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Resumen

CALIDAD NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE HARINAS EXTRUIDAS A

BASE DE MAIZ Y LENTEJA CON SUBPRODUCTOS DE VINIFICACION

Durante este siglo XXI, las extrusoras han pasado de ser simples dispositivos de
conformado de alimentos a ser equipos muy sofisticados, como son las extrusoras de
doble tornillo, mejorando especialmente la flexibilidad de esta tecnologia y ampliando

significativamente su potencial aplicacion en la industria alimentaria.

Los cereales son los ingredientes habitualmente utilizados para los procesos de coccién
por extrusion debido a su contenido de almidon, que es esencial para generar las deseables
caracteristicas reoldgicas de las mezclas y facilitar el proceso de extrusion. Entre los
cereales, el maiz es uno de los ingredientes mas utilizados en la elaboracién de snacks,
debido en gran medida a su amplia disponibilidad y excelentes caracteristicas de
expansion. Asi mismo, por la versatilidad y flexibilidad caracteristica del proceso de
extrusion, se han expandido el uso de esta tecnologia a alimentos a base de leguminosas

como las lentejas.

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion es: Estudiar nuevos productos
extruidos a base de maiz y lenteja enriquecidos con subproductos del proceso de la
vinificacion, evaluando de su calidad nutricional y funcional. Para dar cumplimiento a

este objetivo general, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

- Valorar la influencia del proceso de extrusion sobre harina control a base de maiz y
lenteja en la fraccion hidrocarbonada y compuestos fenoélicos.

- Estudiar el efecto de la formulacion de harinas de maiz y lenteja enriquecidas con
Hylon® V y con distintos subproductos de vinificacion: Piel de uva (Cabernet
Sauvignon) fermentada; Semilla de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada y Semilla

de uva (Chardonnay) no fermentada, en su composicion quimica.
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- Valorar la influencia del proceso de extrusion en las harinas formuladas y los cambios

en su composicion quimica: fraccion hidrocarbonada y compuestos fenolicos.

Respecto a las muestras de interés, en el presente estudio se ha utilizado harina a base
de maiz (70%) y lenteja (30%) como harina control. Para elaborar 100 g de harina control,
se partié de 93,75 g de mezcla maiz y lenteja (70:30) a la que se adiciond 1,25 g de sal y
5 g de azucar la cual se analizo en tanto cruda como tras el proceso de extrusion. La
combinacion realizada entre el maiz y la lenteja (cereal y leguminosa), como harina base,
tiene como objetivo principal obtener un alimento tipo shack con proteinas de alto valor
bioldgico, de manera que se complemente el perfil de aminoacidos esenciales en el
producto final.A partir de esta harina control se realizaron distintas formulaciones
incluyendo diferentes subproductos (semillas y piel) procedentes de la elaboracion del
vino, almidén alto en amilosa (Hylon® V), azlcar y sal. Y se utilizaron los siguientes
subproductos del proceso de vinificacion tanto de uva tinta (Cabernet Sauvignon), como
blanca (Chardonnay): Piel de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada; Semilla de uva

(Cabernet Sauvignon) fermentada; y Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada.

Las distintas proporciones de la mezcla maiz y lentejas fueron incorporadas con diferentes
porcentajes (5 y 20%) de piel/semilla de uva de la variedad tinta Cabernet sauvignon (piel
y semilla fermentadas), la variedad de uva blanca Chardonnay (semilla no fermentada) y
almidon Hylon® V (5 y 20%), mas la adicion de dos componentes fijos como sal y azUcar
en todas las formulaciones. Los nuevos productos extruidos a base de maiz y lenteja
enriquecidos con subproductos de la vinificacion fueron disefiados y elaborados por el

Dr. José de J. Berrios en las instalaciones del USDA-ARS-WRRC (California, EE. UU.).

Respecto a la metodologia analitica, dentro de la fraccion hidrocarbonada se realiz6 la

determinacion de: Fibra dietética, Carbohidratos disponibles totales, Azucares solubles y
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a-galactosidos, Arabinoxilanos, Almidon total (amilosa y amilopectina) y Almidon
resistente. Y respecto a los compuestos fenolicos, la determinacion de fenoles totales,
flavonoides totales y antocianinas totales. Todas las determinaciones se hicieron usando

métodos estandarizados de analisis.

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, capitulo 5, se han dividido en dos
bloques para su discusion. El primero hacer referencia al efecto del proceso de extrusion
en las muestras de harina (maiz y lenteja) control (capitulo 5.1). A continuacion, en los
capitulos 5.2. 5.3. y 5.4., se estudia el efecto de la formulacion, y posterior extrusion, de
las mezclas de harina (maiz y lenteja) con la incorporacion de distintos subproductos de
la uva y Hylon® V: Piel de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada; Semilla de uva
(Cabernet Sauvignon) fermentada y Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada. Y un
ultimo capitulo (5.5.) dedicado a la comparacion de los distintos alimentos extruidas con
el fin de seleccionar aquella formulacién con mejor calidad nutricional y funcional. Una
vez discutidos los resultados obtenidos, en el capitulo 6 se recogen las conclusiones del

trabajo realizado.

Respecto al contenido de fibra, la adicién tanto de piel como de semillas de uva a las
harinas (maiz:lenteja, 70:30) supone un aumento significativo del contenido de Fibra
Total siendo la fraccion de Fibra Insoluble la que contribuye a este aumento en mayor
medida. Dentro de las distintas formulaciones, aquellas con un 20% de semilla de uva
Cabernet Sauvignon fermentada destacan por su mayor contribucion, mientras que la
adicion de almidén Hylon® V no supone ningun efecto significativo. Todas las harinas
consideradas en este estudio, de acuerdo con el Reglamento (CE) n° 1924/2006 pueden
considerarse como fuente de fibra (al contener més de 3 g/100g), siendo todas ellas

formulaciones interesantes para el desarrollo de alimentos funcionales.
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Respecto al contenido en carbohidratos disponibles totales, expresados como gramos
de glucosa en 100 gramos de alimento extruido, las distintas formulaciones consideradas
en este estudio tienen un contenido en hidratos de carbono totales menor al de la harina
control. Esta disminucion en el contenido en carbohidratos totales tiene un efecto
beneficioso en la reduccion del valor calérico de las harinas extruidas que pasan de
proporcionar 285,84 (harina control extruida) a 211,64 (de la muestra CS-SdF-Ext3)
Kcal/100g (procedentes de los CDT). La formulacion con menor valor caldrico
corresponde a las harinas formuladas con un 20% de semilla de uva Cabernet Sauvignon

fermentada y un 5% de Hylon® V.

Si profundizamos en la identificacién y cuantificacion de los distintos oligosacaridos
presentes en las harinas extruidas analizadas podemos ver que la estaquiosa es el
oligosacarido a-galactosido mayoritario en todas ellas seguido del ciceritol y en cantidad
significativamente menor la rafinosa. La harina extruida con menor contenido de
oligosacaridos, es la muestra Ch-Sd-Ext4 que corresponde a la harina formulada con maiz
y lenteja (70:30) con incorporacion de un 20 % de semilla de uva Chardonnay no
fermentada y un 20 % Hylon® V. Esta harina es considerada interesante debido a su

reducido efecto potencial flatulento.

Otro componente de interés son los arabinoxilanos. Todas las formuladas harinas
extruidas presentan un contenido en arabinoxilanos extractables mas bajo al de la harina
control. Los cambios maés significativos se observan en el aumento del contenido de
arabinoxilanos totales en aquellas muestras con incorporacion de un 5% de subproducto
de vinificacion y un 20% Hylon® V), aquellas con incorporacion de un20 % de
subproducto de vinificacion) y un 20% Hylon® V. Esto indica que es el Hylon® V el

ingrediente que contribuye en mayor medida al contenido en arabinoxilanos totales, con
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independencia del subproducto de vinificacion adicionado (piel o semilla) y de la

variedad de uva considerada Cabernet Sauvignon 6 Chardonnay.

Respecto al contenido en almidon la fraccion de almidon resistente (AR) es la
minoritaria. No obstante, el AR es superior en las harinas extruidas y sin procesar que en
las correspondientes harinas control. Eso es posiblemente debido a la incorporacion de
Hylon® V, ya que este almiddn es alto en AR. Respecto al contenido en almidon total se
destaca la muestra extruida conteniendo 5% de piel de uva Cabernet Sauvignon
fermentada y 20% de Hylon® V que corresponde a la formulacién
CS-SkF-Ext2. En las harinas extruidas control (maiz y lenteja 70:30), la proporcién de
amilosa:amilopectina era de 20:80 siendo el maiz el ingrediente que mayormente

influencia este resultado.

El contenido en fenoles totales es superior en todas las formulaciones enriquecidas con
subproductos de la vinificacion en comparaciéon con las harinas control. Mas aun, las
formulaciones con una incorporacion de subproducto de uva del 20% son las que
presentan mayores contenidos en fenoles totales destacando aquellas formuladas con
semilla de uva Chardonnay sin fermentar. Esas muestras, presentan valores seis veces
superiores de fenoles totales en comparacion con la harina control extruida. Esto significa
que la adicién de subproductos de la uva tiene un efecto positivo en la calidad funcional

de las harinas extruidas.

Si nos fijamos en los contenidos en flavonoides totales, vuelven a destacar las
formulaciones con semilla de uva Chardonnay sin fermentar tanto con un 5% y aln mas
con 20% del subproducto. Esto significa que el potencial antioxidante de esta variedad,
debido a su pigmentacion amarilla, es superior al de Cabernet Sauvignon que es de

pigmento rojo.
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Por dltimo, el estudio comparativo del contenido en antocianinas totales, pone en
evidencia que todas las harinas formuladas con subproductos de vinificacion presentan
contenidos superiores de este compuesto bioactivo que la harina control. Ademas, los
valores son significativamente muy superiores con la adicion del 20% de los subproductos
de vinificacion, tanto de piel como semillas de las variedades Cabernet Sauvignon y

Chardonnay.



Abstract

ABSTRACT

NUTRITIONAL AND FUNCTIONAL QUALITY OF EXTRUDED FLOURS

BASED ON CORN AND LENTIL WITH WINEMAKING BY-PRODUCTS

During this 21st century, extruders have gone from being simple forming devices to being
highly sophisticated equipment, such as twin-screw extruders, especially improving the
flexibility of this technology and significantly expanding its application potential in the

food industry.

Cereals are their ingredients are commonly used for extrusion cooking processes due to
their starch content, which is esencial for generating the desirable rheological
characteristics of the feed to facilitate the extrusion process. Specifically, corn is one of
the most used ingredients in the preparation of snacks, largely due to its wide availability
and excellent expansion characteristics. In addition, due to the versatility and flexibility
characteristic of the extrusion process, the expansion of lentil-based foods has also been

possible.

The main objective of this research work is: The study of new extruded products based
on cereals and pulses enriched with Hylon® V and different by-products of winemaking,
and the evaluation of their nutritional and functional quality. And the specific objectives

are:

- Assess the influence of the extrusion process on cereal and pulse control flours

on the hydrocarbon fraction and phenolic compounds.

- Study the effect of formulating cereal and pulse-based flours with Hylon V and

different by-products of winemaking: fermented grape skin (Cabernet
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Sauvignon); Fermented Grape Seed (Cabernet Sauvignon) and Unfermented

Grape Seed (Chardonnay) on their chemical composition.

- Evaluate the influence of the extrusion process on the formulated flours assessed
by the changes in their chemical composition: hydrocarbon fraction and phenolic

compounds.

In this study, a mixture of corn flour (70%) and lentil flour (30%) was used as control
flour. To make 100 g of control flour, 93.75 g of a mixture of corn and lentils (70:30) was
used, to which 1.25 g of salt and 5 g of sugar were added. The combination between corn
and lentil (cereal and pulses) as base was performed to obtain a snack-type food product
with proteins of high biological value, in order to complement the essential amino acids
profile in the final product. The resulted control flour was analyzed both raw and after the
extrusion process. This based control flour, was formulated using high amylose starch
(Hylon® V) and different by-products of winemaking: fermented grape skin (Cabernet
Sauvignon); fermented grape seed (Cabernet Sauvignon) and unfermented grape seed

(Chardonnay).

Different proportions of the corn and lentil mixture flour (control), were formulated with
Hylon® V starch (5 and 20%) and with 5 and 20% of the skin and seed of the grape from
red Cabernet Sauvignon variety (fermented skin and seed); white Chardonnay grape
variety (non-fermented seed) additionally, salt and sugar were included in all
formulations as fixed flavor addives. The novel corn and lentil-based extruded products
with the addition of the different by-products of winemaking were designed and produced

by Dr. José de J. Berrios at the USDA-ARS-WRRC facilities (California, USA).

Regarding the analytical methodology, within the hydrocarbon fraction, the

determination of: dietary fiber, total available carbohydrates, soluble sugars and a-
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galactosides, Arabinoxylans, total starch (amylose and amylopectin) and resistant starch
was performed. And regarding phenolic compounds, the determination of total phenols,
flavonoids and total anthocyanins were evaluated. All the determinations were made

using standard methods of analysis.

The results obtained in this doctoral thesis, chapter 5, have been divided into two blocks
for discussion. The first chapter refers to the effect of the extrusion process on the control
flour samples (mix of corn and lentil) (chapter 5.1). In chapters 5.2 and 5.3, the effect of
the formulation, and subsequent extrusion, of the control (mix of corn and lentil) flour
with the incorporation of Hylon® V and different by-products of winemaking: fermented
grape skin (Cabernet Sauvignon); fermented grape seed (Cabernet Sauvignon) and
unfermented grape seed (Chardonnay), were studied. The last chapter (5.5.) deals with
the comparison of the different developed extruded foods, in order to select the
formulation with the best nutritional and functional quality. Once the results obtained

have been discussed, chapter 6 present the conclusions of the work carried out.

Regarding fiber content, the addition of both skin and grape seeds to the control flour
(Corn:lentil, 70:30) promoted a significant increase in the Total Fiber content. The
Insoluble Fiber fraction was the one that most greatly contributed to this increase. Within
the different formulations, those with 20% fermented Cabernet Sauvignon grape seed
stand out for their greatest contribution, while the addition of Hylon® V starch did not
have any significant effect. All flours evaluated in this study, in accordance with
Regulation (CE) n°® 1964/2006, can be considered as a source of fiber (containing more
than 3 g/100g). All the formulated extruded flours present great potential for the

development of functional foods.
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Regarding the total available carbohydrate content (from the total carbohydrates)
expressed as grams of glucose in 100 grams of extruded food, the different formulated
samples considered in this study had a lower total carbohydrate content than the control
sample. This lower content in total carbohydrate of the extruded flours represent a
beneficial effect in reducing the caloric value of these samples, which go from a content
of 285.84 Kcal/100g in the control extruded flour to 211.64 Kcal/100g in the CS-SdF-
Ext3 sample. Moreover, the formulation with the lowest caloric value corresponds to the
flours formulated with 20% fermented Cabernet Sauvignon grape seed and 5% Hylon®

V.

The identification and quantification of the different oligosaccharides present in the
extruded flours analyzed, reveal that stachyose is the major alpha galactoside
oligosaccharide in all of them, followed by ciceritol and raffinose in significantly less
quantity. The extruded formulation, with the lowest oligosaccharide content was the one
formulated with 20% Chardonnay grape seed non-fermented and 20% Hylon® V. This

sample is considered interesting, due to its potential reduced flatulence effect.

The determination of the content of arabinoxylans is also a subject of interest the in the
studied novel flours. All the formulations had a content of extractable arabinoxylans
somewhat lower than that of the extruded control flour. The most significant changes are
observed in the increase in the content of total arabinoxylans in those samples containing
20% of Hylon® V and 5% of the different by-products of winemaking (prevoulsy
indicated). This indicates that Hylon® V is the ingredient that contributes the most to the
total arabinoxylans content, regardless of the type of by-product of winemaking used in

the formulations under study.

12



Abstract

Regarding the starch content, the fraction of resistant starch (RS) represented the minor
component. Although, RS is higher in the extruded and formulated flours than in their
corresponding control flours. This is possibly due to the incorporation of Hylon® V, since
this specialtly starch is rich in RS. With respect to total starch content, the samples with
5 % of fermented Cabernet Sauvignon grape skin and 20% Hylon® V of starch stand out.
This flour formulation corresponds specifically to sample CS-SkF-Ext2. In the control
extruded flours (corn and lentil 70:30), the ratio of amylose:amylopectin was 20:80, being

corn the higther contributor to this result.

The total phenol content is higher in all the by-products of winemaking enriched
formulations compared to the control flour. Moreover, the formulations with a 20%
incorporation of grape by-product are the formulations with the highest contents in total
phenolics highlighting those formulated with unfermented Chardonay grape seed. Those
sample contained six times higher values of total phenols, compared to the extruded
control flour. This indicates that the addition of grape by-products has a positive effect

on the functional quality of the extruded meals.

Regarding total flavonoid content, the formulations with unfermented Chardonnay grape
seed stand out again, with 5% and even more with 20% of this by-product. This means
that the antioxidant potential of this variety, due to their yellow pigmentation, is higher

than that of Cabernet Sauvignon containing red pigment.

Finally, the study of total anthocyanin content shows that all the tested formulated flours
containing by-products of winemaking had higher contents of this bioactive compound
than the control flour. In addition, the values are significantly higher at 20% addition of
by-products of winemaking, from skin and seeds, of the varieties Cabernet Sauvignon

and Chardonnay.
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Introduccion

1.1 EXTRUSION DE ALIMENTOS

Desde el punto de vista tecnologico, "extrusion” (de la palabra latina extrudere) significa
accion de expulsar (Berk, 2018; Rauwendaal, 2019). Es un proceso termo-mecanico, en
el que los materiales previamente acondicionados, se introducen en una envoltura
cilindrica, llamada barril, se transportan, mediante uno o dos tornillos de Arquimedes,
donde los materiales introducidos sufren una transformacion fisica y quimica debido a las
tensiones térmicas y mecanicas generadas por los tornillos que giran y el calentamiento
de los barriles, con el posterior moldeado al paso forzado a través de una restriccion o
matriz de pequefia dimension (Emin, 2016; Kristiawan, Chaunier, Sandoval, & Della

Valle, 2020) (figura 1).

Material matricial o
(ejemplo, harina) g
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Transporte — mezclado — fusion - cocinado Secado expansivo
Zona de tornillo Zona de
expandido

Figura 1. Esquema tipico de una extrusora adaptado de Emin (2015)

La extrusion es una tecnologia de procesamiento continuo, que implica una serie de
operaciones unitarias, como transporte, compresion, mezclado, cizallamiento,
plastificaciéon, fusion, coccidon, desnaturalizacién, fragmentacion, texturizacion,

conformacién, extrusion reactiva, funcionalizacion, separacion, etc., dando como
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resultado una gran cantidad de cambios complejos en los alimentos, tales como la textura,

la microestructura, el color y el sabor (Emin, 2016; Fellows, 2017; Yang et al., 2020).

La tecnologia de extrusion basica se conoce desde hace tiempo (Riaz, 2019). Berk (2018)
y Singh & Heldman (2014), han descrito cronolégicamente la secuencia de su desarrollo.
Inicialmente, la extrusion industrial se aplicaba fundamentalmente en la metalurgia y en
el procesamiento de polimeros plasticos. La primera patente de extrusion para fabricar
tubos de plomo se emitié en 1797, por lo que se puede afirmar que, los origenes del
proceso de extrusion estan estrechamente asociados con la ciencia y la tecnologia de los
polimeros. A mediados de la década de 1850, la extrusion se utilizé para producir el
primer tubo de plomo sin costura. El primer termoplastico artificial, el celuloide, se
obtuvo en la década de 1860 como resultado de una reaccion entre la celulosa y el acido
nitrico. La fabricacion de baquelita en 1907 y la resina de recubrimiento protector, gliptal,

en 1912, también dependian del procesamiento de extrusion.

Las aplicaciones formales de los procesos de extrusion de los alimentos comenzaron en
la década de 1930 y evolucionaron durante los siguientes 50 afios, a medida que los
equipos para el procesamiento de extrusion aumentaron en capacidad y complejidad. Las
maquinas de extrusion, para la coccién de snack expandidos se desarrollaron en la década
de 1940 en Estados Unidos. En la década de 1960, se desarrollaron extrusoras simples y
de menor coste para la coccion de soja, utilizada como alimento para animales. Una
década después, las agencias y gobiernos internacionales adoptaron y promovieron la
tecnologia de extrusion para la produccion de alimentos infantiles basados en mezclas de

semillas oleaginosas y cereales.

