbre L L L G G G
Almidon patata X X X X X X
Aceite colza X X X X X X
Saborizante T C T C
Arroz X X X
Harina arroz X X X X
Harina maiz X X X
AzUcar X X

Jarabe seco glucosa X X
Dextrosa X X X X
Sal M X X M X X
Tomate polvo X X

Extracto levadura polvo X X X X
Cebolla polvo X X X X
Hierbas A E A

Ajo polvo X X

Acido citrico X X X X
Colorante natural P P

Saborizantes naturales X X X X
Especias X X

L: harina de lenteja (48%); G: harina de garbad#64); M: sal marina; P: pimenton; T: tomate y athah(2,5%);
C: saborizante cremoso de eneldo (2,5%); A: inclaihahaca; E: incluido eneldo
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5.2.2.2. Participantes

El estudio utiliz6 una muestra no probabilisticenpoesta por 81 consumidores espafioles que
fueron reclutados de la Universidad Complutenseleirea de la Comunidad de Madrid,
Espafaliough et al., 2006 La muestra estuvo compuesta por 42 mujeres lyoBtbres de
entre 20 y 65 afog ébla 32). Los criterios de inclusion en la muestra eracegisumidor de
snacks en Espafia. Por su parte, los criterios dasédn que se tuvieron en cuenta fueron las

alergias a alguno de los ingredientes de las faomes de snacks.

Tabla 32.Distribucion por edad y sexo de los participanis 81)

Caracteristica Distribucion Total de participantes
Masculino 39
Sexo Femenino 42
Edad (afos) 20 -65 81

5.2.2.3.Metodologia del estudio de consumidores

Para llevar a cabo el estudio de aceptacién dsriasks de legumbres, se contacté con los
consumidores en el campus universitario de la Usistad Complutense de Madrid y se les
preguntd acerca de su disposicion para participal estudio. Una vez que aceptaron participar
voluntariamente, se les recibié en el laboratoab@epartamento de Nutricion y Ciencia de
los Alimentos de la Facultad de Farmacia de la &hsidad Complutense de Madrid, donde un
investigador les acompafié para que, en privadmafen un documento de consentimiento
informado previo a la realizacion de la encuests. datos sobre los consumidores relativos al
sexo, edad, nacionalidad y frecuencia de consumsndeks se registraron previamente a la
realizacion de la prueba. Los consumidores reahiarformacion acerca del procedimiento y
se consideraron criterios de exclusion para sucgaation en el estudio las alergias a alguno
de los ingredientes de los shacks. El panel estargpuesto por 81 consumidores que cataron
los seis tipos de shacks de legumbres y realiarprueba de aceptacion hedonicdUNE-

EN ISO 11136:201¢ En la sala en la que se llevo a cabo el prodedim se cumplieron los
requisitos establecidos en la normativa vigentéduwbma iluminacion, asi como el aislamiento
del ruido, olores y cumpliendo con las buenas wastde laboratorio de analisis sensorial de
los alimentos AENOR, 2010; Carpenter et al., 2009odas las muestras de snacks de

legumbres se prepararon antes de cada prueba gguEraonsumidor se asigno al azar el orden
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de presentacién de los productbgy(ira 46) con el fin de minimizar el sesgo de aprendizaje.
La prueba se realizd a ciegas con un total dermaistras codificadas formadas por una
cantidad fija de snacks de legumbres. Cada consurnalifico las muestras utilizando una
escala hedonica de 9 puntos, desde “me gusta nmohibasta “me disgusta muchisimo”
(Peryam & Pilgrim, 197p(Figura 47). Se pidi6 a los consumidores que se enjuagaraagua
entre las muestras y no se proporciond informasadome los productos o el experimento antes

de la prueba, cumpliendo con las buenas practeleandlisis sensorial de los alimentos.

E . |
212 s
506

97a
Figura 46. Eiemnpladeorompasta.ds sata deldoenrasls enalizadubz

La escala heddnica de 9 puntoss la escala mas utilizada para evaluar la preferale los
consumidores asi como la aceptabilidad de los ptodwalimenticios. Se trata de una escala
bipolar equilibrada cuyo centro representa el pmetatral y que cuenta con cuatro categorias
positivas y cuatro negativas a cada lado del migheoyam & Pilgrim, 197p Las categorias
estan ordenadas y representan diversos gradogp&aeién. Los descriptores que se emplean
en esta escala estan destinados a ayudar a Idsssajeresponder de acuerdo con sus
preferencias y, ademas ayudan a los investigadaongsrpretar el valor medio de las respuestas
en términos de grado de agrado/disgusto mostradtefa un producto concreto. En la practica,
las respuestas de la escala se tratan como vatumésuos de manera que se puede aplicar un
andlisis estadistico, siendo el andlisis de laanaéa uno de los mas utilizadasf, 2011). Para
conocer la capacidad discriminante de los difeeepteductos de snacks de legumbres por

parte de los consumidores, en este estudio se@apli@NOVA mixto y HSD Tukey.
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Codigo de muestra:

] Me gusta muchisimo

] Me gusta mucho

[ e gusta moderadamente
] Me gusta ligeramente

[] Ni me gusta ni me disgusta
] Me disgusta ligeramente

] Me disgusta moderadamente

] Me disgusta mucho

EYS disgusta muchisimo

Figura 47. Escala heddnica de 9 puntos
(Peryam & Pilgrim, 197p

Con el fin de profundizar en el estudio realizadayudar a interpretar y analizar las
preferencias de los consumidores para cada mussti@plicoO un analisis multidimensional,
mapa de preferenciagPM), a los datos obtenidos. También se explom@lkcion entre las
puntuaciones heddnicas y la composicién nutriciolealos snacks de legumbres. Los mapas
de preferencias son ampliamente utilizados parerid@slas caracteristicas de los productos
alimenticios que contribuyen a su aceptacion potepde los consumidore®¢lgado &
Guinard, 201p Las dos é&reas principales del mapeo de prefsestan constituidas por el
mapa de preferencias interno y el mapa de prefeaeegterno. El primero de ellasapa de
preferencias internoconsiste en realizar un analisis de componentssipales (ACP) de la
matriz de puntuaciones hedonicas entre los produaimenticios (las observaciones) y los
consumidores (las variables), que se lleva a cabona matriz de covarianza que permite
apreciar diferencias en la magnitud de las preteasrdel consumidor. Por su partepepa

de preferencias externes una regresion individual de la preferenciaadedonsumidores

relacionada con los datos sensorialesijard, 1998; Young et al., 2004

También se aplicé un analisitister de los consumidoresegun las preferencias de los
consumidores mediante unagrupacion jerarquica (AHC). La clasificacion de los

consumidores en diferentes perfiles permite undesiletallado para observar los cambios en
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la aceptabilidad de los diferentes snacks de legesrdomercializados actualmente en Espania,
y proporciona informacion de interés sobre el deflaru optimizacién de nuevos productos.

Todos los andlisis se realizaron con StatgrapHics\rrsion 5.1. y XLSTAT® 1994.
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Estudio de productos elaborados a base de hamnesrdales y de harinas de legumbres: panes yssnack

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION DEL ESTUDIO DE PRODUCTOS ELABORADOS
A BASE DE HARINAS DE CEREALES Y DE HARINAS DE LEGUM BRES: PANES Y
SNACKS

Los resultados correspondientes al analisis denlasstras de productos alimenticios (panes)
elaborados a base de harinas de cereales hanuditicagos en el articulo que se presenta en
el apartado 5.4.1. (Articulo 4). Este articulo sbligd en la revist&ood Chemistryen el afio
2020 (doi: 10.1016/j.foodchem.2019.125954) y en &dtan recogidos los datos
correspondientes a la composicion nutricional yeesys de la calidad sensorial de los panes

objeto de estudio.