En este siglo XXI, las extrusoras han pasado de ser simples dispositivos de conformado

a ser equipos muy sofisticados, como son las extrusoras de doble tornillo, que tienen la
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capacidad llevar a cabo un intercambio de calor considerablemente mayor que las
extrusoras de un solo tornillo, mejorando especialmente la flexibilidad de esta tecnologia
y ampliando significativamente su potencial aplicacion en la industria alimentaria (Emin,
2015; Guerrero, Beatty, Kerry, & de la Caba, 2012). Las ultimas investigaciones dan
cuenta de una tecnologia mejorada de coccion por extrusion, que consiste en alargar el
tornillo a fin de moderar las condiciones de procesamiento, cuya finalidad es la de mejorar
los componentes bioactivos y la actividad funcional en el caso de los alimentos (Cheng
et al., 2020). También, se ha fomentado la inyeccion de CO; para la formacion de una
estructura expandida, donde el CO> funciona como un agente de expansion en lugar de
utilizar el vapor de agua tal y como se ha venido realizando en la extrusion tradicional
(Wang & Ryu, 2013). Otro gas utilizado, méas asequible, abundante y respetuoso con el
medio ambiente es el nitrdgeno, que fue también considerado como un potencial agente
de expansion fisico en la coccidn por extrusion de alimentos (Li, Masatcioglu, & Koksel,

2019).

En los ultimos afios, la fabricacion aditiva, denominada impresion tridimensional (3D),
ha permitido elaborar estructuras complejas; donde el proceso de operacién se controla
digitalmente y los objetos tridimensionales se imprimen por extrusion, en la que la tinta
a base de alimentos se fuerza a pasar a través de una boquilla como filamento para
construir una estructura de alimentos en 3D capa por capa (Gholamipour-Shirazi, Norton,

& Mills, 2019; Nijdam, LeCorre-Bordes, Delvart, & Schon, 2021).

1.1.1. Variables del proceso de extrusion

Segun la figura 2, se presenta un esquema de operacion de un proceso tipico de coccion
por extrusion de alimentos, de la cual distintos autores coincidieron (Altan, McCarthy, &
Maskan, 2008; Jebalia et al., 2019) en la configuracion de las distintas variables de
entrada - proceso - salida. Las variables de entrada se consideran como manipulables y
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estos son: la velocidad de alimentacion del ingrediente seco (FR), el agua agregada (Lee,
Durst, Wrolstad, & Collaborators), la velocidad del tornillo (SS) y la temperatura del
barril (TB). Las variables del proceso son aquellas que se configuran dentro del barril: la
velocidad de alimentacion total a través del extrusor (F), el contenido del agua que se
afiade a la mezcla alimenticia a extruir con el fin de homogenizar a una humedad
especifica que demanda la extrusora y la velocidad del tornillo (SS). Las variables de
entrada y del proceso son llamadas variables dependientes. Promoviéndose finalmente,
las variables de salida que son el resultado de las variables de entrada y del proceso (en
funcién del material en extrusion) serian: potencia de funcionamiento del motor
consumida segun lo indicado por la carga del motor (E), la temperatura de fusion del
producto (Td), la presion en la matriz (Pd) y la calidad del producto (P) (Kulshreshtha,
Zaror, & Jukes, 1991). Las variables de salida son llamadas variables independientes. En
ese sentido, la coccion por extrusion se puede ver como un proceso de 4 entradas x 4
salidas (Haley & Mulvaney, 2000). Otros estudios definieron que, las variables del
producto (quimicas) que se desea controlar, estdn fuertemente relacionadas con las
variables del proceso (fisicas) que se puede controlar (por ejemplo, Potencia de motor,
Presion y Temperatura a la salida), por lo cual es necesario encontrar una matriz de
correlacion entre las variables del producto y las variables del proceso, pero las
investigaciones han resuelto simplificar en cierta medida la multiplicidad de variables
involucradas en el proceso de extrusion en una Unica variable de salida a la Energia
Mecanica Especifica (Costa, Cosme, Jordao, & Mendes-Faia, 2014; Moya & Becares,
2008; Ye, Liu, Luo, Hu, & McClements, 2018) a fin de relacionar las variables de proceso
y las propiedades de los productos expandidos, como son la densidad, la relacion de

expansion, la solubilidad y el grado de gelatinizacion (Feng & Lee, 2014).
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Vector de perturbacion, D
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Figura 2. Proceso de Extrusion de Alimentos adaptado de Kulshreshtha et al. (1991)

Donde:
FR: velocidad de alimentacion del ingrediente seco
WR: agua agregada
SS: velocidad del tornillo
TB: Temperatura de la camisa del barril
dy, d2, d3 y da: perturbaciones asociadas con la extrusion
F: velocidad de alimentacion total a través del extrusor
mc: contenido de humedad resultante
E: Potencia de funcionamiento del tornillo
Tq: temperatura del producto
P4: presion
C: matriz de correlacion

P1, P2, Ps ... Pn: caracteristicas del producto

La SME como variable Unica del proceso de extrusion, se define, como la cantidad de
energia mecanica disipada como calor dentro del material, expresada en kJ/kg por unidad

de masa del material; en otras palabras es la cantidad de trabajo que ingresa el motor
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impulsor a la materia prima que se extruye y se produce como resultado de la friccion
generada entre el tornillo y el producto, esta variable proporciona la caracteristica del
proceso de extrusion (Godavarti & Karwe, 1997; Guerrero et al., 2012; Kantrong,
Charunuch, Limsangouan, & Pengpinit, 2018). La SME, se refiere a los esfuerzos de corte
que se promueven cuando el material a extruir se introduce en el barril, es sometido al
movimiento de rotacion de los tornillos, donde se compacta y se impone a un corte mas
0 menos intenso, de acuerdo con la geometria del tornillo y la velocidad de rotacion
(Kristiawan et al., 2020). Los parametros que influencian en gran medida a la SME son
la humedad de las materias primas o humedad de alimentacion, la velocidad de
alimentacion, la velocidad del tornillo, la configuracion del tornillo, la temperatura del
barril y las propiedades de la materia prima, las cuales también son parametros que
caracterizan el proceso de extrusion (Feng & Lee, 2014; Kantrong et al., 2018). Asi
mismo, los tres parametros mas importantes del proceso de extrusion son la humedad de
alimentacion o la humedad del material mezclado que se alimenta al extrusor, la velocidad

del tornillo y la temperatura del barril del extrusor (Kantrong et al., 2018).

Existen andlisis en distintos procesos de extrusion a través de la SME, como el caso de
un producto alimenticio tipo snack a base de maiz expandido, donde se revela que la SME
y la velocidad del tornillo eran un par deseable de variables medidas y manipulables para
regular la densidad del extruido (Haley & Mulvaney, 2000). También se menciona, que
el cizallamiento del material aumenta con el incremento de la velocidad del tornillo que
causa una mayor friccion entre el material, el tornillo y la pared del cilindro, lo que lleva
a un incremento de la SME (Kantrong et al., 2018). Entonces, la SME disipada durante
el cizallamiento se transforma en energia térmica, aumentando la temperatura del material
y modificando las propiedades fisicas y quimicas del alimento extruido (Giraldo-Gomez,

Rodriguez-Barona, & Sanabria-Gonzélez, 2019).

22



Introduccion

En la siguiente tabla, a modo de ejemplo, se muestra el comportamiento de algunas

mezclas alimenticias extruidas con la energia mecanica especifica, SME (tabla 1).

Tabla 1. Comportamiento de algunas mezclas alimenticias extruidas con la energia

mecanica especifica, SME.

Mezclas extruidas

Relacién de la energia mecénica especifica

Referencias

Maiz con almidén
no modificado

Maiz con almidon
modificado o
hidroxipropilado
(80% de amilosa)

Maiz y zanahoria

Maiz y Lentejas

Maiz y Garbanzo

Guisante

El valor de la SME se incrementa con almidén no
modificado

El valor de la SME es mas bajo con almidon
modificado

El aumento de la humedad conduce a un menor valor
de la SME, lo que genera una transformacién
fisicoquimica reducida del almidén. Esto conduce a
una menor expansion.

La disminucién de la SME es indicador de bajos
valores de la tasa de absorcion de agua de los extruidos.
La menor capacidad de hidratacion se ve favorecida por
la formacibn de enlaces proteicos inter e
intramoleculares con amilosa y amilopectina.

Un mayor contenido de proteina en la mezcla podria
atribuirse a una disminucion del SME. EI aumento del
contenido de grasa en la mezcla provoca una
disminucién de la SME, porque la presencia de lipidos
mas altos provoca la lubricacion del cilindro de la
extrusora.

Cuando la SME es alto, hay una mayor disipacion
viscosa, posiblemente debido a su contenido de fibra.

(Chaudhary, Miler,
Torley, Sopade, &
Halley, 2008)

(Chaudhary et al.,
2008)

(Kaisangsri et al.,
2016)

(Lazou & Krokida,
2010)

(Shevkani et al.,
2019)

(Jebalia et al.,
2019)

El proceso de extrusion es flexible a la combinacion de varios parametros como

temperatura, presion y contenido de humedad que se pueden combinar entre si para crear

una gama ilimitada de caracteristicas del producto extruido como por ejemplo, la densidad

de las piezas individuales de extruido que esta en funcion de la diferencia de presion a

través de la matriz (Singh & Heldman, 2014). En otros términos, las extrusoras son como
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un biorreactor de funcionamiento continuo con opciones para variar variables de
configuracién y operacion que producen muchos cambios quimicos y estructurales
complejos en forma de hidrdlisis (dextrinizacion) e interacciones moleculares
(interacciones hidrofobicas y disulfuro, conjugacion) (Arora, Yoon, Sriram, Singha, &
Rizvi, 2020), por lo que la estructura de la matriz alimentaria extruida es un reto cientifico

que tiene implicaciones importantes para la industria alimentaria.

Pese a los avances significativos en el modelado del flujo en extrusoras y de las
propiedades mecanicas de los alimentos solidos la produccidn de alimentos extruidos con
una estructura especifica todavia se basa en un enfoque de prueba y error (Kristiawan,
Della Valle, Kansou, Ndiaye, & Vergnes, 2019). Varios estudios abordaron los efectos
de los parametros del proceso de extrusion (temperatura, velocidad y configuracion del
tornillo, presion, expansion, etc.) y las propiedades de la materia prima (por ejemplo,
proporcion de ingredientes, tamafio de particula, contenido de humedad, entre otros) en

la calidad del producto extruido (Dalbhagat, Mahato, & Mishra, 2019).

Las caracteristicas del alimento extruido, dependen de distintas variables por ser una
tecnologia caracterizada por la eficiencia energética y corto tiempo de procesamiento
(Morales, Cebadera-Miranda, et al., 2015; Muthukumarappan & Swamy, 2018), donde la
materia prima previamente acondicionada (en forma de harina) y sometida a alta
temperatura, alto cizallamiento y con niveles relativamente bajos en contenido de
humedad, pueden modificar efectivamente la funcionalidad de las matrices alimentarias
compuestas de cereales por medio de la gelatinizacion y degradacion del almidén, la
solubilizacion de la fibra dietética, la agregacion de proteinas y la inactivacion de factores
antinutricionales (Patil & Kaur, 2018). Por lo tanto, se hace importante comprender las
variables del proceso (temperatura, cizallamiento, tiempo de residencia, humedad,
velocidad de alimentacion, etc.) y sus efectos, sobre los cambios conformacionales y
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bioquimicos inducidos en la materia prima para aprovechar al maximo las oportunidades

de funcionalizacion por extrusion de diferentes matrices alimentarias (Arora et al., 2020).

1.1.2. Propiedades y parametros tecnolégicos de alimentos extruidos

La composicion de harinas de mezcla (humedad, contenido de almiddn, proteina, lipidos
y fibra dietética) y parametros del proceso de extrusion, como el tipo de extrusora, el
perfil de temperatura del cilindro, distribucién de presion y velocidad de los tornillos de
la extrusora, tamafio y forma de la abertura de la matriz, definen las propiedades
especificas de los extruidos, tales como, la estructura porosa, textura, expansion, densidad

especifica, entre otros (Zarzycki et al., 2015).

A continuacion, se describen algunas propiedades fisicoquimicas de alimentos

extruidos:

- La expansion es un fendmeno complejo que se produce como consecuencia de
varios factores y mecanismos, influenciados por la composicion del alimento y
los parametros del proceso de extrusién importantes para determinar la calidad
del producto final; es una de las propiedades mas importantes de los productos
alimenticios que se obtienen mediante la coccion por extrusién a alta temperatura
y baja humedad; dado que una expansién adecuada promueve la deshidratacion y
el desarrollo de una textura crujiente deseable del extruido final (Tanska,
Konopka, & Ruszkowska, 2017). El indice de expansion, se determina dividiendo
el diametro radial del extruido entre el didmetro del orificio de la matriz de
expansion de la extrusora (Li et al., 2019), aunque algunos autores mencionan
solo la medicion del diametro del extruido que sale del extrusor (Ying et al., 2017).

- Laporosidad aparente de los extruidos, hace referencia a los poros formados en

los extruidos, debido a la expansion, cuyo efecto es debido a las condiciones de
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extrusion como humedad y velocidad del tornillo (Chevanan, Rosentrater, &
Muthukumarappan, 2008). El célculo para determinar la porosidad se hace a
través de una relacion del volumen a granel y el volumen aparente (Rathod &
Annapure, 2016)

La densidad es otra propiedad fisica importante de los extruidos y, por lo general,
estd muy relacionada de forma inversa con los valores de expansion (Tanska et
al., 2017). La densidad especifica de los extruidos es la relacion entre la masa
del extruido y su volumen correspondiente a una seccion del extruido (Zarzycki
et al., 2015). La densidad esta inversamente relacionada con el grado de coccion
del componente de almidon, esto se atribuye al hecho de que a medida que
aumenta el grado de coccidn, las paredes porosas se vuelven mas delgadas como
resultado de una disminucion de la viscoelasticidad del extruido, y como resultado
se obtiene un producto mas ligero (Pastor-Cavada, Drago, & Gonzalez, 2014).

El indice de absorcion, indica la cantidad de agua inmovilizada por el extruido o
la cantidad de agua absorbida por el almidén y puede usarse como indice de
gelatinizacion, ya que se sabe que los granulos de almidon descompuestos se unen
mas con el agua (Carvalho, Takeiti, Onwulata, & Pordesimo, 2010; Mezreb,
Goullieux, Ralainirina, & Queneudec, 2003). El indice de absorcion, es igual al
peso del precipitado himedo menos el peso del precipitado seco, dividido con el
peso del extruido y multiplicado por 100 ( Li et al., 2019).

El indice de la solubilidad es un indicador importante del grado de coccién; se
trata de un parametro que indica la degradacion total que sufren los granulos de
almidon después de la gelatinizacion y dextrinizacién, dado que la degradacion
de los granulos de almidon conduce a la producciéon de fragmentos solubles

(Gutkoski & El-Dash, 1999; Pastor-Cavada et al., 2011). Son moléculas pequefias
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solubilizadas en agua, que son importantes para predecir el comportamiento del
material extruido (Mezreb et al., 2003). En términos de medicién, es la relacion
del peso de solidos disueltos, sobre el peso del extruido, multiplicado por 100 ( Li
etal., 2019).

- La viscosidad, depende en gran medida del grado de gelatinizacion de los
granulos de almidon y de la velocidad de degradacion molecular (Carvalho et al.,
2010).

- Latextura, refleja la dureza o la resistencia de la pared alveolar por unidad de
espesor del extruido, es una propiedad que esta en funcion de la composicién del
material alimenticio y el grado de desnaturalizacion de las proteinas durante el
proceso de extrusion (Pastor-Cavada et al., 2014). Las propiedades de textura de
los extruidos, se determinan a través de la frecuencia de ruptura, la fuerza
especifica promedio de rupturas, la fuerza de compresion promedio y el “trabajo”
en estado fresco (Carvalho et al., 2010). En otros términos, la resistencia a la
rotura se obtiene, provocando una fuerza maxima de rotura y dividida por el
diametro del extruido (Chaiyakul, Jangchud, Jangchud, Wuttijumnong, &
Winger, 2009).

- El color de los extruidos puede indicar, el grado de reaccion de pardeamiento,
como caramelizacion y reaccion de Maillard, el grado de coccién y degradacion
del pigmento de la matriz alimentaria durante la extrusion (Beswa, Dlamini,

Amonsou, Siwela, & Derera, 2016).

De forma general, para las propiedades quimicas de los alimentos extruidos, se definirian,
contando, desde las condiciones de extrusion, las materias primas, tipo de almidon y

grado de gelatinizacion, adicion de otros ingredientes como azUcares, grasas, proteinas,
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fibra dietética e inclusive los factores antinutricionales (Reyes-Pérez, Salazar-Garcia,

Romero-Baranzini, Islas-Rubio, & Ramirez-Wong, 2013).

1.1.3. Aplicaciones alimentarias de la tecnologia de extrusion

Hoy en dia muchos productos alimenticios se procesan mediante coccidn por extrusion,
para transformar los ingredientes de los alimentos y obtener productos como cereales para
el desayuno, pastas, productos carnicos, refrigerios, galletas, productos de confiteria,
analogos de carne a base de soja, asi como alimentos para mascotas y alimentos para
animales (Emin, 2016; Fellows, 2017; Singh & Heldman, 2014). El proceso de extrusion
conduce a cambios en las propiedades funcionales y la composicion quimica de los
productos (Witczak et al., 2021), ya que la funcionalidad modificada de las harinas
extruidas ofrece amplias aplicaciones en la industria alimentaria como espesantes,
gelificantes, ingredientes funcionales, sustitutos de grasas, snacks funcionales, cereales
para el desayuno, aditivos para panes y mayonesas (Patil & Kaur, 2018). Es una
tecnologia, que permite producir una amplia gama de productos terminados listos para el
consumo, por las distintas formas y texturas (Arribas, Cabellos, Cuadrado, Guillamén, &

Pedrosa, 2019b; Bhattacharya, 2017).

Las materias primas, debido al proceso de extrusiéon aplicado, experimentan diversas
transformaciones quimicas y estructurales, como la gelatinizacion de almidon, la
desnaturalizacion de proteinas, la formacién de complejos entre amilosa y lipidos, y
reacciones de degradacion de vitaminas y pigmentos (Pardhi, Singh, Nayik, & Dar, 2019),
obteniendo en muchos casos en importantes ventajas como, mayor digestibilidad de
proteinas y almidon, solubilizacion de fibra, inactivacion de toxinas, asi como de factores
antinutricionales 'y enzimas indeseables, como lipoxigenasas, peroxidasas,
hemaglutininas, saponina y ureasa (Ciudad-Mulero et al., 2018; Muthukumarappan &
Swamy, 2018; Zheng et al., 2020).
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El desarrollo de nuevos productos alimenticios obtenidos por procesos de extrusion se ha
incrementado en los Gltimos afios. La extrusion es utilizada por la industria alimentaria
para producir una amplia variedad de productos alimenticios, como alimentos listos para
comer (por ejemplo, snack), entre otros. Las legumbres también han ganado popularidad
como nuevos ingredientes alimentarios en la formulacion de una variedad de alimentos y
productos alimenticios, debido a su alto contenido de macro y micronutrientes y
compuestos bioactivos que mejoran las propiedades nutricionales y funcionales de los

productos alimenticios finales (Cotacallapa-Sucapuca et al., 2021).

Productos funcionales: Los consumidores son cada vez mas conscientes de la
importancia de la alimentacién en la salud humana y optan preferentemente por alimentos
funcionales (Dominguez et al., 2020). La extrusion es versatil con respecto a la
incorporacion de ingredientes, y ofrece una enorme oportunidad de modificar la
funcionalidad de las matrices alimentarias, para mejorar la digestibilidad ademas de
mejorar la calidad sensorial (Berrios, Morales, CAmara, & Sanchez-Mata, 2010; Patil &
Kaur, 2018), y sobre todo que los diferentes compuestos bioactivos no se vean afectados
en la misma medida que una coccién convencional (Arribas, Cabellos, Cuadrado,
Guillamén, & Pedrosa, 2019a). Generalmente tienen como base los cereales y
pseudocereales, como el maiz, por ser los mas apropiados debido a que tiene excelentes
propiedades de expansion y textura, pero con baja calidad nutricional, de modo que
gracias a la flexibilidad de la extrusion, pueden mezclarse con cualquier otra matriz
alimentaria como son las legumbres, permitiendo obtener un alimento con una proteina
de mejor calidad, puesto que se integran cantidades significativas de los respectivos
aminoacidos limitantes (Félix-Medina et al., 2020). Los snacks pueden de este modo
enriquecerse con alto contenido de proteinas, fibra dietética, minerales, compuestos

fenolicos y sean capaces de contribuir con beneficios para la salud para poder
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considerarlos como alimentos funcionales (Patil & Kaur, 2018; Sisay, Emire,
Ramaswamy, & Workneh, 2018). Los ingredientes para la extrusion, no solo se limitan a
los cereales y legumbres, sino también puede abarcar a la incorporacion de frutas y
verduras, las que la hacen un producto funcional por poseer fibra dietética y otros
compuestos funcionales como flavonoides, antocianinas y carotenoides (Offiah,

Kontogiorgos, & Falade, 2019).