Por su parte, los resultados del estudio de adéptde nuevas formulaciones de snacks a base

de harinas de legumbres por consumidores espa®lesogen en el apartado 5.4.2.
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Estudio de productos elaborados a base de harnesrdales y de harinas de legumbres: panes ysnack

5.3.1. Articulo 4. Caracterizacién nutricional y sasorial de panes elaborados a base de
harinas de cereales

Article 4. Comparison of Different Bread Types: Chenical and Physical Parameters

Carocho, M., Morales, P., Ciudad-Mulero, M., FeaemRuiz, V., Ferreira E., Heleno, S.,

Rodrigues, P., Barros, L., & Ferreira, I.C.F.R.Z@) Food Chemistry, 310, 125954. DOI:
10.1016/j.foodchem.2019.125954

5 different bread types |

Nutritional profile I

v Oatbread 4 calories
v" Wholemeal bread and Bavaria
wheat bread J, calories

Texture profile

Fatty acids I

v" Rye bread: the hardest
v Oatand Bavaria breads: the
easiest to chew

v Multicereal brad 4 unsaturated
fatty acids

Mineral profile

v Wholemeal bread and Rye
bread J sodium

Crust colour I

MB BB LB RB OB

Figure 48 Graphical abstract article 4.
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Comparison of different bread types: Chemical and physical parameters M |

Check for |
Marcio Carocho?, Patricia Morales®, Maria Ciudad-Mulero®, Virginia Fernindez-Ruiz®, R
Elisabete Ferreira®, Sandrina Heleno®, Paula Rodrigues®, Lillian Barros®, Isabel C.F.R. Ferreira™’

“ Centro de Investigagdo de Montanha, (CIMO), Instituto Palitécnice de Braganga, Campus de Santa Apoldmia, 5300-253 Braganga, Portugal
® Department of Nutrition and Food Science, Faculty of Pharmacy, Complutense University of Madrid, Plaza Ramén y Cajal, s/n, 28040 Madrid, Spain
©M. Ferreira & Filhas, LDA, Av. Do Sabor, n° 2, Gimonde, 5300-553 Braganga, Portugal

Abstract

In this work, the chemical and physical profileSoftlifferent bread types (Multicereal bread,
Bavaria wheat bread, Wholemeal bread, Rye and @atp were analysed in depth, namely
the nutritional profile, individual fatty acids asdluble sugars through GC-FID and HPLC-RI,
respectively, as well as the mineral profile, imithg micro and macroelements. Furthermore,
a texture profile analysis was carried out in addito the measurement of the crust colour.
Each bread type showed a distinct profile, with V¢hweal and Bavaria having the lowest
calories, and Oat the highest. Multicereal showediighest amount of unsaturated fatty acids,
while Wholemeal and Rye scored the least sodiumuaiso The hardest bread was Rye and
the easiest to chew were Oat and Bavaria breadslatter was also the one with the darkest
crumb of all the analysed breads. This work shdwas bread can be baked to meet the needs

and particularities of various kinds of diets.

Keywords: Bread, nutritional profile, chemical compositidexture, mineral analysis
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5.3.2. Aceptacion de nuevas formulaciones de snackbase de harinas de legumbres por

consumidores espafoles

Los resultados obtenidos del estudio de aceptamédmparte de los consumidores de nuevas
formulaciones de snacks elaborados a base de sidedagumbres se detallan efiédbla 33

Se comprobd que los consumidores espafioles sorcesamkie discriminar entre las 6
formulaciones de snacks (p > 0,05) evaluadas y amiEar el analisis de componentes
principales se observa que se disponen gréaficaneanies cuatro cuadrantes basandose en la
composicion nutricional de los mismdadura 49). En general, las formulaciones de lenteja
(con mas proteina, mas grasa y menos fibra) obtuvipuntuaciones mas altas que las de
garbanzo siendo los productos GE y LE (ambas doorigante cremoso de eneldo) las mejor
valoradas por los consumidores reclutados. El estadela que los hombres tienen una mayor

preferencia por estas formulaciones dando puntoasimas altas a los snacks que las mujeres.

Tabla 33 Puntuaciones de los snacks obtenidas mediantepite de la escala hedoénica de 9

puntos
Cddigo de la muestra
Snacks de lenteja | Snacks de garbanzo
Puntuacion escala hedonica LS LT LE | GS GT GE
Puntuacion media 6,8 6,8 70| 58 6,5 7,1

Masculino 7,1 7,0 74| 6,1 69 7,1
Femenino 6,5 6,6 64| 55 6,2 7,1
<20afiocs 6,7 7.4 71159 73 6,6
20-35 afios 7,0 6,8 73| 57 6,6 7,2
Puntuacion por edad 36-50 afios 6,2 6,8 63| 6,1 57 6,9
51-65 afios 6,7 5,6 63| 56 64 7,0
>65afios 60 7,3 6,0 | 57 73 7,3

LS: snack de lenteja con sal marina; LT: snacketgeja con tomate y albahaca; LE: snack de lemteija
saborizante cremoso de eneldo; GS: snack de garlzamz sal marina; GT: snack de garbanzo con togate
albahaca; GE: snack de garbanzo con saborizantescede eneldo.

Puntuacion por sexo
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Figura 49. Analisis de componentes principales (ACP)

Se realizé un analisis de agrupacion jerarquicaratante que clasificd a los consumidores en
tres grupos o clases (clase 1 con 26 consumiddesg 2 con 29 consumidores y clase 3 con

26 consumidores)Hgura 50).

O -_2NWHrOTON OO

LS LT LE GS GT GE

|—Clase 1 —Clase 2 —Clase 3]

Figura 50. Perfil de las clases de consumidores

(LS: snack de lenteja con sal marina; LT: snacketteja con tomate y albahaca; LE: snack de lemi@ja
saborizante cremoso de eneldo; GS: snack de garlzame sal marina; GT: shack de garbanzo con tomate
albahaca; GE: snack de garbanzo con saborizantesecede eneldo
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Se estudi6 la relaciéon existente entre las pretéierde los consumidores y las caracteristicas
de los productos y los resultados obtenidos indoaa la clase 1 prefiere el producto LT
(formulado con saborizante de tomate y albahadaptras que a los consumidores de la clase
2 les gusta sobre todo LT y LE (formulado con may@rtenido en grasa, lo que aumenta su
palatabilidad), y valoran con puntuaciones bajgs@lucto GS (con menor contenido de grasa
y de sal). Por ultimo, la clase 3 es el grupo deamidores que da las menores puntuaciones

y el producto que prefiere es GE (formulado conanapntenido en fibra alimentaria).
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5.4. DISCUSION INTEGRADORA DEL ESTUDIO DE PRODUCTOS ELABORADOS
A BASE DE HARINAS DE CEREALES Y DE HARINAS DE LEGUM BRES: PANES Y
SNACKS

5.4.1. Estudio de distintos tipos de panes elaborasla base de harinas de cereales

Teniendo en cuenta los tipos de panes recogidesteral Decreto 308/201¢ue establece la
norma de calidad para el pan, y cuyas caractexsstian sido descritas previamente, los panes

analizados en el presente estudio estan clasiodelda siguiente forma:

— Pan elaborado con harina integral de trigo 50 %:ipegral de trigo (LB)
— Panes elaborados con dos 0 mas harinas de cepmaiantegral de centeno de Baviera
(50 %) (BB), pan de centeno (70 %) (RB), pan dena20 %) (OB)

— Pan multicereal: pan multicereal (MB)

5.4.1.1. Estudio de la composicion nutricional d®$ distintos panes analizados

Tal y como viene recogido en la tabla 2 del artieylel contenido deumedadfue similar en
todos los panes analizados. Los panes OB (paneth@py MB (pan multicereal) mostraron los
valores mas bajos de humedad (33 y 34,1 g de d@fug/Irespectivamente), mientras que los
panes BB (pan integral de centeno de Baviera) y(fd integral de trigo), presentaron el
mayor contenido de agua (38,4 y 37,1 g/100 g, atsaenente). El pan MB (pan multicereal)
fue el que mostré6 mayor contenido pi®teinas (9,5 g/100 g)grasa total (3,65 g/100 g) y
fibra total (10,7 g /100 g). Esto puede deberse a que estequdiene semillas de sésamo,
girasol, linaza y harina de algarroba, que conyebual enriquecimiento nutricional del
producto final. Por el contrario, el pan RB fuegak menor contenido presentd de proteinas
(5,68 g/100 g) y de fibra total (1,02 g/100 g), mias que el menor contenido de grasa total
(0,18 g/100 g) se encontrd en el pan LB. El codi@iiecarbohidratos (hidratos de carbono
disponibles) fue similar en el caso de los panesBB RB y OB (50 — 56 g de glucosa/100
g), mientras que el pan MB present6 valores deatodrde carbono significativamente (p <
0,05) inferiores (41 g de glucosa/100 g). EI masador caldrico correspondio al pan OB (265
kcal/100 g) y los panes BB y LB fueron los de merador energético (242 kcal/100 g).

Analizando las distintasacciones de fibraen los panes objeto de estudio se observa que, con
la excepcion del pan multicereal (MB), la fracciésoluble fue la mayoritaria en todos los

casos. Como ya se ha indicado previamente, estarieia es caracteristica de los cereales (ver
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Tabla 2 de la introduccién). En el caso del pan MB y, deeado con eReglamento (CE) N°
1924/2006 se puede declarar que tienerfalto contenido de fibra’; puesto que presenta mas
de 6 g de fibra por 100 g. Ademas, los panes MBByplueden hacer uso de la declaracion
nutricional “fuente de fibra”, ya que tienen mas de 3 g de fibra por 100 g.dsabgidad de
utilizar estas declaraciones recogidas en la norengigente permite poner en valor la calidad
nutricional de estos productos alimenticios, quenfin parte de la dieta diaria de la mayoria de

la poblacion.

El andlisis delperfil lipidico de los panes objeto de estudio muestra que l0®Agrasos
poliinsaturados (AGPI) fueron los que se encontr@amomayor cantidad, llegando a representar
el 81 % del total de acidos grasos, en el caspatede centeno (RB). El contenido de acidos
grasos monoinsaturados (AGMI) fue estadisticamsuperior en el pan multicereal (MB)
seguido del pan de avena (OB). En el caso del @and4 altos valores de AGMI se atribuyen
a las semillas utilizadas como ingredientes endaogacion de este producto. Las cantidades
mas altas de acidos grasos saturados (AGS) setmroonen el pan integral de centeno de
Baviera (BB) y en el pan de avena (OB), mientras gupan de centeno (RB) y el pan
multicereal (MB) fueron los que presentaron looked mas bajos. Teniendo en cuenta los
acidos grasos individuales, el acido linoleico (2)8ue el mayoritario en todos los panes

objeto de estudio y el acido palmitico (C16:0) &i&GS mas abundante.

Una ingesta excesiva de AGS se relaciona con magego de padecer enfermedades
cardiovasculares o sindrome metabdlico, asi coma@lteraciones de la microbiota intestinal.
Sin embargo, los AGMI y AGPI han mostrado efecteadficiosos a nivel cardiovascular
(Julibert et al., 2019; Li et al., 2015; Woltersaét 201§. Debido a la influencia que el tipo de
grasa tiene sobre la salud, resulta muy interesamniacer la calidad de la grasa de los alimentos
en particular y de la dieta en general. Para elsten algunos indices que permiten evaluar la
calidad de la grasa, siendo los cocientes AGPI/}GES5P1 + AGMI)/AGS los mas utilizados.
Con la aplicacion de estos indices, que tieneruenta las distintas familias de acidos grasos,
se puede decir que la calidad de la grasa es lowanao {loreiras et al., 2003

- AGPI/AGS>0,5
— (AGPI + AGMI)/AGS> 2

Como se puede ver enTabla 34, los valores de estos indices se relacionan carbuana

calidad de la grasa, en el caso de todos los @aradizados.
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Tabla 34.indices de calidad de la grasa de los panes adakz

Tipo de pan Cdédigo AGPI/AGS (AGPI + AGMI)/AGS
Multicereal MB 4,85 5,93
Integral decenteno de Baviera BB 1,67 2,06
Integral de trigo LB 2,51 2,80
Centeno RB 5,06 5,26
Avena OB 1,87 2,33

Con respecto a laszlcares solublesel contenido total de estos compuestos vari@éng —

1,7 g/100 g (muestras BB y OB, respectivamenteeysignificativamente superior en el caso
del pan de avena (OB). En el resto de los paneg eocontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) relativas al contenidtatale azlcares solubles. Puesto que ninguno
de los panes analizados presentd un contenido W=ar@s superior a 5 g/100 g, se puede
declarar que estos productos poseeribajo contenido de azucares(Reglamento (CE) N°
1924/2009. En todas las muestras se detectaron fructosaltpsa. Como era de esperar, la
maltosa fue el azucar soluble mas abundante, siest#b compuesto caracteristico de los
cereales. Ademas, en los panes MB, BB y RB tambe&mncontré glucosa en pequeias
cantidades. Esto podria deberse al bajo conteredgiuwtosa presente en la mayoria de los
cereales {ili¢ et al., 201Y y al prolongado tiempo de fermentacion que expentaron la

mayoria de los panes, de manera que se habrianciiosia poca glucosa disponible.

En cuanto a loglementos mineralespresentes en los panes analizados, se cuantificd e
contenido de macroelemetos (Ca, Mg, Na y K) y n@lenmentos (Fe, Cu, Mn y Zn). Segun lo
previsto, los minerales mas abundantes fueron ghesio y el potasio, mientras que el cobre
y el manganeso estuvieron presentes en cantidafdemies. Este patron es caracteristico de

los cerealesHBenincasa et al., 2015; Vignola et al., 216

El hierro juega un papel importante en la sint@gsisemoglobina, es un componente estructural
de la mioglobina y es cofactor de numerosas enz{idasaspour et al., 2014; Carbajal, 2013;
Moreiras et al., 2008 En los panes analizados en este estudio, nocgmtearon diferencias
significativas relativas al contenido de Fe, corexaepcion del pan integral de centeno de
Baviera (BB), que presentd un contenido de Fe fsigivamente inferior (p < 0,05) al resto

de panes. Teniendo en cuent&eflamento (UE) N° 1169/20,1que establece que el valor de
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referencia de nutrientes (VRN) para los mineraliegido este valor de 14 mg/dia en el caso del
Fe, el consumo de 100 g de los panes analizadekpeasente trabajo, cubriria entre un 8,9 -
12,1 % de la ingesta diaria de referencia (IDR}egara poblacion adulta (panes BB y OB,

respectivamente).

El cobre también es importante en la sintesis defaoglobina y es cofactor de mdltiples
enzimas implicadas en reacciones de oxidacion ucogdh @bbaspour et al., 2014; Askwith
& Kaplan, 1998; Carbajal, 20).3En este trabajo, la mayor concentracion de regteral se
encontrd en el pan integral de trigo (LB) (0,84 @g100 g), mientras que el pan integral de
centeno de Baviera (BB) fue el que menos conted@®u present6 (0,38 mg Cu/100 Q).
Teniendo en cuenta que el VRN para el cobre esrdg de Cu/dia, el consumo de 100 g de
los panes analizados en el presente trabajo, tbntre un 38 - 84 % de la ingesta diaria de
referencia (IDR) de Cu para poblacion adulta (p&8tey LB, respectivamenteReglamento
(UE) N° 1169/201). Por lo tanto, se puede declarar que todos lagpanalizados en este
estudio sorffuente de cobre} ya contienen, como minimo, una cantidad sigrtifreade este
mineral (15% VRN), es decir, 0,15 mg de Cu por §0Reglamento (CE) N° 1924/2006;
Reglamento (UE) N° 1169/20)LJAdemas, por su contenido en este mineral, estéigado el
uso de las 8 declaraciones de propiedades salsdgtiebadas para el Cagglamento (UE)
N° 432/201% (ver tabla 17, apartado 3.5.4.).

El zinc es un elemento con importantes funciones@iticas, reguladoras y estructurales. Es
uno de los minerales mas importantes para la $alothna, ya que mas de 300 enzimas son
dependientes de Zn para su funcionamiento norndénrs, el 10% del genoma humano
codifica proteinas que pueden unirse al Zn. Se tdat un mineral fundamental para el
crecimiento y también favorece la cicatrizacionateheridas@arbajal, 2013; Moreiras et al.,
2018; Nriagu, 2018 Las mayores concentraciones de Zn en los panaBzados se
encontraron en el pan multicereal (MB) (2,0 mg/@P@ en el pan de avena (OB) (1,8 mg/100
g), mientras que el pan integral de trigo (LB) éigue menor contenido presenté (1,08 mg/100
g). El consumo de 100 g de los panes analizadesmesente trabajo, cubriria entre un 10,8 —
20,0 % de la IDR de Zn para poblacion adulta (p&aleg MB, respectivamenteReglamento
(UE) N° 1169/201). Teniendo en cuenta los valores de Zn obtenidds yacuerdo con la
normativa vigente, que establece que el VRN parneles de 10 mg/dia, se puede declarar
gue el pan multicereal (MB), el pan de centeno (RB) pan de avena (OB) constituyen una
“fuente de zinc’ ya que tienen al menos una cantidad significatevaste mineral (15% VRN),
es decir, 1,5 mg de Zn por 100 geglamento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N°
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1169/201). Ademas, en el caso de estos tres panes, (MB; @B) esta permitido el uso de
las 18 declaraciones de propiedades saludablebaa® para el ZnRgglamento (UE) N°
432/2013 (ver tabla 17, apartado 3.5.4.).