Alimentos para diabéticos: La creciente demanda de los consumidores de productos
alimenticios més saludables esta llevando a los fabricantes de alimentos con almidon a
desarrollar harinas con menor digestibilidad para reducir su indice glucémico (Ye et al.,
2018). La incidencia de diabetes mellitus tipo 2, un trastorno metabdlico severo, ha
aumentado en los Ultimos afos, y se estima que la incidencia aumentara del 4 a 5,4% en
2025, en consecuencia, existe la necesidad de fomentar dietas con bajo indice glucémico
(menores de 55), como dieta dptima para los pacientes diabéticos (Ye et al., 2018). Sin
embargo, durante el procesamiento de los alimentos, los tratamientos fisicoquimicos
pueden afectar el perfil de digestibilidad, por tanto, el indice glucémico puede verse
alterado; por ejemplo, la temperatura de extrusion promueve la dextrinizacion de las
moléculas de almidon, fraccionadas en cadenas cortas que retienen mucha agua,
aumentando la absorcion y digestibilidad, aumentando el indice glucémico (Cruz-Ortiz
et al., 2020). En ese sentido, las mezclas con legumbres ademas de adicionar fibras
dietéticas, supone una disminucion del indice glucémico en las formulaciones extruidas
(Patil & Kaur, 2018). Otros investigadores, sugirieron el tratamiento enzimatico de los
extruidos con B-amilasa, que alteran las estructuras en forma amorfa, la cual tiene una
menor digestibilidad, con implicaciones importantes para el desarrollo de productos
alimenticios mas saludables (Ye, Liu, et al., 2018). Los extruidos con almidones de alto

contenido de amilosa estan asociados con niveles méas bajos de glucosa en sangre debido
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a una absorcion mas lenta del tracto gastrointestinal humano en comparacion con
almidones de bajos niveles de amilosa, ya que se considera que el contenido de amilosa
es el principal factor determinante para la produccion de almidon resistente durante el

proceso de extrusion (Patil & Kaur, 2018).

Sustitutos de gluten: Actualmente, se estima que la enfermedad celiaca afecta a uno de
cada 100 personas en todo el mundo; se trata de una enfermedad autoinmune grave que
se presenta en personas genéticamente predispuestas en las que la ingestion de gluten
dafa el intestino delgado, siendo los agentes causales algunos productos alimenticios que
contienen determinadas proteinas con capacidad de formar el gluten (gluteninas y
gliadinas) y proteinas similares contenidas en el trigo, el centeno y la cebada; lo que
supone como Unico tratamiento para la enfermedad celiaca seguir una dieta sin gluten
(Ulasevich et al., 2020). EI gluten es imprescindible para la formacién de una red
tridimensional viscoelastica responsable de la retencién del gas producido durante la
fermentacion y desarrollo de la masa panaria como resultado de su expansion durante la
coccidn en la panificacion (Ronda, Pérez-Quirce, & Villanueva, 2017). Por el contrario,
las masas constituidas con granos sin gluten carecen de extensibilidad, elasticidad y
cohesion debido a que la ausencia de gluten hace que su manipulacion industrial sea un
desafio mayor (Patil & Kaur, 2018). El uso de hidrocoloides representa el enfoque mas
extendido utilizado para imitar el gluten en la fabricacion de panes sin gluten (Collar,
2019). Sin embargo, la coccién por extrusion modifica la funcionalidad de la harina
mediante la gelatinizacion y degradacion del almidon, la solubilizacion de la fibra
dietética y la agregacion de proteinas; todos estas reacciones consiguen que las harinas
extruidas imitan la viscoelasticidad de la masa de trigo en formulaciones sin gluten para
productos de panaderia, por lo que podrian utilizarse como alternativa interesante al uso

de los hidrocoloides como aditivo alimentario (Collar, 2019; Patil & Kaur, 2018).
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1.2. CEREALES Y LEGUMINOSAS DE INTERES

Los cereales, particularmente los integrales, contienen altas cantidades de fibra dietética
insoluble (celulosa, hemicelulosa, lignina), mientras que la fraccion soluble de fibra esta
presente en cantidades significativas en la avena. Una ingesta diaria adecuada de cereales
también proporciona carbohidratos solubles e insolubles, vitaminas del grupo B como B1,
B3, B6 y B9 y minerales como magnesio, zinc, calcio y hierro (especialmente en cereales
integrales). Las legumbres son alimentos ricos en hidratos de carbono, fibra y proteinas,
con un importante valor nutricional. EI almidon, la estaquiosa y la rafinosa representan
los principales carbohidratos en estos alimentos de origen vegetal. A excepcion de la
metionina (presente en los cereales), las legumbres contienen todos los aminoéacidos,
incluida la lisina, que esta limitada en los cereales. Por ello, se recomienda combinar el
consumo de legumbres y cereales en una misma comida para aumentar su valor

nutricional (Camara et al., 2021).

1.2.1. El maiz (Zea mays L.)

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia Graminae (Poaceae). Es el cereal importante
por su cultivo y consumo en el mundo, con una produccion mundial de 1.161,86 millones
de toneladas en 2022/2023 (USDA, 2022). EIl grano de maiz esta compuesto por los
siguientes partes: germen (11%), endospermo (83%), pericarpio con salvado (5%) y pico
(1%) (Garcia-Lara, Chuck-Hernandez, & Serna-Saldivar, 2019; Perdon & Holopainen-

Mantila, 2020), tal como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Estructura del grano de maiz adaptado de Perdon y Holopainen-Mantila
(2020)

En cuanto a su composicion, los principales constituyentes son: agua (contenido de
humedad), carbohidratos incluyendo fibra como polisacéridos no almidonados, proteinas,
aminoacidos, lipidos, asi como vitaminas, sustancias minerales, pigmentos y compuestos
responsables de las caracteristicas del sabor y aroma (Gy6ri, 2017). Las harinas de maiz
sin germen contienen aproximadamente de 80 a 90% de carbohidratos (70 a 75% de
almidon y de 8 a 10% de fibra), de 6 a 8% de proteina y de 0,5 a 2% de grasa (Ek, Baner,

& Ganjyal, 2020).

Los carbohidratos de maiz, en términos de su papel en el grano y uso funcional, se pueden
dividir en dos clases generales; el almidon del endospermo y los polisacaridos no
almidonados de las paredes celulares contenidos tanto en el endospermo como en las
capas de salvado; siendo el almidon el carbohidrato principal que constituye alrededor
del 85% del peso del endospermo del grano y el 72% del peso del grano total (Hamaker,
Tuncil, & Shen, 2019). El almidén de maiz normal se compone, en peso, de
aproximadamente 75 a 80% de amilopectina muy ramificada y de 20 a 25% de amilosa

principalmente lineal (Hamaker et al., 2019).
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El maiz es la mayor fuente de almidon comercial en el mundo y es la base de una amplia
gama de productos funcionales modificados quimicos, enzimaticos y fisicos, asi como
maltodextrinas hidrolizadas y jarabes (Hamaker et al., 2019).

Es importante mencionar la composicién de la proteina en el maiz, la cual tiene un
porcentaje relativamente alto de los amino&cidos que contienen azufre, metioninay cisteina, pero
son muy deficientes en los aminoécidos esenciales, como la lisina y tript6fano, aunque sus
proporciones de aminoécidos pueden variar ampliamente debido a la manipulacion genética por
parte de los fitomejoradores y en menor medida por afio de cultivo, la fertilidad del suelo, el
manejo de cultivos (especialmente la fertilizacion con nitrégeno) y las condiciones climaticas

(Loy & Lundy, 2019).

1.2.2. Lalenteja (Lens culinaris L.)

Es una especie herbacea, que pertenece a la familia fabaceae, es una leguminosa
comestible de estacion fria que se cultiva en climas mediterraneos y semiaridos (Rahul P.
Rathod & Uday S. Annapure, 2016). La lenteja es el cuarto cultivo de leguminosas mas
importante a nivel mundial después del frijol (Phaseolus vulgaris L.), el guisante (Pisum
sativum L.) y el garbanzo (Cicer arietinum L.) (Rizvi, Aski, Sarker, Dikshit, & Yadav,
2019). Segun la informacion presentada en FOASTAT para el afio 2020, la superficie
total mundial dedicada a la produccion de lentejas fue de 6.537,581 toneladas, obtenidas
en una superficie cosechada de 5.009,933 hectareas (Bastida Cafiada, 2022). Cuatro
paises importantes, incluidos India (36%), Canada (18%), Turquia (15%) y Australia
(4%) contribuyen con mas del 70% de la produccion mundial total de lentejas (Kumar,
Gupta, Kumar, Gupta, & Singh, 2016). La mayor parte de la producciéon mundial de
lentejas se vende tal cual, sin valor agregado, aunque actualmente va en aumento el interés
de la industria alimentaria en la formulacion de alimentos con ingredientes a base de

lentejas (Antonella Pasqualone, Costantini, Labarbuta, & Summo, 2021).
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La estructura de las lentejas (figura 4) es similar a todas las legumbres, que constan de:
cubierta, embridn, hilo y cotiledones (equivalente del endospermo en los cereales), esta
ultima se emplea para la elaboracion de las harinas de lenteja (Araneda, 2020; Pasqualone,

Costantini, Coldea, & Summao, 2020).

Cubierta

Embrion
Cotileddn

Hilo

Figura 4. Estructura del grano de lentejas adaptado de Araneda (2020)

Las lentejas son una excelente fuente de macronutrientes, micronutrientes y compuestos
fitoquimicos (J. Kumar et al., 2016). La lenteja representa una fuente interesante de
proteinas (22 a 25%) ricas en lisina y triptéfano, minerales (K, P, Fe y Zn), carbohidratos,

vitaminas, fibra y compuestos antioxidantes (Rathod & Annapure, 2016; Singh, 2019).

La lenteja también se considera una leguminosa rica en almidoén, ya que contiene 27,4 a
47,1% de éste polisacarido, con un nivel significativo de amilosa (23,5 a 32,2%), de modo
que tiene un indice glucémico bajo (55 0 menos) y puede contribuir al mantenimiento de

los niveles de glucemia (Samaranayaka, 2017). También destaca por su contenido de
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fibra, principalmente celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina con 35,74, 17,85, 1,28 y
2,50 g/100 g en base seca, respectivamente (Yegin, Kopec, Kitts, & Zawistowski, 2020).
Las lentejas son una buena fuente de fibra soluble (p. ej. oligosacaridos de la familia de
la rafinosa y arabinoxilanos) que puede ayudar a reducir los niveles de colesterol en
sangre (Ciudad-Mulero, Fernandez-Ruiz, Matallana-Gonzélez, & Morales, 2019; Kannan

et al., 2021; Morales, Berrios, et al., 2015).

El grano de lenteja representa una parte integral en la dieta de las personas para quienes
la accesibilidad a la proteina animal es limitada (Gupta, Ford, Sambasivam, & Biju,
2019). Es de bajo coste para muchas personas y su cultivo tiene presencia en todo el
mundo (Muscolo et al., 2020). Su biodisponibilidad y utilizacién es relativamente baja y
menos explotada, esto se debe a la presencia de diversos factores antinutricionales como
el inhibidor de la tripsina, acido fitico y taninos (Rathod & Annapure, 2016), que después
de un tratamiento termomecanico reduce el contenido de tripsina (Morales, Berrios, et al.,

2015).

Los estudios de investigacion revelan que el consumo de lentejas proporciona una serie
de beneficios para la salud, como la reduccion del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes, asi como podria ayudar a mantener los niveles
adecuados de colesterol plasmético (Samaranayaka, 2017). Los efectos de promocion de
la salud intestinal derivada del consumo de lentejas pueden atribuirse a su contenido en
compuestos de la fraccién de carbohidratos de lentejas no digeribles (fibra soluble,
almidon resistente, oligosacaridos), asi como los productos de la fermentacion microbiana

(p. €j., &cidos grasos de cadena corta) (Graf et al., 2020).

Se puede destacar también el valor proteico de las lentejas, que contienen

aproximadamente el doble de proteinas que los cereales y alrededor de un tercio de las
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calorias de las lentejas provienen de las proteinas, lo que las convierte en el tercer nivel

mas alto de proteinas por peso de cualquier legumbre (Samaranayaka, 2017).

1.3. CARBOHIDRATOS EN CEREALES Y LEGUMINOSAS

Los carbohidratos son macromoléculas naturales compuestas por tres elementos: carbono,
hidrdgeno y oxigeno. Son el grupo mas abundante de compuestos de aldehidos organicos
y cetonas presentes en los organismos vivos y se producen por la reaccion del diéxido de
carbono y el agua en la reaccion de la fotosintesis. Todos los carbohidratos comparten la
estructura coman compuesta de aldehidos o cetonas unidos a un nimero variable de
grupos hidroxilo (Niaz, Khan, & Shah, 2020). Los carbohidratos pueden existir como
moléculas individuales (monosacaridos) o como moléculas mas complejas (disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos) (GroRBkopf & Simm, 2020) de donde se clasifican en

azUcares simples, oligosacaridos y polisacaridos.

Mono y disacaridos: Entre los azucares simples, se mencionan a los monosacaridos y
disacaridos. Los monosacéridos son la unidad fundamental més basica de un carbohidrato
y tienen una estructura quimica general de CeH120s, ejemplos: glucosa, fructosa,
galactosa, ribosa, disoxiribosa. Mientras los disacaridos, son azlcares compuestos que
contienen dos monosacéaridos con la eliminacion de una molécula de agua, con la
estructura quimica general C12H22011, ejemplos: sacarosa, lactosa, maltosa (GroRkopf &

Simm, 2020; Holesh, Aslam, & Martin, 2021; Niaz et al., 2020).

Oligosacéaridos: Los oligosacaridos, son polimeros que contienen de tres a diez
monosacaridos, ejemplos: maltodextrina, galacto y fructooligosacaridos (FOS), este
ultimo se corresponde con la fibra dietética (GroRkopf & Simm, 2020; Holesh et al., 2021,
Niaz et al., 2020). Los oligosacaridos poseen muchas propiedades fisicoquimicas y
fisioldgicas importantes y, por lo tanto, una amplia gama de aplicaciones, como, por
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ejemplo, los oligosacaridos no digeribles como los FOS y los galactooligosacaridos (GO)

son prebioticos que mejoran la salud intestinal (Shi et al., 2020).

Polisacaridos: Los polisacaridos, son polimeros que contienen largas cadenas de
monosacaridos conectados a través de enlaces glicosidicos, generalmente se pueden
presentar como Cx(H20), siendo x un ndmero grande entre 200 y 2500, ejemplos:
almidén, glucogeno como a-glucanos amilosa, celulosa como B-glucanos (fibra dietética)

(GroRRkopf & Simm, 2020; Holesh et al., 2021; Niaz et al., 2020).

Los carbohidratos presentes en los cereales representan entre un 70 a 80% de su
composicion, valores un poco mas elevados que en las leguminosas que tienen alrededor
de un 60 a 65% (Oomah, Patras, Rawson, Singh, & Compos-Vega, 2011). Los cereales,
(como trigo, maiz, arroz, cebada y otros), asi como también las legumbres (los frijoles,
guisantes, lentejas, garbanzos y otros), son fuentes importantes de carbohidratos con alto
contenido de almiddn, asi como fibra, azlcares y otros hidrocoloides, aunque en pequefias

cantidades (Ek, Kowalski, & Ganjyal, 2020).

1.3.1. Lafibra dietética

La fibra dietética se define como "material alimenticio, particularmente material vegetal,
que no es hidrolizado por enzimas secretadas por el tracto digestivo humano pero que
puede ser digerido por la microflora en el intestino y entre los componentes vegetales que
caen dentro de esta definicion incluyen polisacaridos sin almidon (NSP) como celulosas,
algunas hemicelulosas, gomas y pectinas, asi como lignina, dextrinas resistentes y
almidones resistentes” (Camara, Fernandez-Ruiz, Morales, & Sanchez-Mata, 2017).
Aunqgue no puede contribuir a la nutricion humana en términos de suministro de energia,
la fibra dietética es bien reconocida por formar un componente importante de nuestra

dieta para el correcto funcionamiento del sistema digestivo (Ramsden, 2016). Asi mismo,
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se ha demostrado que el consumo de fibra dietética tiene muchos beneficios para la salud,

como la actividad prebiotica, reduce el riesgo de diversas enfermedades y mejora el

metabolismo de lipidos y grasas (Li, Zhang, & Smith, 2015). Muchos de los beneficios

para la salud relacionados con el consumo de fibra se muestran en la figura 5.

FIBRA SOLUBLE FIBRA INSOLUBLE
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Figura 5. Efecto fisiol6gico de la fibra dietética en el cuerpo humano seguin Camara et
al. (2017)
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La fibra dietética se clasifica en dos grandes grupos, segun la solubilidad, como fibra
soluble y fibra insoluble; el primero consiste principalmente en componentes de la pared
celular de los cereales y legumbres (celulosa, lignina, algunas hemicelulosas y almidon
resistente) y el segundo consiste en polisacaridos no celulésicos (oligosacaridos no
digeribles, arabinoxilanos, p-glucanos, algunas hemicelulosas, pectinas, gomas,
mucilagos e inulina) (Menis-Henrique, Scarton, Piran, & Clerici, 2020). Otros autores, en
cambio mencionan que, la fibra dietética estd compuesto por tres grupos, siendo el primer
grupo: polisacaridos sin almidén y oligosacéaridos resistentes, segundo grupo:
carbohidratos analogos y el tercer grupo: lignina; sustancias asociadas con el polisacarido

sin almiddn y el complejo de lignina en plantas (Dominguez & Barbagallo, 2020).

Basandonos en la primera clasificacion de dos grupos, la fibra insoluble (que estaba
formada por celulosa, lignina, algunas hemicelulosas y almidon resistente) tiene la
capacidad de aumentar el volumen fecal y disminuir el tiempo de transito intestinal
(Menis-Henrique et al., 2020), resultando en numerosos beneficios para la salud, incluida
la reduccion del riesgo de enfermedad coronaria o colorrectal, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad y algunas formas de céancer, es decir la
suplementacion con fibra dietética de este tipo podria dar como resultado alimentos que
promueven la salud (Reyes-Pérez et al., 2013; Wang & Ryu, 2013). Las fibras solubles
(oligosacaridos, arabinoxilanos, p-glucanos, pectina, gomas, etc.) son féacilmente
hidratables, formando geles de alta viscosidad que son fermentables por bacterias
entéricas, lo que lleva a la produccion de gas y de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
que favorecen el crecimiento de bacterias colonicas beneficiosas. Ademas, las fibras
solubles pueden mejorar las propiedades sensoriales y tecnoldgicas de los alimentos

debido a su alta capacidad de hidratacion (Menis-Henrique et al., 2020). A continuacién
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se muestran los valores de fibra dietética total de los cereales y legumbres mas

comunmente consumidos (tabla 2) (Ramsden, 2016).

Tabla 2. Fibra dietética en cereales y leguminosas

Cereales y legumbres Fibra dietética total (g/100g)
Cebada (Hordeum vulgare L.) 22,60
Triticale (Triticum aestivum L.) 18,10
Trigo (Triticum aestivum L.) 14,60
Centeno (Secale cereale L.) 14,60
Garbanzo (Cicer arietinum L.) 13,50
Maiz (Zea mays L.) 13,40
Sorgo (Sorghum bicolor L.) 10,10
Avena (Avena sativa L.) 9,60
Mijo (Panicum miliaceum L.) 8,50
Haba (Vicia faba L.) 8,00
Frijol (Phaseolus vulgaris L.) 6,20
Soja (Glycine Max L.) 4,96
Arroz (Oryza sativa L.) 2,40

Adaptado de Ramsden, 2016

1.3.2. Arabinoxilanos

Los arabinoxilanos de cereales fueron descritos por primera vez por Hoffmann y Gortner
en 1927 como una goma viscosa presente en la harina de trigo (lzydorczyk, 2009). Los
arabinoxilanos, también conocidos como pentosanos, comprenden una categoria de
polisacaridos no amilaceos (Kellow & Walker, 2018), que forman importantes
componentes estructurales de las paredes celulares de las plantas y se encuentra en
muchos cereales (maiz, centeno, cebada, avena, sorgo, trigo y arroz) y legumbres
(lentejas, alubias y guisantes), predominantemente en las capas externas (salvado) y en el
endospermo almidonado (harina) y se considera una fibra dietética (Ciudad-Mulero,
2021; Fadel, Mahmoud, et al., 2018; Kellow & Walker, 2018; Mendis, Leclerc & Simsek,
2016). Los arabinoxilanos, propiciaron interés entre los quimicos y tecnologos por su
importancia tecnoldgica, sobre todo por sus propiedades funcionales interesantes que

incluyen la mejora de la viscosidad, la formacion de gel, la estabilizacion de emulsiones
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y/o espumas, la absorcion de agua, la sustitucion de grasas y la actividad prebidtica
(Izydorczyk, 2009), este ultimo, permite la estimulacidn de especies microbianas claves
del intestino, especificamente Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp., con efectos
beneficiosos que incluyen prevenir la disbiosis de la microbiota intestinal, detener la
proliferacion de patdégenos y mejorar los trastornos gastrointestinales (Schupfer et al.,
2021). Por lo tanto, los alimentos enriquecidos con arabinoxilanos inducen efectos
positivos sobre la salud del colon, el metabolismo de los lipidos con produccion de acidos
grasos de cadena corta, el control glucémico, la reduccion del colesterol sérico y una
mejor adsorcion de calcio y magnesio (Izydorczyk & Dexter, 2008; Kellow & Walker,

2018).