El manganeso es esencial para muchas funcionebdtiets ya que se trata de un constituyente
fundamental de numerosas enzim@sirpajal, 2018 El Reglamento (UE) N° 1169/2011
establece que, para la poblacion adulta, la ingkate de referencia de Mn es de 2 mg/dia. La
cantidad de este mineral en los panes analizadasestre 0,43 — 0,54 mg Mn/ 100 g, en el
pan integral de trigo (LB) y el pan multicereal (MBespectivamente. Todos los panes objeto
de estudio presentaron, al menos, 0,3 mg de MaQbg vy, por lo tanto, se puede declarar que
son“fuente de manganesg’siendo posible la utilizacion de las 4 declanaegde propiedades
saludables aprobadas para este mingmajig@mento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N°
1169/2011; Reglamento (UE) N° 432/2)(er tabla 17, apartado 3.5.4.).

El calcio es el mineral que se encuentra en mayorcentracion en el organismo,
principalmente en huesos y dientes. Desempefa pgl pandamental en la formacion y el
mantenimiento del tejido 6seo y tiene gran impaitaen el crecimiento. Ademas, interviene
en la coagulacion sanguinea, en el mantenimientta dectividad neuromuscular y en la
regulacion de la permeabilidad de las membra@asb@jal, 2013; Moreiras et al., 2)18a
legislacion europea establece que la ingesta dlarraferencia de calcio para poblacidén adulta
es de 800 mg/diaReglamento (UE) N° 1169/201L1En el caso de los panes analizados, la
mayor concentracion de calcio se encontr6 en eirgagral de trigo (LB) (10,8 mg Ca/100 g),
seguido del pan de centeno (RB) (9,7 mg Ca/10P@)el contrario, el pan multicereal (MB)
fue el mas pobre en calcio (3,5 mg Ca/100 g).

El magnesio es un mineral fundamental para el adictuncionamiento del organismo. Actda
como cofactor de varias enzimas intracelularesyvigne en el metabolismo de los hidratos de
carbono y participa en la funcidon neuromuscul@arbajal, 2013; Moreiras et al., 201&l
Reglamento (UE) N° 1169/20Xstablece que, para la poblacion adulta, la iagdistia de
referencia de Mg es de 375 mg Mg/dia. En el cadogipanes analizados en este estudio, el
pan multicereal (MB) fue especialmente rico en neagn(56 mg Mg/100 g), mientras que la

menor cantidad de este mineral se encontré emad@aenteno (RB) (28 mg Mg/100 g).

El sodio es el principal cation del liquido extriata y tiene un papel esencial en la regulacion
del balance hidroelectrolitico y acido — base dganismo. Este mineral también participa en

la transmision nerviosa y en los procesos de coritra muscular. Sin embargo, un consumo
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excesivo de sodio se relaciona con un aumento deefadn arterial y riesgo cardiovascular,
por lo que se aconseja no superar la ingesta dde2sgdio al diadarbajal, 2013; Moreiras et
al., 2019. El contenido de este mineral en los panes adii oscilo entre 18 — 28 mg/100 g
(pan integral de trigo y pan de avena, respectindéene/ puesto que en todos los casos fue
menor de 40 mg Na/100g, se puede declarar que koglpanes objeto de estudio tienen “muy
bajo contenido de sodio/sal’R¢glamento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N°
1169/201}.

El potasio es el principal cation del liquido ictlular y resulta fundamental para el
mantenimientodel balance hidroelectrolitico y la integridad ¢atu(Carbajal, 2013 La
legislacion europea establece que, para la pobladldlta, la ingesta diaria de referencia de K
es de 2.000 mg/di&églamento (UE) N° 1169/20)L1A la vista de los resultados obtenidos en
este estudio, se aprecia que el pan integral deeroerde Baviera (BB) fue el que menor
contenido de potasio presento (25 mg K/100 g), trasrgue el pan de centeno (RB) fue el mas

rico en este mineral (56 mg K/100 g).

En laTabla 35se recogen las declaraciones nutricionales quegsoihcluirse en el etiquetado

de los panes analizados.

Tabla 35. Declaraciones nutricionales autorizadas para catade los panes autorizados
(Reglamento (CE) N° 1924/2006; Reglamento (UE) N§91201)

Tipo de pan Cddigo Declaraciones nutricionales autorizadas
- Bajo contenido de azucares
- Alto contenido de fibra

- Fuente de fibra

Multicereal MB
- Fuente de cobre
- Fuente de manganeso
- Fuente de zinc
- Bajo contenido de azucares
Integral decenteno de Baviera BB - Fuente de cobre

- Fuente de manganeso
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Tabla 35 (continuacion).

Tipo de pan Cdédigo Declaraciones nutricionales autorizadas

- Bajo contenido de azUcares
. - Fuente de fibra
Integral de trigo LB
- Fuente de cobre
- Fuente de manganeso
- Bajo contenido de azucares

- Fuente de cobre

Centeno RB
- Fuente de manganeso
- Fuente de zinc
- Bajo contenido de azucares
- Fuente de cobre
Avena OB

- Fuente de manganeso

- Fuente de zinc

5.4.1.2. Estudio de los atributos sensoriales desldistintos panes analizados

El pan es uno de los alimentos basicos mas antgiarnundo y en la actualidad la industria

alimentaria esta continuamente innovando en esterseon el fin de satisfacer la demanda de
los consumidores. Hoy en dia la tendencia estatada al desarrollo de una amplia gama de
productos de panaderia elaborados a partir de gramoonvencionales, siendo fundamental la
evaluacion sensorial de este tipo de productos garantizar su aceptacion y éxito en el

mercado Boukid et al., 202))

En este trabajo, los parametros indicadores dealldacl sensorial de los panes analizados
fueron la textura y el color. Para mantener la hgeneidad entre los diferentes tipos de panes,
el analisis se realizé en la rebanada central slariemos, con un ancho definido de 2 cm

(Figura 51).
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Figura 51. Rebanada central de uno de los panes analizados

(Foto: Marcio Carocho)

En los productos horneados con levadura, y encpéatien el caso del pan, la textura de la
miga esta fuertemente relacionada con la percepi@@alidad y constituye un criterio decisivo
para la aceptacion de estos productos por pattsamnsumidoresiallejo, 201).

Para la evaluacion sensorial de los panes objesstielio se llevaron a cabo tres analisis del
perfil detextura (APT) en cada corte de pan y en todos los casesaaaron las siguientes
dimensiones: dureza, adhesividad, elasticidad,staldad, masticabilidad y resiliencia.

La dureza es un parametro mecanico de texturaeydefshe como la fuerza necesaria para
alcanzar una deformacion preestablecida. Desdengb ple vista experimental, la aplicacion
de esta fuerza se lleva a cabo mediante el em@dexturdmetros. No obstante, la dureza
también puede definirse como la fuerza que lostelsetieben aplicar sobre los alimentos para
comprimirlos Garcia Calabuig, 2012/6onaco et al., 2008 Dentro de los panes analizados en
el presente trabajo, el pan de centeno (RB) fugielmayor dureza presentd, seguido del pan
de centeno de Baviera (BB) y el pan multicereal YM®r el contrario, el pan de avena (OB)
y el pan integral de trigo (LB) fueron los de medareza. Estos resultados concuerdan con
otros encontrados en la literatura cientifigal€hifar & Shahedi, 2007; Young, 2032pueden
deberse a la elasticidad del gluten, cuya presesai@ayor en la harina de trigo. Por este motivo
los valores de dureza mas altos correspondieroa pdnes RB y BB, siendo estos panes los
gue menor proporcion de harina de trigo teniart43050 %, respectivamente) y, por lo tanto,

los que menos gluten presentaban. Ademas, la a@eparacteriza por dar lugar a masas y
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panes blandos y el pan OB, que contenia un 80 #@dea base (harina de trigo) mostro la
dureza mas baja de todas las muestras analizadas.

Otra de las dimensiones de la textura analizaddafiehesividad, que se define como la
capacidad que tienen los alimentos para adherlosedhentes mientras se mastica y se expresa
en valores negativos debido a que la fuerza gaelsm durante la medicidn se ejerce de abajo
hacia arriba en el texturometrdgula, 201t El pan se caracteriza por su baja adhesividad vy,
segun lo esperado, los valores obtenidos fuerdaritasbajos en todos los casos. No obstante,
se observo que la adhesividad de las muestrazatiad aumentaba a medida que disminuia el
porcentaje de harina de trigo de las mismas. xereahera, las muestras RB (pan de centeno,
con un 30 % de harina de trigo) y BB (pan integilcenteno de Baviera, con un 50 % de
harina de trigo) mostraron valores de -0,3 y -g28 s, respectivamente, mientras que la
muestra LB (pan integral de trigo) present6 la adtidad mas baja (-0,04 g x s). Este
comportamiento ha sido previamente observado pos @utores. En concretdalsieh et al.
(2017) estudiaron el efecto de la sustitucion de harmdrido por distintos porcentajes de
harina de arroz integral y de avena (10 % y 30 fo)aeelaboracion de pan tipo Mantou,
observando que cuanto menor proporciéon de harin&igle tenia el pan, mayor era su
adhesividad. Por otro lado, la adhesividad estxi@hada con la dureza y, en este sentido, en

el presente trabajo se puede apreciar que los paxseduros fueron también los mas adhesivos.

Dentro de la evaluaciéon de la textura de los pamebién se analizé la elasticidad, que se
define como la velocidad a la que un alimento aeé&mlo recupera su estado inicial (no

deformado), una vez que cesa la fuerza causamsaddeformaciori-@ber et al., 20)7El pan

no es un alimento que presente gran elasticidadnyral de las muestras analizadas el pan
integral de trigo (LB) fue el mas elastico (3,82 elasticidad), seguido por los panes
multicereal (MB) y de centeno (RB) (ambos con 2,8é&lasticidad). Estos resultados podrian
explicarse por la mayor esponjosidad de las masas gl caso concreto del pan multicereal,

la menor densidad de la masa fue consecuenciapledancia de semillas. Por el contrario, el
pan integral de centeno de Baviera (BB) fue elmaaor elasticidad present6 (0,976 %). En la
literatura cientifica, valores mas bajos de elakdit del pan se relacionan con la menor
proporcion de harina de trigo en los mismos, debidpe esta propiedad depende, en gran

medida, de la presencia de gliadinas y glutenirag( et al., 2017

Se considera que la cohesividad es la capacidatiesueeun alimento para resistir una segunda

deformacion. Dado que la capacidad de compresibpatees relativamente baja, los valores
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de cohesividad mostrados por los panes analizagosf muy similares en todos los casos y
oscilaron entre 0,84 % (pan multicereal y pan irglede centeno de Baviera) y 0,92 % (pan
integral de trigo). Otros autores obtuvieron vatainilares de cohesividad (0,78 - 0,86 %) en
panes elaborados con distintas proporciones deahde distintos cereales (trigo, avena, maiz

y sorgo) {asquez Lara et al., 20).7

La masticabilidad se puede definir como la enemgt@saria para masticar los alimentos y esta
relacionada con su dureza, su elasticidad y susootiad Chandra & Shamasundar, 20)1El

pan de centeno (RB) fue el que mayor masticabilidadtré y como ya se ha mencionado,
también fue el que present6 valores mas altos @atdureza como de adhesividad. En el
extremo opuesto se encuentra el pan de avena (DB)pbtuvo los valores mas bajos de
masticabilidad asi como el segundo valor mas baphudeza. Teniendo en cuenta la definicion
de masticabilidad, esta justificado que los pan&s duros sean los que presenten valores mas
altos de este parametro, puesto que requeriran rnesngrgia para ser masticados. Existen
estudios que relacionan la masticabilidad del panel contenido de fibra alimentaria que
presenta, observandose una correlacion positiva antbos factore§ ¢rbica et al., 2019 En

el caso de las muestras analizadas en el presabégot se puede ver que, con la excepcion del
pan RB (pan de centeno), los valores més altosagéicabilidad se corresponden con los panes

que presentan una mayor concentracion de fibraeatamia.

Por ultimo, la evaluacion de la textura de los parigeto de estudio se complet6 con el analisis
de la resiliencia. Este pardmetro es similar ddstieidad, pero mide tanto la velocidad como
las fuerzas implicadas en la recuperacion de umealio que ha sido deformado una vez que se
elimina la fuerza causant€lfandra & Shamasundar, 2)1En general, los panes analizados
mostraron valores similares de resiliencia, quéavam entre 0,374 — 0,54 % (pan integral de
centeno de Baviera y pan integral de trigo, resyetiente).

A la vista de los resultados obtenidos, se pueder dpie las harinas empleadas en la
elaboracion de los distintos panes analizados eotaabn ni a la adhesividad, ni a la
cohesividad, ni a la resiliencia de los mismos. &mbargo, las dimensiones de dureza y
elasticidad si se vieron condicionadas por el dpcharina utilizada en la fabricacion de los

panes.

Ademas de los atributos relacionados con la textemael analisis sensorial del pan es
fundamental evaluar otros parametros relacionagiotacapariencia del producto, entre los que

se incluyen distintos atributos percibidos a tradeéssentido de la vista, tales como el color de
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la miga, el color de la corteza o la estructuréadaiga Callejo, 201). En el presente estudio,
para el analisis deblor de los panes, se evaluaron los parametros L* (lasnlad), a* (rojo-
verde) y b* (azul-amarillo). El color de la migat&snuy relacionado con los ingredientes
empleados en la elaboracion de los distintos tiggsanes y el tipo de harina utilizada influye
enormemente en este parametro. En este sentidopl@oracion de harina de maiz se relaciona
con un color de miga amarillento mientras que kmses que contienen harina de centeno se
caracterizan por la tonalidad gris de su miga. @tctor directamente relacionado con el color
de la miga del pan es la tasa de extraccion deak@sas empleadas. En el caso de la harina de
trigo, cuanto mayor es la tasa de extraccion detaa, mas oscuro es el color de la miga,
pudiendo variar desde el blanco cremoso hasta gbmaalido. Por su parte, el color de la
corteza esta muy relacionado con la Reaccion déavthgue tiene lugar durante la coccion de
los panes. El color de la corteza del pan es ehgriatributo sensorial evaluado por los
consumidores, de forma que este factor condiciooaneemente la aceptacién organoléptica
de este tipo de productoSdllejo, 2011; Torbica et al., 20L%En el presente trabajo no se
observaron diferencias en cuanto a L* lo que mdjce el tipo de harina no afecté a la
luminosidad de los panes. Todas las muestras anostvalores de a* cercanos a 0, siendo los
panes BB (pan integral de centeno de Baviera) ydRB de centeno) aquéllos cuyo color fue
mas rojizo (mayor a*). Sin embargo, el color denlzestra OB (pan de avena) tendi6 hacia el
verde (menor a*). Tampoco se observaron diferenéativas a los valores de b* que
oscilaron entre 15 (pan integral de trigo) y 1%an( integral de centeno de Baviera). La
integracion de estos resultados permite conoceraumro era de esperar, el pan integral de
centeno de Baviera (BB) fue el de color mas osalebido al tono oscuro tanto de los granos
como de la harina empleada en la elaboracion dw ¢ian. Este pan fue el que presento los
valores mas bajos de L* (a menor valor de L*, m&suoo es el pan). Por el contrario, el pan
de color mas claro fue el pan integral de trigo)(LBara completar la informacion relativa al
color de los panes, se aplicéeleuacion 14 descrita en el apartado 5.3.1.2.11. y se obspred
las mayores diferencias significativas de coloeiseontraron entre los panes LB (integral de
trigo) y BB (integral de centeno de Baviera). Ademas panes con el color de miga mas
similar fueron los panes BB y RB (estas muestrastraimn mayores valores de a*), asi como
los panes MB y LB (con valores de a* proximos aH)).general, no se observaron grandes
diferencias de color entre los panes analizaddse. ftgede ser debido a que en todos los casos
el porcentaje de harina base de trigo fue bastdtaeEl porcentaje de este tipo de harina no
puede reducirse para garantizar la aceptabilidadestes productos por parte de los

consumidores.
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5.4.2. Estudio de la aceptacion de nuevas formulacies de snacks a base de harinas de

legumbres

Tal y como se ha indicado anteriormente en la ptes€esis Doctoral, las legumbres son
alimentos de gran valor nutricional que deben fonpaate de la dieta habitual de la poblacion.
Sin embargo, en la sociedad actual el consumotdegagpo de alimentos tiende a ser escaso
debido a que su preparacion suele ser laboriogaed®® motivo, la industria alimentaria ha
centrado sus esfuerzos en el desarrollo de nugedsigios alimenticios elaborados a base de
legumbres, que faciliten el consumo de estos aliosean interesantes en todos los sectores de
la poblacion. En este sentido, en los ultimos d@asdustria a desarrollado nuevos productos
de aperitivo tipo snacks a base de legumbres ge@epuser buenos candidatos para promover
el consumo de legumbres al mismo tiempo que ampliabanico de snacks saludables, algo
demandado por una parte de los consumidazesifd-Mulero et al., 2018; do Carmo et al.,
2019; Morales et al., 201kH.a mayoria de los snacks que se encuentranraerebhdo estan
elaborados a base de maiz o almidon de arroz)grsser productos de baja calidad nutricional
debido a su baja densidad de nutrientes, su attdeapaldrico, alto contenido en sal y aditivos
alimentarios. Por esta razon, el empleo de legusrdnda elaboracion de este tipo de productos
permite obtener snacks con un interesante perfiicenal, ricos en fibra y por tanto mas
saludablesdo Carmo et al., 20)9

Para asegurar el éxito en el mercado de estos giosdes imprescindible garantizar su
aceptacion por parte de los consumidores. En eldm$os snacks, esta aceptacion depende de
atributos tales como la apariencia, la texturdad¢didad de consumo y el perfil nutricional de
los mismos o Carmo et al., 2019; Handa & Goomer, 201 aplicacion de la ciencia del
analisis sensorial de los alimentos, concretantégctacas de analisis sensorial de estudios de
consumidores resultan fundamentales para el désade nuevos productos por parte de la
industria alimentaria y constituyen una herramietase en la evaluacion de las preferencias
de los consumidores, las cuales determinan la mmgriéacion o no de estos nuevos productos

en la dieta.