Quimicamente los arabinoxilanos, son polisacaridos que estan compuestos por un
esqueleto lineal de xilano o por su diversidad son heteroxilanos, que son polimeros de
glicanos consistentes en una columna vertebral de unidades de D-xilopiranosa enlazados
en B-1,4, con sustituyentes en la cadena principal del xilano a través de los grupos
hidroxilo (—OH) de las posiciones 2 y 3 por residuos L-arabinofuranosa unidos por
enlaces glicosidicos a-1,2 y a-1,3 (Broekaert et al., 2011; Ciudad-Mulero et al., 2018;
Zhang, Li, Smith, & Musa, 2015). Los arabinoxilanos existen en diversas estructuras
gruesas Yy finas, que van desde cadenas largas y cortas, resultantes de varios tipos de
escisiones enzimaticas de la molécula, ademas se clasifican como ramificados o lineales,
aunque las estructuras lineales no son estrictamente lineales sino considerablemente
menos ramificadas (Schupfer et al., 2021). Se han mencionado cuatro estructuras
moleculares (figura 6) de los arabinoxilanos: xilopiranosilo monosustituido en O-2 u O-
3, xilopiranosilo di-sustituido en 0O-2,3 y xilopiranosilo no sustituido, asi mismo, la
cantidad relativa y la secuencia de distribucion de estos elementos estructurales varian

dependiendo de la fuente de arabinoxilanos (Izydorczyk & Dexter, 2008).
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Figura 6. Estructuras de arabinoxilanos segun Izydorczyk y Dexter (2008): (a)
xilopiranosilo no sustituido; (b) xilopiranosilo monosustituido en O-2; (c) xilopiranosilo
monosustituido en O-3 con un residuo de &cido ferdlico esterificado a arabinofuranosilo

y (d) xilopiranosilo disustituido en O-2,3.

Por otro lado, los arabinoxilanos presentan un amplio rango de solubilidad en agua
(arabinoxilanos solubles e insolubles), que depende de factores como el grado medio de
polimerizacion, el grado de ramificacién y la composicién monomérica (Zannini, Bravo
Nufiez, Sahin, & Arendt, 2022). El arabinoxilano soluble esta considerado como una fibra
dietética prometedora, como resultado de sus beneficios para la salud bien establecidos

(Lazaridou, Chornick, Biliaderis, & lzydorczyk, 2008).
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En cuanto a la extraccion de arabinoxilanos se realizan utilizando varias técnicas de
diferentes partes de los granos, siendo la fuente mas comdn de donde se extraen los
arabinoxilanos, el salvado de cereales, donde la concentracidn de arabinoxilanos es mayor
(entre 10 a 25% del salvado total), esta extraccion, se puede realizar mediante
tratamientos de agua, tratamientos mecanicos, tratamientos quimicos, tratamientos

enzimaticos o mediante la combinacién de estas técnicas (Zannini et al., 2022).

1.3.3. a-galactosidos

Los a-galactosidos, son oligosacaridos de la rafinosa, azucares no reductores de bajo peso
molecular, solubles en agua y en solucidn de agua-alcohol. Son los azucares solubles méas
abundantes y se encuentran junto a la sacarosa en su distribucion en el reino vegetal. Los
a-galactosidos se encuentran solo en bajas concentraciones en las hojas de las plantas y
se acumulan en los 6rganos de almacenamiento durante el proceso de desarrollo, como
es el caso de las semillas Martinez-Villaluenga, Frias & Vidal-Valverde (2008). Los a-
galactésidos mas conocidos son rafinosa, estaquiosa, verbascosa y ajugosa. Estos
compuestos son a (1 — 6) galactosidos unidos al C-6 del resto de glucosa de la sacarosa.
Sin embargo, un grupo de a-galactésidos casi menos investigado corresponde a los
galactosil ciclitoles. El ciceritol es un trisacarido de los galactosil ciclitoles més
conocidos, que se aislo primero de los garbanzos (Cicer aurenticum L.) y mas tarde de
las lentejas (Lens culinaris L.) (Martinez-Villaluenga et al., 2008; Sanchez-Mata,

Pefiuela-Teruel, Camara-Hurtado, Diez-Marqués, & Torija-Isasa, 1998).

Quimicamente, los a-galactdsidos, son producto de la combinacion de D-galactosa con el
grupo D-glucosilo o D-fructosilo de la molécula de sacarosa. Cuando tales combinaciones
forman miembros de una serie homologa, los grupos D-galactosilo se unen entre si
mediante enlaces O-a-D-galactosil-(1—6) (Dey, 1980). Sus nombres IUPAC (Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada) se enumeran a continuacion.
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e Rafinosa: a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-D-glucopiranosil-(1—2)-p-D-
fructofuranosido

e Estaquiosa: a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-Dgalactopiranosil-(1—6)-a-D-
glucopiranosil- (1 — 2) -p-D-fructofuranésido

e Verbascosa: a-D-galactopiranosil-(1—6)-[a-D-galactopiranosil-(1—6)]2-a-D-
glucopiranosil- (1 — 2) -pB-D-fructofuranosido

e Ajugosa: a-D-galactopiranosil-(1—6)-[a-D-galactopiranosil-(1—6)]z-a-D-
glucopiranosil- (1 — 2) -B-D-fructofurandsido

e Ciceritol: a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-D-galactopiranosil-(1— 2) -4-O-

metil-quiro-inositol.

La biosintesis de los a-galactdsidos (figura 7), se inicia a partir de la sacarosa, puesto que
el a-D-galactosil derivado de la sacarosa es catalizada por la enzima galactinol sintasa
(UDP-a-D-galactosa: 1-L-myo-inositol-O-a-galactopiranosiltransferasa, EC 2.4.1.123)
generando galactinol a partir de UDP-galactosa y myoinositol (Martinez-Villaluenga et
al., 2008). En otras palabras, segin Thirunathan & Manickavasagan (2019), la sintesis de
a-galactésido comienza con la enzima galactinol sintasa, que forma galactinol a partir de
mioinositol y galactosa. Posteriormente, la sacarosa se une al galactinol y la rafinosa
sintasa cataliza la reaccion para formar rafinosa y mioinositol. La estaquiosa y la
verbascosa se forman de la misma manera utilizando rafinosa (para estaquiosa) o
estaquiosa (para verbascosa) y galactinol como sustratos y estaquiosa sintasa como

enzima.
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Figura 7. Biosintesis de a-galactosidos segin Martinez-Villaluenga et al. (2008). GST:

galactosil transferasa; RS: rafinosa sintasa; ETS: estaquiosa sintasa
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En referencia particular a las legumbres, Berrios et al. (2010) han descrito que, los
principales oligosacaridos pertenecen al grupo de los a-galactésidos donde la galactosa
esta presente en un enlace a-D-1,6. Los galactdsidos derivados de la sacarosa, como la
rafinosa, la estaquiosa y la verbascosa, representan los azicares mas estudiados en las
legumbres. Otro grupo de a-galactosidos en las legumbres son los galactdsidos de glucosa
(mel-ibiosa y maninotriosa) y los galactésidos de inositol (galactinol, galactopinitol y
ciceritol). El ciceritol, tal y como se ha comentado anteriormente, es un trisacarido (D-
galacto-piranosil-6-a-D-galactopiranosil-2- (1D) -4-O-metil-chiro-inosi-tol) y se ha

informado que es el azlcar mas abundante en el garbanzo.

1.3.4. El almidon: amilosa y amilopectina

El almidon es un polisacarido de reserva importante en las plantas superiores (Cheetham
& Tao, 1998). Es la principal fuente de hidratos de carbono en la dieta y representa el 30
a 40 % de la ingesta diaria de energia (Yan et al., 2019) y es uno de los materiales
orgénicos mas econdmicos y disponibles en la Tierra (Khlestkin et al., 2018). El almidon
tiene un gran potencial para servir como material importante para aplicaciones
alimentarias y no alimentarias (Samarakoon, Waduge, Liu, Shahidi, & Banoub, 2020).
Por ejemplo, las industrias de procesamiento de alimentos han estado utilizando almidén
desde hace mucho tiempo como biopolimero funcional debido a sus diversas aplicaciones
como, una entidad aglutinante, espesante, emulsionante y también como un agente de

turbidez (Wani, Farooq, Qadir, & Wani, 2019).

El principal carbohidrato de almacenamiento en las legumbres y cereales es el almidon,
fuente de energia importante para el ser humano y compuesto que tiene muchas
aplicaciones en la industria alimentaria como ingrediente para mejorar la textura en
alimentos procesados o la obtencion de glucosa, de jarabes u otros derivados, o0 de maiz
enriquecido con fructosa, por degradacion del almidon. También se pueden encontrar
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otros carbohidratos en las leguminosas como monosacaridos (ribosa, glucosa, galactosa
y fructosa), disacaridos (sacarosa y maltosa), oligosacaridos (principalmente a-
galactosidos) y otros polisacaridos (Rebello, Greenway, & Finley, 2014; Tharanathan &

Mahadevamma, 2003).

Un modelo ampliamente aceptado de un granulo de almiddn de cereal tipico implica la
alternancia de laminillas amorfas y cristalinas, en las que estan incrustados los dos
componentes principales, amilosa y amilopectina, con cantidades muy pequefias de
proteinas, minerales y cenizas (Cheetham & Tao, 1998; Giraldo-Gomez et al., 2019;
Jaiswal & Chibbar, 2017). Segun la figura 8, la amilosa es esencialmente un polimero
lineal unido por enlaces glucosidicos 1,4 de a-D-glucosa en cantidad promedio de 20 a
30% de la composicién de almiddn, mientras que la amilopectina es un polimero
ramificado unido por enlaces glucosidicos 1,4 de a-D-glucosa y 1,6 de a-D-glucosa que
representa el 70 a 80% de la composicién de almiddn, en cuyo caso generalmente se les
Ilama almidones "normales” (Fujita, 2017). Algunos almidones presentan un alto nivel de
amilopectina (98 a 99%) y se denominan "cerosos”, y otros tienen un alto contenido de
amilosa (50 a 70%), por ejemplo, almidones de maiz Hylon® (Edith Agama-Acevedo,
Flores-Silva, & Bello-Perez, 2019). La configuracion del almidédn tienen una estructura
principal similar, con variacion en la longitud de la cadena y el patron de ramificacion,

que finalmente gobierna sus atributos funcionales (Wani et al., 2019).
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Figura 8. Enlaces glucosidicos del almidon, Amilosa y Amilopectina. Adaptado de

Fujita (2017)

Segun el origen botéanico, especies de plantas, e incluso en las mismas especies que se
cultivan en diferentes condiciones ambientales; el almidon varia en forma, tamafio (de 1
Hm a mas de 100 um), relacion amilosa/amilopectina, cristalinidad, estructura
supramolecular, composicion quimica y propiedades fisicoquimicas (Dai, Zhang, &
Cheng, 2019; Kovrlija, Goubin, & Rondeau-Mouro, 2020; Samarakoon et al., 2020).
Existen diferencias de tamafio en los granulos de almiddn segun tipos de especies; por
ejemplo, los granulos de cereales son pequefios en comparacién con los de las patatas,
que son excepcionalmente grandes que, cuando se hinchan, hacen que la fase acuosa sea
altamente viscosa, al tiempo que crean una textura menos suave; también se apreciaron
que los granulos de maiz ceroso (99% amilopectina) y patata es unimodal, mientras en el
trigo es bimodal, ya que éste tiene una mezcla de granulos grandes en forma de disco y
pequefios granulos esféricos; la forma de los granulos de almidén de maiz ceroso son
poligonales y los de patata son de forma ovalada y esférica; ademas, los granulos de
diferentes tamarios de la misma especie tienen propiedades diferentes, los mas pequefios

son mas cristalinos, mas estables y resistentes a la desorganizacion (Kovrlija et al., 2020).
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La presencia de una gran cantidad de grupos hidroxilo activos en la superficie del almidon
hace posible introducir nuevos grupos funcionales, cambiar el tamafio molecular y las
propiedades de sus particulas, cambiando asi sus caracteristicas (Dai et al., 2019). El
almidon modificado o hidroxipropilado, es caracteristico por su alto contenido de
amilosa, que produce peliculas con alta resistencia mecanica, flexibilidad y transparencia;
ademas se sefiala que la estabilidad de este tipo de almidon depende en gran medida del
contenido de amilosa (Maubane, Ray, & Jalama, 2017). De acuerdo con los diferentes
métodos de modificacion, se puede dividir en cuatro categorias: almidon fisico
modificado, almidon quimico modificado, almidén enzimatico modificado y almidon
modificado compuesto; entre ellos, los métodos quimicos producen mas tipos de almidon
de uso mas extenso, y pueden clasificarse en almidon oxidado, almidén esterificado,
almidon eterificado, almidon reticulado y almiddn injertado de acuerdo con el mecanismo

de reaccion de desnaturalizacion (Dai et al., 2019).

Relacion amilosa/amilopectina

La relacion amilosa/amilopectina condiciona las propiedades mecénicas, solubilidad,
tiempo de coccion, permeabilidad al oxigeno, capacidad de retencion de agua,
gelatinizacion, viscosidad, ademas la forma y volumen de los poros que estan
predeterminados por la capacidad natural de las cadenas de polimeros de amilosa y
amilopectina dentro de los granulos de almidén para ensamblarse en una estructura
laminar supramolecular a nanoescala organizada, que consiste en regiones cristalinas y

amorfas (Arribas et al., 2019b; Khlestkin, Peltek, & Kolchanov, 2018; Zhu et al., 2017).

Kovrlija et al. (2020), ha descrito el comportamiento reoldgico de la amilosa, a través de
la dispersion de neutrones de angulo pequefio y de resonancia magnética nuclear; donde
se han demostrado que la inflamacidn reversible puede comenzar a baja temperatura (30
a 50°C) y se acompafa de la lixiviacion de polimeros de carbohidratos de bajo peso
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molecular (predominantemente fragmentos de amilosa). Este fendmeno depende en gran
medida del agua disponible en el sistema y es responsable de un aumento en la viscosidad
de la fase acuosa que rodea los granulos. La lixiviacion de amilosa se correlaciona
positivamente con el poder de hinchamiento, lo que sugiere que la solubilizacion
acomparia al hinchamiento granular. Por el contrario, cuando la hinchazon de los granulos

esta restringida por un menor contenido de agua, la solubilizacion de amilosa se reduce.

En ese sentido la eleccion del almidon es un elemento clave para la formulacion adecuada
de productos con almidon (Kovrlija et al., 2020), aunque algunos autores han sugerido
que, una relacion amilosa /amilopectina de aproximadamente 1:3 0 1:4 es deseable para
obtener productos expandidos y crujientes (Shevkani et al., 2019). Por lo tanto, es
determinante la idoneidad de un tipo de almidon para un uso final particular (Arribas et

al., 2019b).

La gelatinizacion

El almiddn en si es importante en el proceso de extrusion porque se requiere una masa
cohesiva entre los alimentos que forman parte de la mezcla; esta condicién requiere la
presencia de un “formador” de gel, que se puede obtener de la amilosa libre, o un
ingrediente adicional en forma de almidon pregelatinizado o almidon ceroso
pregelatinizado como formador de gel, mientras que otros autores proponen usar amilosa
pura o una mezcla 6ptima de amilosa y amilopectina (Van der Sman & Broeze, 2013). Es
decir que, el efecto principal de la coccion por extrusion sobre el almidén es la
gelatinizacion, a fin de crear una masa termoplastica que puede asumir una estructura
porosa estable, proporcionando caracteristicas texturales y estructurales Unicas para los
productos y ademas tiene por objetivo mejorar la digestibilidad, ya que el almidon
gelatinizado se hidroliza mas facilmente por las enzimas amiloliticas (Altan, McCarthy,
& Maskan, 2009; Berk, 2018).
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La gelatinizacion se inicia con la hidratacion de los granulos de almiddn, hinchamiento e
hidrolisis de amilosa, 1o que a su vez resulta una pérdida de orden anisotropico,
cristalinidad y forma granular (Btaszczak et al., 2007). Todo esto ocurre, cuando la
dispersion acuosa de almidon se calienta a cierta temperatura, de modo que los granulos
de almidon absorben agua y la dispersion se convierte en un liquido viscoso que forman
enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de las moléculas de almidon y las
moléculas de agua, destruyendo asi la estructura cristalina de las particulas de almidon
(Dai et al., 2019; Ji et al., 2017). EI mecanismo de gelatinizacion del almidon esta
determinado no solo por la estructura y composicion quimica de los granulos de almidén
(cantidad de amilosa, grado de polimerizacién, presencia de compuestos distintos del
almidon, tipo de polimorfo), sino que también esta estrechamente relacionado con la

cantidad de solvente y el nivel y tipo de energia suministrada (Btaszczak et al., 2007).

Durante la extrusion, la mezcla almidon-agua, llega a fundirse por friccién solida,
disipacion viscosa y conduccion de calor, dando lugar a un material denso constituido por
almidon y proteina, que tras la gelatinizacion se fuerza su salida del extrusor a través de
una matriz donde el vapor expande el material, resultando en una estructura porosa,

denominada espuma solida (Jebalia et al., 2019).

El efecto de la coccion por extrusion sobre el almidén no se detiene en la gelatinizacion,
pero puede causar una despolimerizacion parcial (dextrinizacion) de la molécula de
almidon (Berk, 2018). Al igual que ocurria con la expansion del almidén durante la
extrusion, el grado de gelatinizacion del almidon estd definido seguin la cantidad de
humedad durante el proceso de extrusion, es decir al aumentar el contenido de humedad,
aumenta la gelatinizacion (Ye, et al., 2018). Es preciso mencionar que, cualquier
modificacion (quimica, fisica, enzimatica o dual) altera las caracteristicas de
gelatinizacion de almiddén en los cereales (Agama-Acevedo et al., 2019).
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La retrogradacion

La retrogradacion del almiddn es un proceso por el cual las moléculas en los granulos de
almidon gelatinizados se vuelvan a reasociarse en una estructura de red ordenada
(Rodriguez-Sandoval, Sandoval-Aldana, & Fernandez-Quintero, 2007). La
retrogradacion es un proceso dependiente del tiempo y de la temperatura, que ocurre a
corto y largo plazo; donde la retrogradacion a corto plazo en geles de almidén es mas
rapida, y se atribuye a la reordenacion vy recristalizacion de las fracciones de amilosa
gelatinizadas, mientras que la retrogradacion a largo plazo se ha atribuido a la
recristalizacion de las fracciones de amilopectina gelatinizadas (Kovrlija et al., 2020; Liu
et al., 2019). La retrogradacion, esta influenciada por factores intrinsecos y extrinsecos;
los factores intrinsecos se refieren a diferentes fuentes botanicas, composicion del
almidon (relacion amilosa/amilopectina), arquitectura de granulos (relacion cristalina a
amorfa) y otros compuestos (contenido de lipido); Los factores extrinsecos se refieren a
las diferencias en las tecnologias de procesamiento (el tratamiento hidrotermal, recocido,
tratamiento de calor y humedad, calentamiento y agitacién, alta presion hidrostéatica,
microondas, microondas ultrasénico y extrusion), como la adicién de aditivos, contenido
de agua y las condiciones de retrogradacién durante el almacenamiento (Liu et al., 2019;

Ottenhof, Hill, & Farhat, 2005; Y. Zhang et al., 2014).

Cuando el almidén se retrograda o retrocede rapidamente después de la coccidn, deteriora
los atributos deseables, las propiedades y cualidades, provocando un aumento de la dureza
y una disminucion del sabor con el tiempo, también afectan fuertemente a la textura, la
estabilidad, la calidad, la digestibilidad y la funcionalidad, y por lo tanto el valor
nutricional como la aceptacion de los consumidores de los atributos sensoriales y la vida

util de los alimentos que contienen almiddn; por lo tanto, la comprension y el control de
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las caracteristicas de retrogradacion del almidon son importantes para la industria

alimentaria (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2014).