En el presente trabajo se aplicaron técnicas disansensorial a un estudio de un panel de
consumidores que catarom“situ’ 6 tipos de snacks diferentes comercializados gpa&a
elaborados con harinas de legumbres (lenteja yagad), con el fin de determinar el grado de
aceptacion de los mismos por los consumidores grarallos factores que influyen en la
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aceptacion de estos productos, asi como evalupodible relacién entre el contenido en
nutrientes del producto y las preferencias de dosemidores.

Segun la informacion facilitada por el etiquetadalla 31, apartasdo 5.2.2.1.), todas las
muestras objeto de estudio contenian harina denleggs como ingrediente principal. En el
caso de los snacks de lenteja el porcentaje denlegufue de un 48 %, mientras que este
porcentaje fue de un 45 % en el caso de los smEkmrbanzo. Del mismo modo, todas las
muestras contenian almidén de patata, aceite de galal (sal marina en el caso de las muestras
LS y GS). Los snacks elaborados a base de harigardanzo (muestras GS, GT y GE) incluian
en su composicion arroz y harina de maiz. Ademds,|ds formulaciones estudiadas (muestras
LT, LE, GT y GE) presentaban harina de arroz, @seirextracto de levadura en polvo, cebolla
en polvo, hierbas (albahaca en el caso de LT y &heldo en LE y GE), acido citrico y
saborizantes. En el caso concreto de las muesirag GT (ambas con sabor a tomate y
albahaca), la composicion incluia azucar, ajo daop@specias y pimentén como colorante
natural. Por su parte, las muestras LE y GE (ancbassaborizante cremoso de eneldo)

contenian jarabe seco de glucosa.

Por otro lado, teniendo en cuenta la informaciémicianal reflejada en el etiquetado de los
shacks analizadog ébla 36), se puede observar que el valor energético fudasien todas

las muestras (466 kcal/100 g en las formulacioreededteja y 449 kcal/100 g en las de
garbanzo). Los snacks elaborados a base de Ignésjantaron mayor cantidad de grasa (total
y grasa saturada) y proteinas, mientras que etomiat de hidratos de carbono y de fibra fue
superior en el caso de los snacks de garbanzosTaglmuestras presentaron la misma cantidad
de azucar (2,2 g/100 g) pero distinto contenidead€1,89 g/100 g en LS; 1,98 g/100 g en GS;
2,6 9/100gen GTy GE; y2,89/100genLTyLE).
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Tabla 36.Perfil nutricional de las formulaciones de snack$edjumbres

Cadigo de la muestra

Snacks de lenteja Snacks de garbanzo

Informacioén nutricional LS LT LE GS GT GE
Valor energético (kcal/100g, ssf) 466 466 466 449 49 4 449
Grasas (g/100g, ssf) 19,5 19,9 19,517 17 17
Grasas saturadas (g/100g, ssf) 1,4 14 114 1,2 1,2,2
Hidratos de carbono (g/100g, ssf) 66 66 66 68,4 46868,4
Azulcares (g/100g, ssf) 2,2 22 2|2 2,2 2,2 2,2
Fibra (g/100g, ssf) 3,2 32 3,2 4,5 4,5 4,5
Proteinas (g/100g, ssf) 9,3 93 93 6,5 6,5 6,5
Sal (g/100g, ssf) 1,89 28 2B 1,98 2,6 2,6

LS: snack de lenteja con sal marina; LT: snacketgeja con tomate y albahaca; LE: snack de lemteija
saborizante cremoso de eneldo; GS: snack de garlzamz sal marina; GT: snack de garbanzo con togate
albahaca; GE: snack de garbanzo con saborizantescede eneldo.

El analisis de componentes principales (ACP) deddds parametros nutricionales incluidos
en este estudio explica el 99,89 % de la variamtal de los datos. A partir de los resultados
obtenidos de este ACP, las muestras se posicionahgeafico en funcion de su composicion

nutricional, tal y como se observa erigura 49 (apartado 5.3.2.).

El ACP nos representa graficamente en el espactnsgalimensiones los snacks analizados
introduciendo la composicién nutricional de los mis explicando un alto porcentaje de la
varianza. Los productos se distribuyen en funcésu composicion en los cuatro cuadrantes
mostrando sus diferencias en cuanto a su valocimrtal. Las muestras GT y GE se disponen
en el primer cuadrante mas caracterizado por e egmponente 1, con mayor contenido en
carbohidratos y fibra mientras que los snacks gt@negraficamente en el segundo cuadrante
(LT y LE, con mayor contenido de grasa total y gregturada). Por otro lado, la muestra GS
siendo rica en fibra y carbohidratos y la muest&ade encuentran en el 3 y 4 cuadrante
respectivamente y estan caracterizadas principaénemel eje 2, productos con un contenido

de sal menor de entre todos los distintos tipasndek estudiados.

Los resultados obtenidos en el presente estudierpde manifiesto que los consumidores

espafioles son capaces de discriminar entre lasrulfaciones de snacks objeto de estudio (p
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> 0,05). En general, las formulaciones de lentbfanaeron puntaciones mas altas que las de
garbanzo, siendo las muestras GE y LE (ambas dmwizante cremoso de eneldo) las mejor
valoradas por los consumidores espafioles, con wmiugrion media de 7,1 y 7,0

respectivamentel@bla 33, apartado 5.3.2.).

Tal y como se puede observar enTiabla 33 del apartado 5.3.2., los consumidores que
participaron en el estudio utilizaron un rango mFgude la escala heddnica de 9 puntos,
encontrandose las puntuaciones medias de los seaties5,8 y 7,1 puntos. El hecho de que
los consumidores puntuen las formulaciones en ana gequefia de la escala hedonica ha sido
observado previamente por otros autores, que hadiado la aceptacion de distintos snacks
elaborados a partir de harina de maiz y enrigusaidam distintas fuentes de proteina, tales
como proteina de soja o proteinas séricas. Estoseauconfirmaron que los consumidores
calificaron las muestras utilizando un pequefio oatgyla escala heddnica de 9 puntos, dando

puntuaciones cercanas al punto medio de la migmeay¢r et al., 2012

Como se ha indicado anteriormente, el crecieneéstde la sociedad actual por encontrar en
el mercado productos nutritivos y saludables hadiegie la industria alimentraria trabaje en
el desarrollo de nuevos productos y, en este serg@desta trabajando en la fabricacion de una
amplia gama de productos tipo snacks elaboradossa 8e distintos ingredientes, siendo
fundamental llevar a cabo estudios que evalUegdatacion de los mismos por parte de los
consumidores. En esta linéayknark et al. (1998valuaron la aceptacion entre estudiantes
americanos y asiaticos de snacks de pescado yadkssde cacahuete, obtenidos mediante el
proceso de extrusion. Estos investigadores compnbgue, por lo general, los estudiantes
americanos dieron puntuaciones mas altas a losksnd& cacahuete mientras que los
estudiantes asiaticos evaluaron de forma mas yoditis snacks de pescado. Ademas, se
observo que los participantes del citado estudificzaon con puntuaciones medias de 6,7 -
6,9 (sobre la escala heddnica de 9 puntos) losuptosl analizados, siendo estas puntuaciones
similares a las que se obtuvieron en nuestro wabgr otro ladoHolmer et al. (2012)
investigaron el grado de aceptacion de distinfmsstde snack (tipo barrita) por parte de nifios
daneses y suecos de edades comprendidas entré 8no4. Para ello utilizaron una escala
hedonica de 7 puntos y los resultados de su traba@gstran que para los escolares de ambas
nacionalidades los snacks preferidos fueron ldsadaut y calabaza y los de avena y arandano,
siendo estos productos los que mayor cantidad akagresentaban (20 y 19 g de grasa por
100 g, respectivamente). Sin embargo, la formutaqide recibié la calificacion mas baja fue