Cristalinidad

Las propiedades cristalinas de los granulos de almidén, obtenidos generalmente por
estudios de difraccion de rayos X en polvo, los clasifica en las formas A, By C. En las
formas granulares nativas, el patron A se asocia principalmente con almidones de
cereales, mientras que la forma B generalmente se obtiene de tubérculos. El patrén C es
una mezcla de ambos tipos Ay B. Cheetham and Tao (1998) informaron que, los granulos
de almiddn natural tipicamente varian en grado de cristalinidad de aproximadamente 15

a 45%.

Durante el proceso de extrusion, la estructura cristalina de los granulos de almidén ha
sido afectada por la formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de las
moléculas de almidon y las moléculas de agua para provocar la gelatinizacién (Dai et al.,
2019; Yang et al., 2020). Otros autores mencionan que, los procesos que involucran alta
presidn-temperatura y alto cizallamiento, como la extrusion, causan la destruccion parcial
o completa de la estructura cristalina del almidon y una degradacion macro-molecular
considerable (Altan et al., 2009); también, mencionaron que, la estructura cristalina
organizada de las materias primas, durante el proceso de extrusion, se destruye parcial o
totalmente, dependiendo de las condiciones de extrusion, principalmente debido a la
temperatura del barril y la humedad de alimentacion. Estos cambios en la estructura
también estan relacionados con la fuente de almiddn y otros componentes presentes en la
harina, como proteinas y fibras. Ademas, estos autores, encontraron que existe cierto
grado de cristalinidad en los productos extruidos, parcialmente organizados en estructuras

cristalinas de tipo B. Esas estructuras son muy estables y suelen ser muy resistentes a la
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hidrolisis con a-amilasa. Estos cambios también reflejan las propiedades funcionales del

extruido como la densidad aparente, viscosidad y almidon resistente.

Digestibilidad

Durante el proceso de extrusion los granulos de almidon rompen sus enlaces de hidrégeno
inter e intramoleculares entre las cadenas de almiddn, lo que promueve su gelatinizacion
(Liu et al., 2017). Esta gelatinizacion, tiene trascendencia en mejorar la digestibilidad del
almidon, porque es facilmente hidrolizado por las enzimas amiloliticas (Berk, 2018). Las
enzimas digestivas dentro del tracto gastrointestinal humano, convierte el almidén
gelatinizado en glucosa, que es un sustrato para el cerebro y los globulos rojos para

generar energia metabolica (Agama-Acevedo et al., 2019; Ye, et al., 2018)

El grado de gelatinizacion es un factor importante en la tasa de digestion del almidén en
el intestino delgado que determina la respuesta glucémica (Altan et al., 2009), pudiendo
verse afectados los niveles de glucosa en la sangre, lo que puede influir en la
susceptibilidad de un individuo a la diabetes y la obesidad, por lo tanto, las estrategias
para disminuir la digestibilidad del almidon son utiles para desarrollar alimentos mas
saludables (Ye, et al., 2018). Lla tasa de digestion y absorcion de almidédn es un factor
determinante de la respuesta metabolica a un alimento rico en almidon; esto es importante
ya que existe evidencia de que los carbohidratos digeridos y absorbidos lentamente son
favorables para el manejo dietético de trastornos metabdlicos como la diabetes (Altan et

al., 2009).

Algunos investigadores informaron que el procesamiento de extrusion podria modificar
la hidrdlisis del almidon de diferentes maneras, por ejemplo la digestibilidad decreciente
estaria relacionada con los complejos de amilosa-lipidos y las interacciones de almidén y

proteinas que ocurrieron durante la extrusion (Yang et al., 2020). Por otro lado, un mayor
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contenido de amilosa provoca una reduccion en la digestibilidad del almidén debido a
una correlacion positiva entre el contenido de amilosa y la formacion de almidon

resistente (Oztlirk & Mutlu, 2019).

1.3.5. Almiddn resistente

El almidén en los alimentos contiene una porcidon que digiere rapidamente, también
denominado almidon de répida digestion, una fraccion de digestion lenta y otra mas
resistente llamada “almidon resistente” (Agama-Acevedo et al., 2019). Durante el
proceso de digestion, los almidones generalmente son digeridos por las enzimas a-
amilasa, glucoamilasa y sacarasa-isomaltosa en el intestino delgado para dar lugar a
unidades de glucosa libres que pueden ser absorbidas; sin embargo, hay una fraccion del
almidon que no pueden ser digerido ni absorbido en el intestino delgado de los humanos,
ya que las enzimas anteriormente mencionadas no son capaces de hidrolizarlo, siendo ésta

fraccion conocida como almidon resistente (Rizvi et al., 2019; Oztirk & Mutlu, 2019).

El almiddn resistente (RS), tiene la capacidad de modular los niveles de glucosa en sangre
posprandiales y puede ser fermentado por la microflora del colon para producir &cidos
grasos de cadena corta, que ejercen beneficios positivos para la salud del consumidor,
como el aumento del flujo sanguineo en el colon, menor inflamacion del mismo y un
menor riesgo de padecer cancer de colon (Dupuis et al., 2014). Otros autores han
mencionado que, el RS es una fibra funcional (prebiotica), que desempefia un papel
importante en la fisiologia digestiva colonica, similar a los oligosacaridos, que no son
digeribles (Limsangouan et al., 2010). Por lo tanto, el RS tiene beneficios para la salud,
como la regulacion de la obesidad, la diabetes, el cancer de colon y las enfermedades

cardiovasculares (Liu, Shi, Jin, & Jiao, 2023).
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Existen cinco tipos de almidon resistente (RS1 - RS5), donde cuatro de ellos se usan como
ingredientes alimenticios (RS2, RS3, RS4 y RS5) (BeMiller, 2020). En cambio, el RS1,
es un tipo de almidon resistente inaccesible fisicamente por las enzimas, porque el
almidon esta atrapado fisicamente dentro de la matriz alimentaria. Sin embargo, moler o
triturar puede liberar el almiddn, haciéndolo accesible y mas digerible (BeMiller, 2020;
Birkett & Brown, 2007). RS2: es un granulo de almidon nativo, crudo / no gelatinizado y
es resistente al ataque de la a-amilasa debido a las estructuras semicristalinas organizadas
en granulos (BeMiller, 2020). RS3: es almidon retrogradado (principalmente amilosa)
que es resistente al ataque de la a-amilasa debido a su naturaleza cristalina (Tacer-Caba
& Nilufer-Erdil, 2019). RS4: es almidon que se ha modificado quimicamente hasta un
punto que impide la unién de las moléculas de polisacarido de almidon en el sitio activo
de la a-amilasa (sustitucién) o que inhibe fuertemente la hinchazon y la solubilizacion
(reticulacidn) de los granulos, o cuyas estructuras moleculares se han alterado por otros
reactivos quimicos o enzimas (BeMiller, 2020). RS5: son complejos de lipidos y amilosa
parcialmente cristalinos (Tacer-Caba & Nilufer-Erdil, 2019). Entre los RS, el RS3 ha
tomado interés como ingrediente alimentario, debido a los beneficios fisiolégicos como
fibra dietética, ademas es térmicamente estable, lo que puede preservar su funcionalidad
nutricional durante el proceso de coccién (Sun, Tian, Chen, & Jin, 2017). En ese sentido,
ultimamente se vienen estudiando procesos de “extrusion-desramificacion” con el fin de

mejorar el contenido de amilosa y RS (Liu et al., 2023).

1.4 COMPUESTOS FENOLICOS EN CEREALES Y LEGUMINOSAS

Los compuestos fendlicos son una clase de compuestos organicos que se encuentran en
todas las plantas como metabolitos secundarios en concentraciones variables

(Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019). Estan unidos a los polisacaridos de la pared celular
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y representan del 35 a 65% de la cantidad total de compuestos fendlicos identificados en
las matrices vegetales y se reportan enlaces covalentes y no covalentes entre compuestos
fenolicos y proteinas (Stamogiannou et al., 2021). Realizan diferentes funciones en las
plantas, defensa contra la radiacion ultravioleta, condiciones ambientales drésticas,
capacidad para contrarrestar el estrés oxidativo (Pinto et al., 2023) y también contribuyen
al sabor (olor y astringencia), apariencia (color) y estabilidad oxidativa (Luna-Guevara,
Luna-Guevara, Hernandez-Carranza, Ruiz-Espinosa, & Ochoa-Velasco, 2018). Son
beneficiosos para contrarrestar trastornos del metabolismo y una variedad de patologias,
como la obesidad, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares (Vuolo, Lima, &
Mardstica Junior, 2019), es decir, pueden exhibir actividades fisiologicas relevantes que
incluyen antiinflamatorias, antiinfecciosas, antiproliferativas y antioxidantes (Luna-

Guevara et al., 2018).

La clasificacion de los compuestos fenolicos a través de las rutas biosintéticas
(metabolismo primario y secundario) dividen en tres grupos principales: (1) compuestos
fendlicos y afines; (2) terpenoides y (3) alcaloides que contienen nitrégeno y compuestos
que tienen azufre. Dichos compuestos estan vinculados a metabolitos primarios mediante
blogues de construccion y enzimas biosintéticas (Vuolo et al., 2019). Dentro de los
compuestos fendlicos se pueden categorizar en siete grupos: flavonoides, &cidos
fendlicos, taninos simples y condensados, estilbenos, cumarinas, lignanos y ligninas

(Luna-Guevara et al., 2018).

Otras clasificaciones, agrupan en dos grupos principales: flavonoides y no flavonoides;
donde, los flavonoides son compuestos polifendlicos que contienen dos anillos
aromaticos conectados por un puente de tres carbonos; este gran grupo de flavonoides se
divide ademas en seis subclases diferentes: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavan-3-
oles, isoflavonas y antocianidinas; por su parte los no flavonoides, tienen como grupos
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principales a los &cidos fendlicos, los hidroxicinamatos y los estilbenos (Hogervorst
Cveji¢, Atanackovi¢ Krstonosi¢, Bursa¢, & Milji¢, 2017). Sin embargo, en una estructura
general, poseen un anillo aromatico, que contiene uno o mas sustituyentes hidroxilo,
mayormente estan conjugados con monosacaridos y polisacaridos, asociados con uno o
mas grupos fenodlicos y podrian vincularse a ésteres y ésteres metilicos (Vuolo et al.,
2019). Debido a su diversidad estructural, se han identificado mas de 8000 compuestos
fenolicos y no existe una clasificacion Unica (Luna-Guevara et al.,, 2018). Una
clasificacion resumida es el que se observa en la figura 9. Cabe mencionar, que los
flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las
plantas, que afectan en gran medida la calidad sensorial y nutricional de frutas y
hortalizas, representan una gran parte de los fenoles solubles presentes en la vid, se
encuentran entre los compuestos mas importantes para la calidad de las uvas de vino tinto
debido a su efecto sobre los atributos sensoriales del vino y ultimamente han recibido una
gran atencion tanto por parte de los investigadores debido a su efecto beneficioso sobre

la salud humana (Brillante et al., 2015).

Acidos
hidroxibenzoicos
Xantonas Acidos
hidroxicinamicos
i Compuestos C L
gninas fonidicas umarinas
Flavonoides Lignanos

Chalconas

Figura 9. Clasificacion de los compuestos fenolicos adaptado de Carocho & Ferreira,

(2013)
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1.5 SUBPRODUCTOS DE LA UVA

La vid pertenece a la familia de las Vitaceae, cuyo producto derivado principal es el vino
(Topalovi¢ et al., 2020). Las uvas tienen tres partes fundamentales: piel (exocarpo), pulpa

(meso y endocarpo)y semillas (figura 10) (Conde et al., 2006).

Los subproductos de la uva representan alrededor del 25% (p/p) del peso de la uva
procesada y se generan en el proceso de elaboracion del vino, especificamente en la etapa
de despalillado, prensado mecanico o fermentacion, obteniéndose algunas partes del tallo,
pieles y semillas, a menudo se denominan orujo de uva (Sirohi et al., 2020; Spigno,
Marinoni, & Garrido, 2017). La vinificacién genera mas de 20 millones de toneladas de
residuos por afio en todo el mundo, lo que representa un problema sustancial de gestion
de residuos debido a su alta carga de contaminacion (Meini, Cabezudo, Boschetti, &

Romanini, 2019; Saha, Gitto, & Dally, 2020).

Piel
(exocarpo)

Pedicelo

Cuticula
Mesocarpo —

Pulpa

Endocarpo —

Figura 10. Estructura de baya de uva madura, adaptado de Conde et al. (2006)
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La semilla de uva, se pueden agregar a los alimentos como complemento nutricional
funcional, porque contienen acidos grasos y otros componentes bioactivos, incluidas
vitaminas y antioxidantes que se suman a sus propiedades tecnoldgicas y posibles
beneficios para la salud humana, de modo que la creacion de nuevos usos de las semillas
promueve la produccion sostenible de uvas y reduce el desperdicio y los recursos
(Bogoeva & Durakova, 2020; Lampi & Heinonen, 2009). En general, las semillas son
mas ricas en fibra si se las compara con la piel, ademés de contener otros compuestos
como flavan 3-oles poliméricos, acidos oleico, linolénico, palmitico y estearico (Imperio
etal., 2021). algunos autores, les otorgan a las semillas de uva propiedades antidiabéticas,
antibacterianas, anticancerigenas, antiinflamatorias, aromaticas y antifungicas (Bogoeva

& Durakova, 2020).

Los subproductos fermentados de la uva, se obtienen cuando el mosto junto con la pulpa
restante, la piel y las semillas, tras el proceso de despalillado, estrujado o triturado son
macerados y fermentados durante un periodo de 6 a 10 dias a temperatura de 18 a 20°C
segun sea el tipo de vinos tinto, ya que después de la fermentacién, el jugo se elimina y
solo queda la piel y semilla fermentada, por el contrario, los subproductos de uva sin
fermentar se obtiene inmediatamente después del prensado de la uva (Lachman et al.,
2013; Nardoia et al., 2020). Los subproductos de la uva se pueden destilar para obtener
etanol o se desecha como residuo natural, utilizados como abono o alimento para
animales; sin embargo, su predisposicién funcional, pone en valor los subproductos de
uva para obtener coproductos de alto valor nutricional y funcional, complementos

alimenticios y nuevos ingredientes alimenticios (Drevelegka & Goula, 2020).
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Objetivos/Objetives, Planteamiento del trabajo

2.1 OBJETIVOS/ OBJECTIVES

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion es: Estudio de nuevos
productos extruidos a base de cereales y legumbres y la evaluacion de su calidad

nutricional y funcional.
Y como objetivos especificos:

- Valorar la Influencia del proceso de extrusion sobre harinas de cereales y
leguminosas en la fraccion hidrocarbonada y compuestos fendlicos.

- Estudiar el efecto de la formulacion de harinas de cereales y leguminosas con
distintos subproductos de vinificacion en su composicion quimica: piel de uva
(Cabernet Sauvignon) fermentada; Semilla de uva (Cabernet Sauvignon)
fermentada y Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada.

- Valorar la influencia del proceso de extrusion en las harinas formuladas y los
cambios en su composicion quimica: fraccion hidrocarbonada y compuestos

fendlicos.

Esta investigacién se encuentra dentro de los siguientes Proyectos de Investigacion
financiados:
Titulo: Programa de Financiacion de Grupos de Investigacion Validados.

Grupo 951505 - NUEVOS ALIMENTOS. ASPECTOS CIENTIFICOS,
TECNOLOGICOS Y SOCIALES.

Entidad financiadora: Vicerrectorado de Investigacion y Transferencia UCM.
2018-19; GR29/20; GFRN-17/21; GRFN14-22.

Investigador principal: Prof. Dr. Montafia Camara Hurtado.
Titulo: New Sustainable Processes, Preservation Technologies, and Product

Concepts for Speciality Crops and their Co-Products
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Entidad financiadora: Healthy Process Food Research Unit. Western Research
Regional Center, USDA-ARS-WRRC. Referencia: 2030-41000-510-00D

Investigador principal: Dr. José de Jesus de Berrios

OBJECTIVES

The main objective of this research work is: Study of new extruded products based on
cereals and pulses enriched with Hylon® V and different winemaking by-products, and

the evaluation of their nutritional and functional quality. And as specific objectives:

- Assess the influence of the extrusion process on cereal and pulse control flours

in the hydrocarbon fraction and phenolic compounds.

- To study the effect of formulating cereal and pulse flours enriched with different
winemaking by-products on their chemical composition: fermented grape skin
(Cabernet Sauvignon); Fermented Grape Seed (Cabernet Sauvignon) and

Unfermented Grape Seed (Chardonnay).

- Evaluate the influence of the extrusion process on the formulated flours and the
changes in their chemical composition: hydrocarbon fraction and phenolic

compounds.

This research is part of the following funded Research Projects:

Title: Funding Program for Validated Research Groups.
Research Group 951505 - NEW FOODS. SCIENTIFIC, TECHNOLOGICAL
AND SOCIAL ASPECTS.
Funded entity: UCM Research and Transfer Office. 2018-19; GR29/20; GFRN-
17/21; GRFN14-22.

Principal investigator: Prof. Dr. Montafia Camara Hurtado.
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Title: New Sustainable Processes, Preservation Technologies, and Product Concepts
for Speciality Crops and their Co-Products
Funded entity: Healthy Process Food Research Unit. Western Research Regional
Center, USDA-ARS-WRRC. Referencia: 2030-41000-510-00D

Principal investigator: Dr. José de Jesus de Berrios

2.2 PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Una vez establecidos los objetivos del trabajo se realizd la puesta a punto la metodologia

correspondiente (capitulos 3y 4).

Los nuevos productos extruidos a base de maiz y lenteja con incorporacion de
subproductos de la vinificacion fueron disefiados y elaborados por el Dr. José de J. Berrios

en las instalaciones del USDA-ARS-WRRC (California, EE. UU.).

Respecto a la metodologia analitica, dentro de la fraccion hidrocarbonada se realizo la
determinacion de: Fibra dietética, Carbohidratos disponibles totales, Azucares solubles y
a-galactdésidos, Arabinoxilanos, Almidon total (amilosa y amilopectina) y Almidon
resistente. Y respecto a los compuestos fenolicos, la determinacion de fenoles totales,

flavonoides y antocianinas totales.

Las determinaciones correspondientes a los azucares solubles y fracciones de almiddn se
realizaron durante la estancia de investigacion predoctoral (6 meses) realizada por el autor
de esta Memoria en el “Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y

Alimentaria” (INIA), bajo la direccion de la Dra. Mercedes M. Pedrosa.

Las determinaciones de los compuestos fenolicos (fenoles, flavonoides y antocianinas
totales), se realizaron durante la estancia de investigacion internacional realizada por el

autor de esta Memoria en la Universidad Nacional de Moguegua — Peru.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral (capitulo 5), se han dividido en dos
bloques para su discusion. El primero hacer referencia al efecto del proceso de extrusion
en las muestras de harina (maiz y lenteja) control (capitulo 5.1). A continuacion, en los
apartados 5.2, 5.3 y 5.4, se estudia el efecto de la formulacion, y posterior extrusion, de
las mezclas de harina (maiz y lenteja) con la incorporacion de distintos subproductos de
la uva y Hylon® V: Piel de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada; Semilla de uva
(Cabernet Sauvignon) fermentada y Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada.
Seguidamente se realizd como parte de los resultados una comparacion entre todos los

alimentos extruido (apartado 5.5).

Una vez discutidos los resultados obtenidos, en el capitulo 6 se recogen las conclusiones

del trabajo realizado.
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3.1. HARINAS E INGREDIENTES

3.1.1. Harinas: Maiz (Zea mays L.) y Lenteja (Lens culinaris L.)

Los cereales son los ingredientes habitualmente utilizados para los procesos de coccién
por extrusion debido a su contenido de almidon que se adapta a las caracteristicas del
material de la mayoria de las extrusoras (Alam & Aslam, 2020). Concretamente, el maiz
es uno de los ingredientes mas utilizados en la elaboraciéon de snacks, debido en gran
medida a su amplia disponibilidad y excelentes caracteristicas de expansion (Ek, et al.,
2020). Y por la versatilidad y flexibilidad caracteristico del proceso de extrusion, se han
expandido alimentos a base de lentejas (Luo et al., 2020). Aprovechando esa versatilidad
y flexibilidad del proceso de extrusion, una mezcla de maiz y lentejas es viable desde el
punto de vista nutricional por la composicion de la proteina, pudiéndose complementar
los aminoacidos esenciales presentes en el maiz (fenilalanina 0,44%, lisina 0,28%,
leucina 1,09%, isoleucina 0,32%, metionina 0,20%, treonina 0,32%, tript6fano 0,07%,
valina 0,43%, arginina 0,42% Yy histidina 0,27% en el maiz) con la composicion
aminoacidica de la lenteja (fenilalanina 4,90%, lisina 7,00%, leucina 7,30%, isoleucina
4,30%, metionina 0,90%, treonina 3,60%, triptéfano 0,90%, valina 5,00%, arginina

7,70%, histidina 2,80%) (Loy & Lundy, 2019; Samaranayaka, 2017).