la elaborada a base de centeno y espino amatikocgntenia 1 g de grasa por 100 g.
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En el caso de los snacks analizados en el presstidio, si se considera la composicidon
nutricional de los mismos, se observa que las ftaomnes de lenteja contenian mas proteina,
mas grasa y menos fibra. EI mayor contenido deagg@aselaciona con una mayor palatabilidad
de los productos alimenticiosgrnandez-Ruiz et al., 2019; Landry et al., 20IBque podria
justificar que los participantes mostraran una mayeferencia por los snacks de lenteja.
Ademas, nuestro estudio revela diferencias estealisénte significativas (p > 0,05) en
relacion al sexo de los participantes, ya que sergh que los hombres tienen una mayor
preferencia por los snacks, dando puntuacionesafi@s a este tipo de productos que las
mujeres (abla 33, apartado 5.3.2.). Estudios previos demostrar@en gluconsumo de snacks
es mayor en el caso de la poblacién masculinay mtestudiantes universitarios argentinos
(De Piero et al., 20)5como en estudiantes universitarios espafidlesdno-Gomez et al.,
2012.

Si tenemos en cuenta la edad de los consumidoeegayticiparon en el presente trabajo se
puede observar que las puntuaciones que recibidogn snacks fueron similares

independientemente de la edad de los catadores.

Con el fin de profundizar en los resultados obtesida evaluacion sensorial de los snacks de
legumbres objeto de estudio se completé con lazesabn de un analisis de agrupaciéon
jerarquica ascendente, que clasifico a los consenesden tres grupos o clases con distinta

aceptacion de los snacks evaluadégyra 50, apartado 5.3.2.).

Basandose en la matriz de datos heddncios agrugadas tres clases y en relacion con su
composicién, como se puede observar en el mapaefiergncias externo, que relaciona las
preferencia de los consumidores con las caraétasstle los productosFigura 52), los
resultados obtenidos indican que la clase 1 (2&uwuidores) prefiere LT (muestra con
saborizante tomate y albahaca), mientras que $& @ase inclina por los productos LT y LE,
que se caracterizan por presentar un mayor comtenigrasa, o que aumenta su palatabilidad.
Ademas, los consumidores de la clase 2 (29 consuwesyidieron una baja puntuacion a la
muestra GS. Por ultimo, la clase 3 (26 consumida@e®l grupo de consumidores que da las
menores puntuaciones y el producto que prefie@Eegformulado con harina de garbanzo y

saborizante cremoso de eneldo), caracterizadorporayor contenido en fibra.
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Estudio de productos elaborados a base de hamnesrdales y de harinas de legumbres: panes yssnack
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Figura 52. Mapa de preferencias externo
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6. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS



1. Harinas de trigo

Tras el estudio de las distintas harinas de trlgan¢a e integral) y fraccion de salvado

analizadas, podemos concluir que:

a)

b)

d)

Las harinas de trigo procedentes de las variedatizadas pueden considerarse una
fuente importante de fibra, siendo la fibra instdula fraccion mayoritaria, llegando a
representar hasta el 96% de la fibra total.

Tres de las muestras objeto de estudio (D-E#2-WHEH#BWF y S-M#1-WF)
cumplieron los requisitos necesarios para podeerhaso de la declaracion de
propiedades saludables autorizada para los aralainog producidos a partir del
albumen de trigo. El contenido de arabinoxilandstdes fue superior en el caso de las
muestras procedentes de variedades de trigo duro.

Las técnicas de mejora genética tradicional pemmitietener harinas de trigo con
cantidades importantes de elementos mineralegjaiposible, en la mayoria de los
casos, el empleo de las declaraciones nutricionalel® propiedades saludables
establecidas en la legislacion vigente.

Las harinas de trigo objeto de estudio, especidkrian harinas integrales y fracciones
de salvado, destacan por presentar compuestosropregades antioxidantes, tales
como los tocoferoles y los compuestos fendlicoe ge relacionan con mejores

resultados en los ensayos de evaluacion de laidaplaantioxidante de las muestras.

2. Harinas de lenteja

En las harinas de lenteja enriquecidas con levatluracional se evalud el efecto del proceso

de extrusion sobre el contenido de compuestos voaae las mismas. Ademas, se estudio la

influencia de este proceso tecnoldgico sobre dletuao de algunos compuestos antinutritivos

asi como sobre la actividad antioxidante de lagmaarobjeto de estudio. Las conclusiones

obtenidas fueron las siguientes:

a)

b)

Tras la extrusién de las formulaciones objeto dedéd se observd un incremento en el
contenido de fibra (especialmente soluble) y dbiacxilanos de las mismas.

En todas las muestras analizadas se identificaron & p- y el y-tocoferol, siendo este
altimo el vithmero mayoritario. Ademas, se obsenma disminucion en el contenido

de estos compuestos como consecuencia de la éxtrusi
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c) Como consecuencia del tratamiento tecnoldgico ekin) se observo un incremento
en el contenido de oligosacaridos tipgalactdsido,

d) El hexdsido de catequina fue el compuesto fenatiagoritario en las harinas de lenteja
analizadas. El proceso de extrusion se relacionduoa reduccion en el contenido de
compuestos fendlicos presentes en las mismas.

e) Tras el tratamiento tecnoldgico, extrusion, seeolds una marcada reducciéon en el
contenido de compuestos antinutritivos (inositafébos, inhibidores de tripsina y
lectinas).

f) Los resultados de los ensayos de evaluacion dexpacidad antioxidante de las
formulaciones de lenteja enriquecidas con levadurtaicional (crudas y extruidas)
mostraron que las harinas analizadas presentarsateges propiedades desde el punto

de vista antioxidante.

3. Productos elaborados a base de harinas de cee=al de harinas de legumbres: panes y

snacks

Debido a que la industria alimentaria utiliza coactiencia las harinas de cereales y de
legumbres en la elaboracion de productos alimesticen el presente trabajo se evaluaron
distintos aspectos de la calidad nutricional y sgakde panes elaborados a base de harinas de

cereales y de snacks de legumbres, siendo positbdudr:

a) El pan multicereal fue el que presentd un mayotesodo de proteinas, grasa total y
fibra total, caracterizandose también por presdasavalores mas bajos de hidratos de
carbono disponibles.

b) El pan de avena fue el que mayor valor caléricegmd. Por el contrario, el pan integral
de centeno de Baviera y el pan integral de trigodt los de menor valor energético.

c) El andlisis del perfil lipidico muestra que los dixd grasos poliinsaturados
constituyeron la fraccion mayoritaria en los paolg@gto de estudio.

d) Todos los panes analizados pueden hacer uso deidgagntes declaraciones
nutricionales aprobadas por la normativa vigeriajd contenido en azucaresfuente
de cobréy “fuente de mangan€so

e) El pan de centeno fue el que mayor dureza pressegiyido del pan de centeno de
Baviera y el pan multicereal. Por el contrariop&h de avena y el pan integral de trigo

fueron los de menor dureza.
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f)

¢)

h)

)

K)

Se observo que la adhesividad de las muestrasxknpdizadas aumentd a medida que
disminuia el porcentaje de harina de trigo de lesmas, siendo el pan de centeno el
gue mayor adhesividad presento.

El pan integral de trigo fue el mas elastico y &h ple centeno resulté el de mejor
masticabilidad.

Como resultado del estudio del color de los paae®mprobé que el tipo de harina no
afecta a la luminosidad de los mismos. No obstehpgn mas oscuro fue el pan integral
de centeno de Baviera.

En relacion con los snacks, los consumidores eggmfon capaces de discriminar entre
las 6 formulaciones de snhacks objeto de estudio.

En general, los snacks formulados con lenteja (oés proteina, mas grasa y menos
fibra) obtuvieron puntaciones mas altas que lagadkanzo, siendo las muestras GE y
LE (ambas con saborizante cremoso de eneldo) lger nvaloradas por los
consumidores espafoles.