En la presente tesis doctoral se ha utilizado harina a base de maiz (70 %) y lenteja (30 %)
como harina control. Para elaborar 100 g de harina control, se partié de 93,75 g de mezcla
maiz y lenteja (70:30) a la que se adiciond 1,25 g de sal y 5 g de azdcar la cual se analiz6

en tanto cruda como tras el proceso de extrusion.

A partir de esta harina control se realizaron distintas formulaciones incluyendo diferentes
subproductos (piel y semillas) procedentes de la elaboracion del vino, almidén alto en

amilosa (Hylon® V), azlcar y sal.
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3.1.2. Subproductos de la vinificacion: Piel y semilla de uva

La piel de uva es altamente compleja y dindmica, estd compuesta por polisacaridos no
amilaceos, compuestos fendlicos y proteinas, estabilizadas por enlaces idnicos y
covalentes (los cuales pueden diferir entre variedades e incluso dentro de las mismas
variedades cultivada en diferentes terrenos), entre otros (Paladines-Quezada, Moreno-
Olivares, Fernandez-Fernandez, Bautista-Ortin, & Gil-Mufioz, 2019). Las paredes
celulares de la piel de las uvas también contienen los compuestos responsables del color
y aroma para la vinificacion; sin embargo, la degradacion de la piel para la liberacion de
varios componentes deseados estd directamente relacionados con la composicion de la
pared celular de la piel, la morfologia, el origen y el cultivo de uva (Apolinar-Valiente,

Gobmez-Plaza, Terrier, Doco, & Ros-Garcia, 2017).

Las semillas de uva: Representan alrededor del 5% del peso de la uva entera y
aproximadamente el 40 a 50% de los residuos sélidos que generan los vifiedos durante el
proceso de elaboracion del vino (Bordiga et al., 2019). Otros autores afirman que las
semillas de uva constituyen aproximadamente entre el 20 a 26% de los subproductos de
la uva (Ustun Argon, Celenk, & Gumus, 2020). Por tanto, son subproductos interesantes,
porque, también permanecen sustancialmente intactos durante las fases de procesamiento,
propiedad que le confiere el proceso de lignificacion que tuvo lugar durante la maduracion

de la uva (Imperio et al., 2021).

En el presente estudio se han utilizado los siguientes subproductos del proceso de

vinificacion tanto con uva tinta (Cabernet Sauvignon) como blanca (Chardonnay):

o Piel de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada.
o Semilla de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada.

o Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada.
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La uva Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) es una de las principales variedades
enoldgicas del mundo (Quan et al., 2022), del vino tinto, originaria de la zona de Burdeos
— Francia y se le atribuye su origen al cruzamiento de la variedad Cabernet Franc con el
Sauvignon Blanc (Bowers & Meredith, 1997). Las bayas son pequefias, acidas con

semillas y poseen una piel duray de pigmentacion oscura (Jackson, 2020).

La uva Chardonnay es una variedad blanca, destinadas para la elaboracion de cavas,
champagnes, vinos blancos, es originaria de la regién francesa de la Borgofia y su origen
genético procede de las cepas Gouais Blanc y Pinoccio, tienen racimos de tamafio
pequefio, compactos, bayas esféricas, de tamafio mediano, de color verde-amarillo y de

hollejo medio grueso (ENTERWINE, 2022)

3.1.3. Otros: Almidén Hylon® V, sal y azUcar

El almidon Hylon®, se trata de almidon refinado a partir de maiz con alto contenido de
amilosa (Btaszczak et al., 2007). Estos almidones industriales se presentan en el mercado
con al menos 50% de amilosa, ofrecen propiedades funcionales interesantes para
aplicaciones nutricionales y no nutricionales y se utilizan cominmente para la fabricacién
de productos alimenticios con bajo contenido de humedad (Khachatryan, Krzeminska-
Fiedorowicz, Nowak, & Fiedorowicz, 2014), Los almidones industriales con alto
contenido de amilosa (> 50% de amilosa) se usan cominmente para la fabricacion de
productos alimenticios con bajo contenido de humedad que contienen fracciones altas de
almidon resistente (Agama-Acevedo, Pacheco-Vargas, Bello-Pérez, & Alvarez-Ramirez,
2018). Segun la ficha técnica de INGREDION (2020), describe que el almidon
alimenticio Hylon® V, es un hibrido de maiz que contiene aproximadamente un 55% de
amilosa. La amilosa, es un polimero lineal, que puede alinearse o asociarse estrechamente
mediante enlaces de hidrogeno. Esta caracteristica de la amilosa es la principal
responsable de la capacidad de gelificacion y formacion de pelicula de los almidones.
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Dado que el almidén Hylon® V contiene aproximadamente el doble de amilosa que el
almidon de maiz normal puede formar geles mas rigidos y contribuir a la formacion de
peliculas mas fuertes y resistentes. ElI almidon Hylon® V requiere temperaturas de

coccion mas altas que el almidén de maiz convencional para gelatinizar adecuadamente.

La sal comun o simplemente sal (cloruro de sodio - NaCl), se ha utilizado como
conservante de alimentos durante 5.000 — 10.000 afios (Parniakov et al., 2020). Muchas
de las caracteristicas funcionales del cloruro de sodio se basan en su capacidad para
controlar la actividad del agua y su interaccion con las proteinas (Mitchell, 2019).
Ademas, es un compuesto que da un sabor atractivo a los alimentos, por lo que se le
considera como el Unico compuesto mineral por el que puede desarrollarse un deseo

(Thompson, 2018).

El azlcar se utiliza cominmente para dar gusto y sabor dulce a ciertos alimentos, porque
el azlcar agregado hace que los alimentos sean mas atractivos, mas valorados
comercialmente (Mukhopadhyay, Goswami, Mondal, & Dutta, 2020). El azUcar, tiene
muchas funciones en los alimentos procesados, sus efectos evidencian cambios en la
estructura, color, dulzor y la vida atil del alimento (Milner, Kerry, O'Sullivan, &

Gallagher, 2020).

3.2. FORMULACIONES

Las mezclas alimenticias estudiadas sobre la base de una mezcla de maiz (Zea mays L.)
y lentejas rojas (Lens culinaris L.), en proporciones de 70 y 30% respectivamente, fueron
disefiados y elaborados por el Dr. Joseé de J. Berrios (USDA-ARS-WRRC, California, EE.

uu.).
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Las distintas proporciones de la mezcla maiz y lentejas fueron incorporadas con diferentes
porcentajes (5 y 20%) de piel/semilla de uva de la variedad tinta Cabernet Sauvignon
(piel y semilla fermentadas), la variedad de uva blanca Chardonnay (semilla no
fermentada) y almidon Hylon® V (5 y 20%), mas la adicion de dos componentes fijos

como sal y azlcar en todas las formulaciones.

Cabe indicar, que la presencia de la sal y azucar estan asociados con los aspectos
tecnoldgicos relacionados con la expansion durante el proceso de extrusion, ya que los
efectos de la expansion radial y energia mecanica especifica se corresponden con el
azUcar incorporado para reducir o incrementar la expansion de los extruidos (Ascheri,
Carvalho, & Mitchell, 2002). Asi mismo, la sal y el azlcar tienen un efecto sinérgico
sobre la energia de procesamiento, la expansion del extruido y la resistencia mecanica

(Pitts, Favaro, Austin, & Day, 2014).

En la tabla 3, se presentan las muestras a base de una mezcla de maiz y lenteja,
incorporadas con distintas proporciones de piel (foto 1) o semilla (foto 2) de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y almidén Hylon® V, ademaés de cantidades fijas de sal y azUcar,

al igual que la incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada (foto 3).
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Tabla 3. Formulacion de harinas de maiz y lenteja con incorporacion de piel o
semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla de uva Chardonnay no

fermentada
e, Maiz Piel de Almidon , Total
Muestras Codificacion Lenteja uva Hylon® V Sal AzUlcar (%)
Crudas  Control cruda 9375 0,00 0,00 125 500 100,00

Extruidas Control extruida

Incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada
Crudas CS-SkF-Raw1l

e o 8375 500 5,00 125 500 100,00
Crudas CS-SkF-Raw?2
e e 6875 5,00 2000 125 500 100,00
Crudas CS-SkF-Raw?2
e e 6875 20,00 5,00 125 500 100,00
Crudas  CS-SkF-Raw2 5375 20,00 2000 125 500 100,00

Extruidas CS-SkF-Ext2

Incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada
Crudas CS-SdF-Raw1l

Extruidas  CS-SdF-Extl 375 I - P Y
Crudas CS-SdF-Raw2
Extruidas  CS-SAF-Ext2 5575 IR R S0 1w
Crudas CS-SdF-Raw3
Extruidas  CS-SdF-Ext3 5575 N >0 b 50 100
Crudas CS-SdF-Raw4 53,75 20,00 20,00 1,25 5,00 100,00

Extruidas CS-SdF-Ext4
Incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada
Crudas Ch-Sd-Rawl

s Chod bt 8375 500 5,00 125 500 100,00
Crudas Ch-Sd-Raw?2
s Chod bty 68,75 500 2000 125 500 100,00
Crudas Ch-Sd-Raw3
s ChodEats 68,75 2000 5,00 125 500 100,00
Crudas  Ch-5d-Raw4 5375 20,00 2000 125 500 100,00

Extruidas Ch-Sd-Ext4
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Foto 1. Harinas base (Maiz:Lenteja), con piel de uva fermentada de Cabernet

Sauvignon (Foto: Mario Cotacallapa)

Foto 2. Harinas base (Maiz:Lenteja), con semilla de uva Cabernet Sauvignon

fermentada (Foto: Mario Cotacallapa)
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Foto 3. Harinas base (Maiz-Lenteja), con semilla de uva Chadonnay no fermentado
(Foto: Mario Cotacallapa)

3.3. PROCESO DE EXTRUSION APLICADO

Las condiciones de extrusion de las distintas formulaciones alimenticias se iniciaron con
el acondicionamiento de la mezcla base (maiz y lentejas), previamente acondicionadas.
Luego se incorporaron los subproductos de la vinificacion (piel/semilla de uva
fermentada o semilla de uva no fermentada), el almidon Hylon® V vy el resto de los
ingredientes (sal y azUcar). En seguida, las formulaciones se dividieron en crudas y las
destinadas a la extrusiéon (figura 11). Las distintas formulaciones destinadas para el
proceso de extrusion fueron acondicionadas previamente a una humedad de 17% para la
alimentacion del extrusor de doble tornillo CLEXTRAL EVOL HT32-H - relacion L/D
24. Las condiciones operativas del extrusor para todas las formulaciones fueron las
siguientes: velocidad de alimentacion 50 kg/h, velocidad del tornillo 500 rpm,

temperatura 160°C y diametro de abertura de expansion de 3,5 mm.
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Las harinas crudas y extruidas fueron elaboradas por el equipo del Dr. José de Berrios
(USDA, California) y envasadas en bolsas de polietileno en cantidad de 50 g por cada
muestra y enviadas al Laboratorio del grupo de investigacion ALIMNOVA (Dpto.
Nutricion y Ciencia de los Alimentos, Facultad de Farmacia, UCM) para su analisis. Una
vez recibidas las muestras, se conservaron en desecador a temperatura ambiente sin

incidencia directa de la luz solar.
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Mezcla base
Maiz + Lenteja
70% 30%

+

Piel de uva
Cabernet Sauvignon
Fermentado
(5% - 20%)

+

Hylon V
(5% - 20%)

+

Sal
(1.25%)

Azucar
(5%)

Para harinas Crudas

;

Molienda

:

Envasado de muestras

crudas

Semilla de uva
Cabernet Sauvignon

Fermentado
(5% - 20%)

+

Hylon V
(5% - 20%)

Azucar
(5%)

Formulaciones

Semilla de uva

Chardonnay
no fermentado
(5% - 20%)

+

Hylon V
(5% - 20%)

Azucar
(5%)

A

Para harinas Extruidas

;

Molienda

i

Envasado de muestras
Extruidas

Figura 11. Formulacion de harinas y proceso de extrusion
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En este apartado, se presentan los distintos andlisis de laboratorio relacionado a la

fraccion hidrocarbonada y los compuestos fendlicos, segun se muestra en la figura 12.

—Pp  Analisis de la fraccion hidrocarbonada

| Fibra dietética: Fibra Insoluble
Fibra Soluble
Fibra total

== Carbohidratos disponibles totales

e A Z11Cares solubles y a-galactosidos

P ample 10 €S-SKF-Extd

Clntrmeont fibst Panst
| Extruded Formalaton @4

e A rabinoxilanos

Harina cruda Harina Extruida

- AlMi1dOn t01a] e——]p- Amilosa
Amilopectina

- A lmidoOn resistente

3 Analisis de los compuestos fenolicos

- P10l totales

- Flavonoide totales

- Antocianinas totales

Figura 12. Esquema del Plan de trabajo
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4.1. DETERMINACION DE LA FIBRA DIETETICA

La determinacion de la fibra dietética insoluble, soluble y total, se realizé por el método
enzimatico gravimétrico de la AOAC 993.19 y 991.42 (Latimer, 2012). El método
consiste en una digestion enzimatica de las muestras con a-amilasa, proteasa y
amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich) con el fin de eliminar la proteina y almidon presentes
en las muestras. EI método fue desarrollado como se muestra en el diagrama de flujo de

la figura 13 que comprende cuatro etapas:

Tratamiento con enzimas: Se pesaron 0,3 g de muestra de harinas en balanza analitica
BOECO-Germany, por cuadruplicado y se colocaron en matraces de 100 mL. Se
afiadieron 50 mL de tampdn fosfato 0,08 M (pH 6) y 100 pL (0,1 mL) de a-amilasa
termoestable. Los matraces se taparon con papel aluminio y se sometieron a
calentamiento en bafio maria Memmert a 100°C por 15 min en agitacion constante. Se
enfriaron en hielo hasta 60°C y se afiadieron 10 mL de hidréxido de sodio 0,275 N (pH
de 7,5) méas 0,5 mg de enzima proteasa y se calentaron nuevamente en bafio maria a 60°C
en agitacion constante durante 30 min. Tras concluir, se afiadieron 10 mL de &cido
clorhidrico a 0,325 N (pH 4,0 — 4,6) méas 100 pL (0,1 mL) de enzima amiloglucosidasa y

se calentaron nuevamente en bafio maria a 60°C en agitacion constante durante 30 min.
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Pesado

| 0,3g de muestra

y

| Tratamiento

o - amilasa

| Con 50 mL de tamp6n fosfato 0,08M (pH 6) mas

y

100uL de a-amilasa

Incubado en bafio maria (95 — 100°C por 15
min) con agitacion constante

Enfriado con hielo

Tratamiento proteasa

| Afiadir 10mL de NaOH 0,275N (pH 7,5) mas

5mg de proteasa

Incubado en bafio maria (60°C por 30 min) con
agitacion constante

Enfriado con hielo

Tratamiento amiloglucosidasa

Adicion de 10mL de HCI 0,325N (pH 4,0-4,6)

més 100uL de amiloglucosidasa
Incubado en bafio maria a 60°C por 30 min
Enfriado con hielo

Filtrado

| Crisol de gooch pyrex con 0,59 de celite y

filtrado con etanol de 96°

Fraccion Insoluble (Residuo)

v

| Secado - Pesado

En estufa a 100°C

antes del pesado.

Y

Fraccion Soluble (Liquido filtrado)

Enfriado en campana desecador

Adicién de 400mL de etanol 96°
Precipitado por 24h aprox.

\/

| Filtrado

Crisol de gooch pyrex con 0.5g de
celite y filtrado con etanol de 96°

| Secado - Pesado |

Estufa a 100°C
Enfriado en campana desecador
antes del pesado.

v

v

Determinacion de Determinacion de
Proteinas Cenizas

Determinacion de
Proteinas

Determinacion de
Cenizas

l l

| Calculo de la Fibra Insoluble

|

l

Célculo de la Fibra Soluble |

Figura 13. Diagrama de flujo para determinacion de la fibra dietética insoluble y

soluble segiin método enzimatico gravimétrico de la AOAC 993.19 y 991.42.
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Obtencidn de la fibra insoluble: Para la obtencidn de la fibra insoluble, se procedieron
al filtrado del liquido obtenido sobre crisoles con placa filtrante Gooch Pyrex, que fueron
previamente acondicionadas con 0,5 g de celite y pesados (crisol + celite®). Para lo cual,
se empled un sistema de filtracion de vacio con una bomba Fisherbrand FB 70155 y un
matraz Kitasato de 2 L provista de un tapon de goma abierta para el sellado entre el crisol
y el matraz donde se recogi6 el liquido filtrado. Para finalizar el filtrado, se lavé con
aproximadamente 10 mL agua destilada y 10 mL de etanol (96% v/v). El liquido filtrado
de reservé para la determinacion de la fibra soluble. Los crisoles se secaron en estufa
Memmert a 100°C y se pesaron, previo a un enfriamiento a temperatura ambiente dentro
de una campana de desecacion. Después de la determinacion de la proteina y cenizas de

los residuos de fibra, se calculd el contenido correspondiente a la fibra insoluble.

Obtencidn de la fibra soluble: El liquido reservado de la fibra insoluble, se almacenod
en matraz de 500 mL con adicion de 400 mL de etanol 96% v/v y se dejo precipitar
durante 24h. Seguidamente, se filtr6 en otros crisoles Gooch Pyrex en las mismas
condiciones mencionadas en la obtencion de la fibra insoluble. Los crisoles se desecaron
en estufa Memmert a 100°C y se pesaron, previamente enfriados en campana de
desecacion. Después de la determinacion de la proteina y cenizas, se calculard el

contenido correspondiente a la fibra soluble.

Calculos para la determinacion de la fibra insoluble, soluble y total
El célculo de la fibra insoluble (FI), soluble (FS) y total (FT) se realiz6 con las siguientes

ecuaciones:

FI (g/100g) = === x 100 (Ecuacién 1)
FS (g/100g) = === x 100 (Ecuacién 2)
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FT (9/100g) = FI + FS (Ecuacion 3)

Donde:

RI: Residuo de fibra insoluble (g)
RS: Residuo de fibra soluble (g)
P: Proteina (g en residuo)

C: cenizas (g en residuo)

M: Peso de muestra (g)

4.2. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS DISPONIBLES TOTALES

La determinacion de los carbohidratos disponibles totales se realizé segin el método de
la antrona (Osborne & Voogt, 1986). Es un método colorimétrico, donde el reactivo
antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) tiene una coloracion verdosa a la reaccion con los
productos que resultan de la hidrolisis de carbohidratos en presencia de acido sulfarico y
calor. Segun el diagrama de flujo de la figura 14, se pesaron 0,4 g de las harinas crudas y
extruidas y se colocaron en un matraz aforado de 100 mL. Se afiadieron 10 mL de agua
destilada y 13 mL de &cido perclérico al 52% (operacion realizada en campana extractora
de gases). Luego se taparon los matraces con una cinta parafilm y se dejaron hidrolizar

durante 24 h.

Tras la hidrolisis, se procedio a un filtrado utilizando pliegues de papel filtro en un matraz
aforado de 250 mL, se enrasd con agua destilada, se tap6 con cinta de parafilm y se
homogenizo. Seguidamente se extrajo 10 mL de la solucion anterior a un matraz de 100
mL, se enraso con agua destilada, se tapd con cinta de parafilm y se homogenizo. Luego
se extrajo 1 mL de la dltima solucién disuelta y se colocaron en tubos de ensayo. Cabe
mencionar, que también se prepararon tubos de ensayo conteniendo agua destilada que

representan el blanco respectivo. A cada tubo se afiadieron 5 mL del reactivo antrona en
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campana extractora de gases. Se taparon cada tubo de ensayo con cinta parafilm y se

procedio agitar vortex hasta mezclarse homogeneamente.

Los tubos de ensayo fueron colocados en rejillas de metal y colocados en bafio maria a
100 °C para la reaccion correspondiente durante 12 min exactos. Concluido el tiempo de
reaccion, se enfriaron en un bafio de hielo a fin de contener la reaccion. Posteriormente,
se tomaron 300 pL del contenido de cada tubo de ensayo y se afiadieron a los pocillos de
una microplaca, ubicandolas convenientemente para su identificacion de muestras y los
respectivos blancos, incluyéndose los tubos de ensayo pertenecientes a los puntos de la

curva patron de glucosa.

la curva patrén de glucosa se prepard a partir de una concentracion conocida de 200
pg/mL, considerando los puntos para la curva, que se muestran en la tabla 4. Cada
concentracion se diluyo en los respectivos tubos de ensayo, rotulados convenientemente,
a los mismos se afiadieron el reactivo antrona, tapados con Parafilm, agitados en vortex
y calentados a 100°C en bafio maria por 12 min. Finalmente, se trasvasaron 300 pL en los
pocillos de la microplaca. Todo este proceso fue realizado juntamente con los tubos de

las muestras objeto de estudio.

Tabla 4. Concentraciones para la curva patron de glucosa

Cantidades
Concentracion
(Hg/mL) Glucosa Agua (d)

(L) (uL)
10 50 950
20 100 900
40 200 800
60 300 700
80 400 600
100 500 500
150 750 250
200 1000 0
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Pesado de mu estra 0.4 g en matraces aforados de 100 mL y
anadir 10 mL de agua destilada mas 13 mL
de acido percloérico al 52%

Y

Hidrolizado

Durante 24 horas en
ambiente oscuro

l Filtrado J En papel filtro hacia matraces
de 250 mL y tarar con agua
destilada

[ Dilacién ] Extraer 10 mL del matraz de
250 mL a matraz de 100 mL
y tarar con agua destilada

Y

Extraer 1 mL del matraz de

Preparado
100 mL a 2 tubos de ensayo
cada uno
Adiciéon de antrona 5 mL de solucién antrona

a todos los tubos de
ensayo

Agitado

En vortex
Incubado En bafio maria a 100°C durante 12 min
Enfriado En baiio de hielo sélido

A 4

I Lectura de Absorbancia | En lector de placas a 630 nm

Figura 14. Diagrama de flujo para determinacion de carbohidratos disponibles totales
segun Osborne and VVoogt (1986)
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Una vez colocadas las muestras, el blanco y la curva patrén de glucosa (figura 16) en los
respectivos pocillos de la microplaca, se procedié a realizar la lectura de la absorbancia a
una longitud de onda de 630 nm, en un equipo lector de placas (Synergy HTX Multi-

Mode Microplate Reader) (figura 15).

Ordenador

Microplaca de 96 pocillos Lector de placas

Muestras Curvas Blancos

Figura 15. Lectura de absorbancias para carbohidratos disponibles en Lector de placas

0,60 -
y = 0,0055x + 0,012
0,50 R2=10,9995
r 0,40 -
e
[15]
£ 0,30 A
(@]
8
<020 -
0,10 +
0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (mg/mL)

Figura 16. Curva de calibracion de glucosa
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Célculo de los carbohidratos disponibles totales
El célculo de la concentracion de los carbohidratos disponibles se realiz6 en funcion de
una ecuacion lineal (ecuacion 4), para una curva patron de glucosa con un coeficiente de

correlacién R% de 0,9995.

Y =0,0055X + 0,012 (Ecuacion 4)

Donde:
Y : Absorbancia de la muestra
0,0055 : pendiente de la curva patrén de la glucosa
0,012 : Interseccion en el eje de la curva patron de la glucosa

X : Concentracién de glucosa en la muestra (mg glucosa/mL disolucion)

La concentracién final de glucosa en g/100 g de muestra, se calculé considerando las

diluciones realizadas segun la figura 16.

4.3. DETERMINACION DE AZUCARES SOLUBLES: CICERITO Y a-

GALACTOSIDOS

La determinacion de los azucares solubles (ciceritol y a-galactosidos) se realizd por
cromatografia liquida HPLC-IR, de acuerdo con metodologia de Pedrosa et al. (2012),
siguiendo el esquema de la figura 17. La extraccién de las harinas (100 mg) se realiz6 en
etanol acuoso (50% v/v) durante 1 min usando homogeneizador Ultraturrax®. La mezcla
se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min. Se decantd el sobrenadante y se repiti6 el
procedimiento dos veces mas. Los sobrenadantes acumulados se filtraron a través de
columnas Sep-Pak C18 (500 mg, Waters, Milford, MA, EE. UU.) y se lavo la columna

con 3 mL de etanol acuoso (50% v/v). Los extractos y lavados se recogieron juntos y se
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evaporaron hasta sequedad en evaporador UNIVAPO 100H. El residuo se redisolvié en
1 mL de agua doblemente desionizada (mili-Q) y se centrifug6 a 10.000 rpm por 10 min.
Los sobrenadantes se filtraron sobre microviales de vidrio con filtros en jeringa Puradisc
de 25 mm. Finalmente se inyectaron alicuotas de 20 pL en un sistema de HPLC (Beckman
System Gold Instrument, Los Angeles, CA, EE. UU.) equipado con detector de indice de
refraccion. Se utilizd una columna Spherisorb-5-NH2 (250 4,6 mm di, Waters, Milford,
MA, EE. UU.), equilibrada con acetonitrilo/agua 60:40 (v/v), con caudal de 1 mL/min.
Los azucares individuales se cuantificaron por comparacion con patrones externos de

ciceritol, rafinosa y estaquiosa (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.).

92



Metodologia Analitica

| Pesado | 0,1g de muestra

Adicion de 5 mL de
etanol acuoso (50%) —>| Homogenizado |<—

l En frio (hielo) utilizando

Ultra turrax por 1 min

| Centrifugado |
10000 rpm por 10 min
Activacion de
Columna C18 .
(waters 500mg/cc) }— Precipitados
3 veces por separado
Filtrado 1 Sobrenadantes Recoger los 3 sobrenadantes
3 mL de metanol juntos en matraz de 25mL
Filtrado 2 v .
| — Eiltrado Pasar sobre columna previamente
6 mL agua mili-Q | | activada y recibir el filtrado en tubo
de pléstico

Lavar la columna con 3 mL de
etanol 50% y recepcionado en el
mismo tubo de plastico

| Lavado

y

| Secado

Llevar a sequedad en un concentrados
por centrifugacién y vacio durante 24 h

y

| Resuspendido

En 1 mL de agua mili-Q y
homogenizar en vortex

Y

| Centrifugado

10000 rpm por 10 min

v

| Filtrado | En microbiales por 0,45 pm

Y

20 puL

Figura 17. Diagrama de procedimiento para determinacion de a-galactosidos segun el

método de Pedrosa et al. (2012)
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Célculos para la determinacion de azucares solubles (ciceritol y a-Galactosidos)

Para los calculos de los azucares solubles (ciceritol y a-Galactdsidos), se construyeron
curvas de calibracion (figura 18) para todas las soluciones estandar de azucar. Se
evidencio una respuesta lineal en el rango (0 - 500 mg/100 mL), con coeficiente de

correlacion de 0,9989.

500 y =0,2963x - 0,0388

R2=0,9989 .~

400 A= 0,2733x - 0,0391

R?=0,9989

=)
o
o
o
(@]
E
¢ 300 - y =0,2366x - 0,0374
5 Rz =0,9989
'S
S
< 200
(5]
[&]
[
8
100 -
0 = T T T 1
0 5 10 15 20
Area
— rafinosa estaquiosa Ciceritol

Figura 18. Curvas de calibracién para aztcares solubles (ciceritol y a-galactésidos)

4.4. DETERMINACION DE ARABINOXILANOS

El contenido de los arabinoxilanos se determind segun el método colorimétrico de
Douglas (1981) con algunas modificaciones (figura 19). En el presente ensayo se pesaron
por duplicado 0,1 g de muestra en tubos falcon de 50 mL y sobre el cual se afiadié 25 mL

de agua destilada y fue sometido a agitaciéon magnética durante 30 min.

Se extrajo una alicuota de 0,5 mL de la suspension en agitacion constante para los

arabinoxilanos totales y 1 mL del sobrenadante tras una centrifugacion a 2.500 rpm
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durante 10 min para los arabinoxilanos solubles, hacia tubos topacio de 60 mL con tapon
hermético. Cada tubo falcén se realizd por duplicado, haciéndose un total de 4 tubos
topacio para el andlisis de arabinoxilanos totales y 4 tubos topacio para el analisis de
arabinoxilanos solubles. Las alicuotas de 0,5 mL y 1 mL, se completaron para un volumen

de 2 mL, siendo asi, 1,5 mL y 1 mL de agua destilada respectivamente.

Seguidamente, se afiadieron a cada tubo topacio 10 mL del reactivo de coloracion y se
sometieron a un bafio de 100°C durante 25 min. Tras lo cual, los tubos topacio se
sometieron a un bafio de hielo para su enfriamiento inmediato. Finalmente, se tomaron
300 pL de cada tubo topacio por duplicado a los pocillos de una microplaca para la lectura
de absorbancias a 448 y 508 nm en un equipo lector de placas (Synergy HTX Multi-Mode

Microplate Reader) (figura 20).

La curva de calibracion (figura 21) se prepard a partir de una solucion de 50 mg de D (+)-
xilosa en 50 mL de agua destilada, a partir del cual se prepararon las distintas
concentraciones (0,005 hasta 1 mg/mL) (tabla 5). Los blancos y las concentraciones de la
curva de calibracion de xilosa también fueron sometidos en el mismo bafio a 100°C de

las muestras y en las mismas condiciones de reaccion.
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Pesado de muestra | 0,1g de muestra en tubo falcon de 50 mL
Peso 1 0,1gen tubo falcén de 50 mLy Peso 2 0,1g en tubo falcon de 50 mLy
adicionar 25 mL de agua adicionar 25 mL de agua
i destilada (tubo 1) l destilada (tubo 2)

Agitado |Agitad0r magnético | Agitado | Agitador
durante 30 min

4>| pipeteado |<—

Para arabinoxilanos totales: 0,5 mL
en agitacion constante de tuboS egf——
falcon 1 (Tly T2) y 2 (T3 y T4)
hacia tubos topacio de 60 mL \

| Centrifugado | 2500 rpm durante 10 min

| pipeteado |

!

Para arabinoxilanos solubles: 1 mL del
sobrenadante de tubos falcon 1 (S1y S2)y
2 (S3y S4) hacia tubos topacio de 60 mL

|
| Adicién de agua destilada | 1.5 ML para tbos TLT2T3,T4 y
¢ 1 mL paratubos S1,52,S3,54

| Adicién reactivo coloracion | 10 mL para cada tubo

)

| Agitado | En vortex
| Incubado | En bafio maria a 100°C durante 25 min
| Enfriado | Enbafio de hielo solido

| Lectura de Absorbancia | En lector de placas a 448 y 508 nm

magnético

durante 30 min

Figura 19. Diagrama de flujo Arabinoxilanos por método colorimétrico segin Douglas

(1981)
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Tabla 5. Concentraciones para la curva patrén de xilosa

Cantidades
Concentracién
(mg/mL) Xilosa Agua (d)

(HL) (ML)
0,0050 10 1990
0,0125 25 1975
0,0250 50 1950
0,0500 100 1900
0,1250 250 1750
0,2500 500 1500
0,5000 1000 1000
0,7500 1500 500
1,0000 2000 0

Ordenador
Microplaca de 96 pocillos

Lector de placas

Blancoy Curvas Muestras (solubles-total)

Figura 20. Lectura de absorbancias para arabinoxilanos en Lector de placas

2,00 f
1,80 A
1,60 A
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

y =0,099x3 - 1,1071x? + 2,7469x - 0,0139
R2=0,9998

Absorbancia

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Concentraciones (mg/mL)

Figura 21. Curva patrén de D- (+)-xilosa
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Calculo del contenido de arabinoxilanos

El contenido de los arabinoxilados en las muestras se calculo considerando las
absorbancias de arabinoxilanos totales y solubles, medidas a 448 nm (correspondientes al
maximo de absorcion de xilosa y 508 nm (correspondiente al maximo de absorcion de
glucosa) restado cada uno con sus correspondientes blancos y también restado de las
absorbancias absolutas (448 nm menos 508 nm).

La curva patron de xilosa (figura 21) se ajusto a una ecuacion polinomial de tercer grado
con R2 = 0,9998. La concentracion de las alicuotas de 0,5 y 1 mL para arabinoxilanos
totales y solubles respectivamente, fueron la variable “X” en la ecuacioén polinomial, la
misma que fue resuelto utilizando programa de complemento Microsoft excel de nombre
Solver.

Posteriormente, se realizaron los calculos a través de la ecuacion 5, en g de arabinoxilanos

por 100 g de muestra.

(o (%) x2(mL)x25(mL)x 100 (g)
0,561 (mL)x M (g)
1000 (mg)

AX (g/100g) = (Ecuacion 5)
Donde:

C : Concentracion de arabinoxilanos en la muestra (mg/mL), es el valor
de “X” de la ecuacion polinomial de la curva de xilosa encontrado,
utilizando el complemento Microsoft Solver de Excel.

2 : Cantidad de solucién para la reaccion con reactivo

25 : Cantidad de agua para la extraccion

100 :Cantidad de muestra pronosticada para el contenido de arabinoxilanos (g)

0,5 :Volumen extraido durante la agitacion para arabinoxilanos totales
1 : Volumen extraido del sobrenadante para arabinoxilanos solubles
M : Peso de la muestra (g)
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4.5. DETERMINACION DE ALMIDON TOTAL

El contenido de almidon total se realizo segun Arribas et al. (2019a), utilizando un Kit de
Megazyme (Wicklow, Irlanda) basado en el método AOAC 996.11 y 76.13. La ejecucion
del método prosiguié el diagrama de flujo de la figura 22. Se pesaron con precision 100
+ 5 mg de muestra para enzimas, para blancos y 100 £ 5 mg de almidén total control del
kit (todos por duplicado) y se colocaron en tubos de plastico (9 x 2,4 cm). Luego se
incorporaron 0,2 mL de etanol (80% v/v) y se agitaron en vortex. A continuacion, se
realizd una agitacion magnética con 2 mL de KOH 2 M durante 20 min en bafio de hielo.
En seguida se agregaron 8 mL de tampdn de acetato de sodio 1,2 M (pH 3,8) durante la
agitacion e inmediatamente después se afiadieron 0,1 mL de a-amilasa diluido y 0,1 mL
de amiloglucosidasa del kit. En los tubos designados como blancos se afiaden 0,2 mL de
agua destilada para equilibrar el volumen afadido con el resto de los tubos. Todos los
tubos se incubaron en bafio maria a 50 °C durante 45 min con agitados intermitentes en
vortex a los 15 y 30 min. Posteriormente se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a
4 °C. Se transfirié 1 mL del sobrenadante (por duplicado) a tubos de ensayo de vidrio (16
x 100 mm) previamente con 9 mL de agua destilada para su dilucion (relacion 1/10) y se
homogenizaron manualmente. En seguida, se transfirieron alicuotas de 0,1 mL a otros
tubos de ensayo de vidrio para la reaccién final, luego se afiadieron 3 ml de reactivo
glucosa oxidasa-peroxidasa, conocido como GOPOD (preparacion del kit Megazyme) y
se incubaron a 50°C durante 50 min. Finalmente, se midi6 la absorbancia de cada solucion
a 510 nm contra el blanco del reactivo, en un espectofotdmetro eppendorf

BioSpectrometer basic.
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0,1g de muestra para enzimas

Pesado 0,1g de muestra para blanco
0,1g de almidén control (kit)
Adicion de 0,2 mL de v -
etanol acuoso (80%) 4" Homogenizado En vortex

y

Agitado En agitador magnético
Adicion de 2 mL de - por 20 min
Potasa (KOH) 2M
Adicion de 100 pL de
o-amilasa diluido Adicion de Adicionar 200 pL de agua

Adicién de 100 pL de Enzimas destilada a los blancos

amiloglucosidasa (kit) »

A J
| Incubado En bafio maria a 50°C por 45 min
Agitado intermitente }—»
Cada 15 min '
| Centrifugado 5000 rpm a 4°C durante 10 min
Ry iz Diluir 1 mL del sobrenadante en 9 mL
Dilucion y suspension
y SUSp de agua destilada (9/10) y suspender
100 L del diluido para la reaccién
Adicién de GOPOD ' —
(preparacion del kit) » Reaccion
\ J
Incubado En bafio maria a 50°C por 50 min
| Lectura | Absorbancia a una longitud de

onda de 510 nm

Figura 22. Diagrama de flujo Almidon Total segin el método AOAC 996.11y 76.13
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Célculo del contenido de almiddn total

El calculo de almiddn total se determiné a través de la ecuacion 6.

Almidén Total (%) = AAx Fx EV x % x 0,90 (Ecuacion 6)
Donde:

AA : Absorbancia de la solucion de muestra

F : Factor de conversion de los valores de absorbancia en g

EV : Volumen de extraccion de la muestra

0,1 : Volumen de muestra analizada

D : Dilucion adicional de la solucion de muestra

162/180 : Factor para convertir de glucosa libre

4.6. DETERMINACION DE AMILOSA Y AMILOPECTINA

Los contenidos de amilosa y amilopectina se determinaron segin Arribas et al. (2019a),
utilizando un kit de Megazyme, basado en un procedimiento de precipitacion con
concanavalina A que permite la determinacion de amilos obteniéndose el porcentaje de
amilopectina por diferencia con el contenido total de almidon. Siguiendo el diagrama de
flujo de la figura 23, se pes6 100 mg de muestra en un vaso de precipitado de 25 mL,
sobre el cual se afiadieron 1 mL de etanol al 95% v/v mas 9 mL de NaOH 2 My se sometid
a una agitacién magnética durante 10 min. Seguidamente se trasvasé y enrasé con agua
destilada a matraz de 100 mL. A continuacion, se extrajo 5 mL de la solucion obtenida a
un matraz de 100 mL topacio y se afiadieron 2 mL de acido acético mas 2 mL de solucion

de yodo y se enraso con agua destilada, luego del cual reposo durante 10 min.

Paralelamente, se prepard una solucion para el blanco, la misma que consistié en enrasar

9 mL de NaOH 2 M en un matraz de 100 mL. Se extrajo 5 mL de la solucion mencionada
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en otro matraz aforado topacio de 100 mL y se mezclaron con 2 mL de acido acético mas
2 mL de solucién de yodo y enrasado con agua destilada y reposd durante 10 min.
Transcurrido el reposo, previamente agitado, se procedio a la lectura de las absorbancias

a 620 y 510 nm en un espectrofotémetro eppendorf BioSpectrometer basic.
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Muestras
Pesado 0,19 de_ n_1uestra en vaso
de precipitado de 25 mL
Incorporacién de 1 mL de etanol
! E—
al 95%, mas 9 mL de NaOH 2M
Blancos
En agitador magnético por Agitado 9mL NaOH 2M
10 min ) Matraz ¢——
Trasvasado en matraz de 100 mL
Matraz A 100 mL con
y enrasar con agua destilada Enrasado agua destilada
5 mL de la muestra
diluida 5 mL de NaOH diluido
Afiadir 2 mL &cido acético v 2 mL &cido acético
—» Matraz Matraz €¢——
y 2 mL de sol. de yodo 2 mL sol. de yodo
Enrasado |
a 100 mL con agua destilada
Reposado |
En oscuras por 10 min
Lectura |

Absorbancia a longitud de onda de 620 y 510 nm

Figura 23. Diagrama de flujo determinacion de Amilosa, tomado de Arribas et al.
(2019a)
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La curva de calibracion (figura 24), se preparo a partir de 61 mg de un patron del kit rico
en amilosa 66% p/p en un vaso de precipitado de 25 mL, se afiadié 1 mL de etanol al 95%
viv méas 9 mL de NaOH 2 M vy se sometid en agitacion magnética durante 10 min. En
seguida se trasvasO y enraso con agua destilada en matraz topacio de 100 mL y se
denominé “solucién madre”. Se han establecido 5 puntos para la curva con concentracién
fija de solucion de yodo y diferentes concentraciones de acido acético y solucion madre
(tabla 6). El blanco para las lecturas de la absorbancia, se han preparado igual a la de las
muestras. Posteriormente se reposé durante 10 min a partir de la adicion de la solucion
de yodo, tras lo cual se hicieron las lecturas correspondientes en espectrofotometro a 620

nmy 510 nm.

Tabla 6. Concentraciones para la curva de calibracion de amilosa

_ Cantidades
Concentracién

(mg/100 mL) Solucién madre  Acido Solucién
en 100 mL acético de yodo

8,08 1 0,4 2

16,16 2 0,8 2

24,24 3 1,2 2

32,31 4 1,6 2

40,39 5 2,0 2

Calculo del contenido de amilosa y amilopectina
El célculo del porcentaje de amilosa se realiz6 en funcion de una curva de calibracion de

amilosa (figura 24).
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457 y = 82,963x + 1,6527
40 1 Rz =0,9921

% Amilosa

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Absorbancia

Figura 24. Curva de calibracion de amilosa

El porcentaje de amilosa en las muestras se calculé considerando los puntos de
concentraciones realizadas segun la figura 24 y el valor especifico se obtuvo resolviendo
la variable dependiente “Y” en la ecuacion lineal, considerando a la variable “X” como
la absorbancia a 620 nm de la amilosa. El calculo del porcentaje para la amilopectina fue

la diferencia (100 — amilosa).