Se observo que los hombres tienen una mayor pnefarpor los snacks, ya que dieron
puntuaciones mas altas a estos productos que jasaswu

Las puntuaciones que recibieron los snacks evatuadieeron similares
independientemente de la edad de los catadores.

m) El analisis de agrupacion jerarquica ascendensgficla a los consumidores en tres

grupos o clases. Los resultados obtenidos indicenla clase 1 (26 consumidores)
prefiere LT (muestra de lenteja con saborizanteateny albahaca), mientras que la
clase 2 se inclina por los productos LT y LE, geiearacterizan por presentar un mayor
contenido en grasa, lo que aumenta su palatabiliideimas, los consumidores de la
clase 2 (29 consumidores) dieron una baja puntonagila muestra GS (muestra con
menos contenido de grasa y sal). Por altimo, IsecB (26 consumidores) es el grupo
de consumidores que da las menores puntuacioneprgdrcto que prefiere es GE

(muestra de garbanzo con saborizante cremososttgrcaracterizado por un mayor

contenido en fibra.
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Las harinas son ingredientes ampliamente utilizaaok elaboracion de distintos productos
alimenticios. Tradicionalmente se han empleadmbarde cereales y, especialmente de trigo,
cuya principal aplicacién ha sido la fabricacion . Sin embargo, en la actualidad los
consumidores demandan productos novedosos, nosriyisaludables, por lo que la industria
alimentaria esta haciendo un gran esfuerzo ensra#lo de productos que satisfagan las
exigencias de todos los grupos de poblacion. Ptaido) cada vez es mas frecuente encontrar
en el mercado panes elaborados con distintosdipagreales y una estrategia para enriquecer
estos productos desde el punto de vista nutriciaslcomo para mejorar las propiedades
tecnoldgicas de las harinas empleadas en su etaforauede ser llevar a cabo programas de
mejora genética tradicional que permitan obteneedades de cereales con un mejor peffil
nutricional asi como con interesantes propiedadesotdgicas. Por otro lado, el excelente
perfil nutricional de las legumbres convierte aagiupo de alimentos en buenos candidatos
para ser utilizados como ingredientes alternaterota elaboracion de aperitivitos tipo snack.
En este sentido, la extrusion es un proceso tegiwol@ue resulta muy interesante, ya que se
ha observado que permite obtener una amplia vafriéegroductos. Ademas, se ha visto que
este proceso tiene efectos beneficiosos relacienado la composicion nutricional de los
productos extruidos, ya que se asocia con un awngehicontenido de fibra y arabinoxilanos
asi como con una reduccion de algunos compuestsidenados como antinutrientes, como
los inositol fosfatos, los inhibidores de tripsmkas lectinas. Por altimo, las técnicas de arglisi
sensorial constituyen una herramienta fundamemata @valuar la aceptacion por parte de los
consumidores de los productos alimenticios, de maagee se pueda anticipar el grado de

aceptacion de los mismos en el mercado.
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1. Wheat flours

After studying the different wheat flours (whitedawhole) and the bran fraction analyzed, we

can conclude that:

a) Wheat flours from the analyzed varieties can beiclmmed an important source of fiber,
being the insoluble fiber the majority fraction aegresenting up to 96% of total fiber.

b) Three of the samples under study (D-E#2-WF, S-CH#HIWS-M#1-WF) met the
necessary requirements to make use of the healitm eluthorized for arabinoxylans
produced from the wheat albumen. The soluble acxlglan content was higher in the
case of samples from durum wheat varieties.

c) The traditional genetic improvement techniques migessible to obtain wheat flours
with significant amounts of mineral elements, bgdogsible, in most cases, the use of
nutrition and health claims established in the enirtegislation.

d) The wheat flours subject of study, especially tih@l wheat flours and bran fractions,
stand out for containing compounds with antioxidardperties, such as tocopherols
and phenolic compounds, which are related to bedseiits in the tests aimed to evaluate

the antioxidant capacity of the samples.
2. Lentil flours

In the lentil flours enriched with nutritional ydashe effect of the extrusion process on the
content of bioactive compounds was assessed. litiagdhe influence of this technological
process on the content of some antinutritive comgsias well as on the antioxidant activity

of the flours under study was studied. The follaywronclusions were obtained:

a) After extrusion of the formulations under study, iaorease in the fiber (especially
soluble) and arabinoxylan contents was observed.

b) In all the analyzed samples, - andy-tocopherol were identified, the latter being the
major vitamer. In addition, a decrease in the aundé these compounds was observed
as a consequence of the extrusion process.

c) As a consequence of the technological treatmemtu&rn), an increase in the content

of a-galactoside type oligosaccharides was observed.
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d) Catechin hexoside was the major phenolic componrtkde analyzed lentil flours. The
extrusion process was related to a reduction inctirgent of phenolic compounds
present in the analyzed samples.

e) After the technological treatment (extrusion), arked reduction in the content of
antinutritive compounds (inositol phosphates, thypshibitors and lectins) was
observed.

f) The results of the tests to evaluate the antioxidapacity of the lentil formulations
enriched with nutritional yeast (raw and extrudgtwed that the analyzed flours have

interesting properties from the antioxidant poihview.

3. Products made from cereal and legume flours: beels and snacks

Given that food industry frequently uses cereal lgdime flours in the preparation of food
products, in the present work different aspecthefnutritional and sensory quality of breads
made from cereal flours and snacks from legumeg assessed. The following conclusions

were obtained:

a) Multigrain bread was the one that presented thledsigprotein, total fat and total fiber
contents, as well as the lowest values of availedtbohydrates.

b) Oat bread was the one with the highest caloric erzala contrast, Bavarian rye
wholemeal bread and whole wheat bread had the teemesgy value.

c) The lipid profile analysis shows that polyunsateddfatty acids constituted the majority
fraction in the breads under study.

d) All the analyzed breads can make use of the foligwiutrition claims approved by the
current regulation’low sugar", "source of copperand'source of manganese"

e) Rye bread was the one with the highest hardneswixd by Bavarian rye bread and
multigrain bread. In contrast, oatmeal bread andletwvheat bread were the least hard
breads.

f) It was observed that the adhesiveness of the asthlyread samples increased as the
percentage of wheat flour in them decreased, bgmdpread the one with the highest
adhesiveness.

g) Whole wheat bread was the most elastic bread antirgad was the one with the best
chewiness.

h) As a result of the study of the color of breadsyat found that the type of flour does
not affect their brightness. However, the darkesath was Bavarian rye bread.
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j)

K)

Regarding the snacks, Spanish consumers are atllsciaminate among the 6 snack
formulations under study.

In general, the snacks formulated with lentils kwitore protein, more fat and less fiber)
obtained higher scores than those of chickpeaglibemGE and LE samples (both with
creamy dill flavoring) the best valued by Spanishsumers.

It was observed that men have a greater prefefenamacks, since they gave higher
scores to these products than women.

The scores received by the evaluated snacks waitaisregardless of the age of the

tasters.

m) The Agglomerative Hierarchical Clustering analyslassified consumers into three

groups or classes. The results obtained indicattecthss 1 (26 consumers) prefers LT
(sample of lentils with tomato and basil flavoring)hile class 2 favors LT and LE
products, which are characterized by a higher fatent, which increases its
palatability. In addition, consumers of class 2 (@&sumers) gave a low score to the
GS sample (sample with less fat and salt contEmtally, class 3 (26 consumers) is the
group of consumers that gives the lowest scorestlamgroduct they prefer is GE

(chickpea sample with creamy dill flavoring), chaeaized by a higher fiber content.
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Flours are ingredients widely used in the produrctd different food products. Cereal flours
have been traditionally used, especially wheat, sghonain application has been the
manufacture of bread. However, nowadays consunmarsdd novel, nutritious and healthy
products, so the food industry is making a gre&dreto develop products that satisfy the
demands of all groups of population. On the ona@lhts increasingly common to find breads
made with different types of cereals on the marRedtrategy to enrich these products from a
nutritional point of view as well as to improve tteehnological properties of the flours used in
their preparation, can be the implementation dfiti@nal genetic improvement programs that
allow obtaining varieties of cereals with a bettetritional profile and interesting technological
properties. On the other hand, the excellent momial profile of legumes makes this food group
a good candidate to be used as alternative ingresdiie the preparation of snacks. In this sense,
extrusion is a technological process quite int@rgssince it has been observed that it allows
to obtain a wide variety of products. In additidrmas been seen that this process has beneficial
effects related to the nutritional composition afraded products, as it is associated with an
increase in fiber and arabinoxylan contents as aglvith a reduction of some compounds
considered antinutrients, such as inositol phogshatrypsin inhibitors or lectind.astly,
sensory analysis techniques are a fundamentafdoelaluating the consumer acceptance of

food products, so that the degree of acceptantieeai in the market can be anticipated.
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