4.7. DETERMINACION DE ALMIDON RESISTENTE

La determinacion del almidon resistente se realiz6 segun Arribas et al. (2019a), utilizando
kit Megazyme (© Megazyme 2019) basado en el método AOAC 2002.02/32-40.01. Para
la ejecucion del método, primero se han determinado la humedad por el método AOAC
925.10 (15). Segun el diagrama de flujo de la figura 25, se pesaron con precisién 100 =5
mg Yy se colocaron en tubos con tapdn de rosca (tubo de cultivo de Corning; 16 x 125
mm). Se agregaron 4,0 mL de a-amilasa pancredtica (10 mg/mL) que contiene

amiloglucosidasa (AMG) (3 U/mL) (Solucién 2 del kit) a cada tubo. Luego se taparon
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herméticamente y se agitaron en un mezclador vortex. Seguidamente los tubos se fijaron
horizontalmente en una estructura metalica y fueron sumergidos alineados en direccion

del movimiento en un bafio de agua a 37°C con agitacion constante durante 16 h.

Tras la incubacion de 16 h, se procedieron a incorporar 4,0 mL de etanol absoluto (99%
v/v) en cada tubo y una agitacion vigorosa en vortex. Luego, se transfirié el contenido a
tubos de plastico (9 x 2,4 cm) y se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min y 4°C. Los
sobrenadantes se decantaron cuidadosamente y los sedimentos se volvieron a redisolver
con 2 mL de etanol (50% v/v) con agitacion vigorosa en vortex, luego, nuevamente se
afiadieron mas 6 mL de etanol (50% v/v), se mezclaron y se centrifugaron a 5.000 rpm
durante 10 min y 4°C. Se decantaron los sobrenadantes y se repitieron una vez mas el
proceso de suspension y centrifugacion. Finalmente se decantaron los sobrenadantes y los
residuos se secaron con una corriente de aire comprimido para eliminar el exceso de

liquido.

Los tubos con los sedimentos se colocaron una barra para agitacion magnética (5 x 15
mm) y 2 mL de KOH 2 My se volvié a suspender los granulos (disolucién del almidén
resistente) agitando durante aprox. 20 min en bafio de hielo sobre un agitador magnético.
En seguida se agregaron 8 mL de tampdn de acetato de sodio 1,2 M (pH 3,8) a cada tubo
con agitacion constante. Inmediatamente después se afiadieron 0,1 mL de AMG (solucién
1; 3300 U/mL), y se colocaron los tubos en bafio maria a 50°C durante 30 min con agitado
intermitente en vortex. Posteriormente los tubos fueron sometidos en un centrifugador a
5.000 rpm durante 10 min y 4 °C. Se transfirié 1 mL (por duplicado) de los sobrenadantes
a tubos de ensayo de vidrio (16 x 100 mm) previamente contenidos con 9 mL de agua
destilada para su dilucion (relacion 1/10) y se mezclaron manualmente. Luego se
transfirieron alicuotas de 0,1 mL a otros tubos de ensayo similares al anterior para la
reaccion final, para lo cual se afiadieron 3,0 mL de reactivo GOPOD (preparacion del kit
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Megazyme) e incubo a 50°C durante 50 min. Finalmente, se midié la absorbancia de cada
solucion a 510 nm contra el blanco de reactivo en un espectofotometro eppendorf

BioSpectrometer basic.

Calculo del contenido del almidon resistente
El calculo del contenido de almiddn resistente en las muestras, se considerd la ecuaciéon
7 (ecuacion para muestras con contenido menos del 10% de almidon resistente) en g/100

g de muestra.

AR (%) = AE x % x 92,7 (Ecuacion 7)
Donde:

AE : absorbancia leida frente al blanco de reactivo

F : Conversion de absorbancia a mg

10,3/0,1 : Correccion de volumen

100/W : Factor para presentar almiddn resistente como un porcentaje del
peso de la muestra

162/180 : Factor para convertir de D-glucosa libre, segin se determing, en
anhidro-D-glucosa como ocurre en el almidon

w : Peso seco de la muestra analizada.
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Preparacion de enzimas

Disolver

\J
Centrifugar

- 50 mL Tampén
Maleato Sédico

-0,5mL
amiloglucosidasa
(AMG)

| Pesado

N

Adicion de Enzimas |

}

| Incubado |

Y

| Trasvasado y Enjuagado |

Sobrenadante

4 mL muestras, almidén control y 4
mL agua destilada para blancos.

Repetir lavado
y centrifugado
con las mismas|

Y

| Centrifugado |
[

0,19 de muestra para enzimas
0,19 de muestra para blanco
0,1g de almidé6n control (kit)

Agitar en vortex

En bafio maria a 37°C por 16 horas
con agitacion horizontal constante

- En tubos de pldstico 1,5x9 cm
- Enjuagar con 4 mL de etanol absoluto

5000 rpm a 4°C por 10 min

]

Lavado del precipitado |

Y

P Desechar sobrenadante

- Colocar 2 mL de etanol al 50%.

- Agitar en vortex.

- Afiadir mas 6 mL de etanol al 50%.

5000 rpm a 4°C por 10 min

Adicion de 100 pL de

P Desechar sobrenadante

Secar los precipitados con
aire comprimido

En agitador magnético
por 20 min

Adicionar 100 pL de agua
destilada a los blancos

| En bafio maria a 50°C por 30 min

condiciones | CentrlTUQado |
| Secado |
| Agitado |
Adicion de 2 mL de
Potasa (KOH) 2M ﬂ
Adicién de
amiloglucosidasa (diluido) Enzimas
| Incubado
Agitado intermitente }—»‘
Cada 10 min
| Centrifugado

Adicién de GOPOD
(preparacion del kit)

_>|

Y

Dilucién y suspensién

v

Reaccion |

v

| Incubado |

Y

| Lectura

| 5000 rpm a 4°C durante 10 min

Diluir 1 mL del sobrenadante en 9 mL de
agua destilada (9/10) y suspender 100 pL
del diluido para la reaccion

En bafio maria a 50°C por 50 min

Absorbancia a una longitud de onda
de 510 nm

Figura 25. Diagrama de procedimiento para determinacion de Almidén Resistente
segun metodo AOAC 2002.02/32-40.01
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4.8. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Extraccion de polifenoles

La extraccion se realizd por métodos de micro volumenes (Arranz & Saura Calixto,
2010). Los extractos de polifenoles en metanol/acetona segun (Drevelegka & Goula,
2020) se obtuvieron siguiendo condiciones previamente seleccionadas: Se pesaron 0,2 g
de muestras (harinas de maiz y lentejas solas y harinas con incorporacion de sub
productos de uva) en tubos de centrifuga tapado. Se afiadié 1 mL de metanol/agua (1:1,
viv; pH 2), se agitd en vortex a temperatura ambiente durante 10 min, se centrifugé a
3.000 rpm durante 10 min a 4°C y se separaron los sobrenadantes (extracto metanolico).
Sobre el residuo de la extraccién metanolica, se afiadieron 1 mL de acetona/agua (70:30
v/V) y se repitieron los mismos procedimientos a la extraccion anterior hasta conseguir el
sobrenadante (extraccion acetdnica) (figura 26). Los extractos metanolico y acetonico se

almacenaron de forma independiente en condiciones de ultracongelacion (-40°C).
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1 mL de metanol/agua
| Pesado 0.2 g de muestra

(1:1 v/v pH 2.0)

v

Agitado en vortex Durante 10 min a temperatura
ambiente

Y Sobrenadante

Centrifugado )_> (Extracto metandlico)

A 3000 rpm durante
10 min (4°C)

\j

1 mL of acetona/agua Residuo Almacenado

(70:30 v/v) (pellet) Almacenar en ultra-
congelacion hasta su uso

Y

Agitado en vortex Durante 10 min a
temperatura ambiente

Y

Centrifugado A 3000 rpm durante 10
min (4°C)

Sobrenadante
(Extracto acetonico)

Almacenado Almacenar en ultra-
congelacion hasta su uso

Figura 26. Diagrama de flujo Extraccion de compuestos fendlicos (Arranz & Saura
Calixto, 2010; Drevelegka & Goula, 2020)
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El contenido de fenoles totales se midio segun el método descrito por Macavilca &
Condezo-Hoyos (2020). De acuerdo con la figura 27, se pipetearon por triplicado en tubos
crio-viales 50 pL de los extractos metanolico, extracto acetdnico o &cido galico como
patron estandar (curva: 0, 60,120, 180, 240 y 300 mg/L). Se agregaron 50 pL del reactivo
Folin Ciocalteu a cada uno, se agitaron en vortex a temperatura ambiente durante 2 min.
Toda la solucién se transfirié (100 pL) a microplaca de 96 pocillos y sobre ella se
agregaron 100 pL de hidréxido de sodio (0,3 M) para establecer las condiciones alcalinas,
para posteriormente dejar reaccionar en reposo a temperatura ambiente durante 15 min.
Finalmente, se midid la absorbancia a 760 nm en un lector de microplacas multimodal
Synergy™ HTX de BioTek™. El contenido de fenoles totales en las muestras se expreso
en mg de equivalentes de acido galico (GAE) por 100g de muestra de harina en base

hdameda.
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50 uL muestra (extracto
metanolico/extracto aceténico) o
Acido galico (Curva estandar)

100 uL de Hidréxido
de sodio (0.3M)

Agitado en vortex

Incubado

y

Transferencia

Incubado

Y

Lectura de Absorbancia

50 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteau

Temperatura ambiente por
2 min

A microplacas de 96 posillos

Temperatura ambiente por
15 min

En lector de placas a 760 nm

Figura 27. Diagrama de flujo determinacion de Fenoles Totales (Macavilca &

Condezo-Hoyos, 2020)

Célculo del contenido de fenoles totales

Los calculos se determinaron con las absorbancias leidas en los extractos de muestras en

metanol como en acetona a través de la ecuacion 8 correspondiente a una curva patron de

acido galico (figura 28) con un coeficiente de correlacion R? de 0,9984. Finalmente se

sumaron el resultado con extraccion metandlica con el resultado de la extraccion

acetonico para expresar los fenoles totales.
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y = 0,013x + 0,0543
4 Rz = 0,984

Absorbancia

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion (GA, mg/L)

Figura 28. Curva patron de cido galico

Y =0,013X + 0,0543 (Ecuacién 8)

Donde:
Y : Absorbancia de la muestra
0,013 : pendiente de la curva patrén del acido galico
0,0543: Interseccidn en el eje de la curva patrén del acido galico

X : Contenido de &cido gélico en la muestra (mg GAE/Q)

4.9. DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

La cuantificacién de los flavonoides, se realiz6 a través de ensayos colorimétricos
(Abderrahim et al., 2012; 2015) (figura 29). Se pipetearon por triplicado en tubos crio-
viales separados 20 pL del extracto metanoico y del extracto aceténico de la muestra o
quercetina como patrén estandar (curva: 0,0, 0,1, 0,2, 0,3y 0,4 QE Mm/L). Se agreg0
100 pL de 2-Aminoetil-difenilborinato (2-APB) y se agitaron en un vortex. De forma
inmediata, la solucion se transfirié a una micro placa de 96 pocillos y se realizo la lectura

de la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas multimodal Synergy™ HTX de
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BioTek™. El contenido de flavonoides totales en las muestras se expresdé como

equivalente en quercetina por g (QE mg/100 g) en base humeda.

20 pL muestra (extracto metandlico/
extracto acetoénico) o

: 9
quercetina (Curva estandar) TG de22APB

Agitado en vortex

Transferencia A microplacas de 96 posillos

Lectura de Absorbancia | En lector de placas a 405 nm

Figura 29. Diagrama de flujo determinacion de Flavonoides (Abderrahim et al., 2012)

Calculo del contenido de Flavonoides totales

El célculo para el contenido de flavonoides totales se determin6 con las absorbancias
leidas en los extractos de muestras en metanol como también en acetona a través de la
ecuacion 9 de la curva patron de quercetina con coeficiente de correlacion R? de 0,9988
(figura 30). Posteriormente se sumaron los dos resultados para la expresion de los

flavonoides totales.
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Figura 30. Curva patron de quercetina

Y =1,992X + 0,0291 (Ecuacion 9)

Donde:
Y : Absorbancia de la muestra
1,992 : pendiente de la curva patron de quercetina
0,0291 : Interseccién en el eje de la curva patrén de quercetina
X : Contenido de quercetina en la muestra (mg GAE/q)

4.10. DETERMINACION DE ANTOCIANINAS

Las antocianinas se cuantificaron, siguiendo métodos de micro volumenes (Lee et al.,
2005). El procedimiento se sigui6 de acuerdo con la figura 31. Se pipetearon en tubos
crio-viales 20 pL del extracto de la muestra (extracto metanolico y extracto acetonico),
mas 80 uL de tampdn pH = 1. De la misma forma, se pipetearon a otros tubos 20 pL de
la muestra, mas 80 puL de tampo6n pH = 4,5. En ambos casos de mezclaron en vortex y se
transfirieron a microplacas de 96 posillos. Finalmente se realizaron las lecturas de la

absorbancia a 520 y 700 nm.
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20 uL muestra (extracto 20 uL muestra (extracto
metandlico/extracto metandlico/extracto
aceténico) 80 uL de bufferpH =1 acet6nico) 80 uL de bufferpH=4.5
Agitado en vortex Agitado en vortex

_>| Transferencia I{—

A microplacas de 96 posillos

l Lectura de Absorbancia | En lector de placas a 520 y 700 nm

Figura 31. Diagrama de flujo determinacion de Antocianinas (Lee et al., 2005)

Célculo del contenido de antocianinas

Para determinar las antocianinas totales, se determinaron con las absorbancias de
muestras en extracto de metanol como acetona a través de la ecuacion 10. El resultado
final para una expresion de antocianinas totales se determiné con la sumatoria de ambos

resultados (extracto metanol y extracto acetona).

(A1-A2)x449,2xFDx1000
26900

Antocianinas (mg/L) = (Ecuacion 10)

Donde:
Al - EspH 1 =A520nm - A700nm
A2 : Es pH 4,5 = A520nm — A700nm
449,2 : Peso molecular para antocianinas
FD  : factor de dilucion

26900 : Masa molecular para la cianidina-3-glucosido
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Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, para su discusion se han dividido

en tres blogues:

e Efecto del proceso de extrusion en las muestras de harina (maiz y lenteja)
control.
e Efecto de la formulacion, y posterior extrusion, de las mezclas de harina (maiz
y lenteja) con la incorporacion de distintos subproductos de la uva y Hylon®
V:
o Piel de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada.
o Semilla de uva (Cabernet Sauvignon) fermentada.
o Semilla de uva (Chardonnay) no fermentada.
e Comparativa de los distintos alimentos extruidas con el fin de seleccionar

aquella formulacion con mejor calidad nutricional y funcional.

Como se indica en el apartado de Metodologia, en todas las muestras se han realizado las

siguientes determinaciones analiticas:

e Fraccion hidrocarbonada: Fibra dietética (total, insoluble y soluble),
Carbohidratos disponibles totales, polisacaridos (ciceritol, incluyendo los a-
galactésidos rafinosa y estaquiosa), Arabinoxilanos (extractables y totales),
Almidén total, fraccién de Amilosa y amilopectina y Almidon resistente.

e Compuestos fendlicos: polifenoles, flavonoides y antocianinas totales.
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5.1. HARINAS DE MAIZ Y LENTEJA, MUESTRAS CONTROL CRUDAS Y

EXTRUIDAS: INFLUENCIA DEL PROCESO DE EXTRUSION

La mezcla de harinas maiz y lenteja control, estan conformadas por una mezcla de maiz
(70%) y lenteja (30%), a partir de la cual se realizaron todas las formulaciones. En el caso
de la harina control, para elaborar 100 g de harina, se partié de un 93,75 g de mezcla maiz

y lenteja a la que se adiciond 1,25 g de sal y 5 g de azUcar (tabla 7).

Tabla 7. Formulacion de harinas de maiz y lenteja (70:30) (g/100g)

Maiz y Piel de uva Almidon
Harina Lenteja Fermentada Hylon® Sal Aztcar Total (%)
\% % %
% % %
Control cruda 93,75 0,00 000 125 500 100,00

Control extruida

5.1.1. Fraccion hidrocarbonada
En la tabla 8 se presentan los distintos parametros analizados referentes a la fraccion

hidrocarbonada de las muestras control, tanto crudas como extruidas.
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Tabla 8. Resultados de la fraccion hidrocarbonada correspondiente a las
muestras control crudas y extruidas de harina maiz y lenteja (70:30)

Parametros Control cruda Control extruida

Fibra dietética

Fibra Total (FT) (g/100g) 14,86 + 0,578 13,25 + 0,64
Fibra Insoluble (FI) (g/100g) 13,37 + 0,548 10,76 + 0,56
Fibra Soluble (FS) (g/100g) 1,52 + 0,087 2,44 + 0,298
Carbohidratos disponibles totales (CDT)

CDT (g glucosa/100g) 67,10 + 2,824 71,46 + 3,738
Oligosacaridos

Ciceritol (mg/100g) 489,47 + 12,01~ 580,64 + 26,658
Rafinosa (mg/100g) 102,13 + 11,46~ 117,55 + 10,738
Estaquiosa (mg/100g) 924,70 + 32,424 1059,22 + 99,038

Arabinoxilanos (Bastida Cafiada)

AX Extractables (g/100g) 0,93 +0,05# 1,60 + 0,218
AX Totales (g/100g) 5,14 + 0,254 6,64 + 0,438
Almidones
Almidon total (g/100g) 54,36 + 2,554 54,65 + 2,724
Amilosa (%) 22,42 £2 177 20,32 1,39
Amilopectina (%) @ 77,58 +2,17A 79,68 + 1,394
Almidon Resistente (g/100g) 3,18+0,178 0,48 + 0,06”
Las letras mayusculas diferentes en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma
formulacion.

@ El porcentaje de amilopectina se calcul6 por diferencia (100 - % de amilosa).

La harina control cruda present6 un contenido de fibra total (FT) de 14,86 g/100g con una
proporcion de FI:FS igual a 90:10. Y una vez sometida al proceso de extrusion el
contenido de fibra total descendi6 a 13,25 g/100g, con una distribucion final de FI:FS
igual a 81:18 (FI:FS) (tabla 8). La disminucion de la FI y aumento de la FS, se deben a la
degradacion macromolecular promovida por la hidrdlisis y solubilizacién efectuada por
las condiciones de extrusion (velocidad del tornillo, velocidad de alimentacién, humedad
y temperatura) para la transformacion de Fl a FS (Berrios et al., 2010; Qiao et al., 2021),
donde se rompen los enlaces glucosidicos generando moléculas mas pequefias

indetectables (Wang, Li, Wang, & Zheng, 2022), degradando sustancias pécticas de un
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lado y formando complejos de polisacaridos-proteina que se miden como FS Arribas et
al. (2019b). En ese sentido, la disminucion de la FI y el aumento de la FS confirma que
el procesamiento de la extrusion provoca la redistribucion de las fracciones de la Fl a FS
(Berrios, Cémara, Torija, & Alonso, 2002; Zhong, Fang, Wahlqgvist, Hodgson, &
Johnson, 2021). Sin embargo, la tendencia para la estimacion exacta de los cambios de
fibra dietética durante la extrusion son un desafio, porque las moléculas de fibra dietética

interacttan con otros componentes de los alimentos (Camire, 2012).

Por otro lado, en relacion con los carbohidratos disponibles totales (CDT), la muestra de
harina control cruda presenté un contenido de 67,10 g glucosa/100g. Y después de
someterse al proceso de extrusion, se observo un aumento significativo (p<0,05) de un
6,5%, hasta 71,46 g glucosa/100g (tabla 8). Estos resultados son coherentes a las
afirmaciones de otros estudios, realizados con frijol negro extruido a una temperatura
méaxima de 160°C y velocidad de tornillo de 200 rpm, donde la composicion de
carbohidratos en muestras no extruidas presentd concentraciones mas bajas de
carbohidratos totales que las extruidas (Berrios et al., 2002). Asi mismo, en otros estudios
con lentejas rojas observaron incrementos entre 5 a 17% de carbohidratos disponibles
totales después de la extrusion, probablemente debido a la ruptura celular y a un
incremento de la porosidad de la pared celular, lo que aumenta el area de superficie
especifica, mejorando la difusion del solvente dentro de los extruidos y aumentando por

lo tanto la disponibilidad de los carbohidratos (Morales, Cebadera-Miranda, et al., 2015).

La cantidad de oligosacaridos analizados en las muestras de harinas control crudas y
extruidas mostro el siguiente patron: estaquiosa > ciceritol > rafinosa. La muestra de
harina control cruda presento los siguientes contenidos de los azucares solubles: ciceritol
(489,47 mg/100g), rafinosa (102,13 mg/100g) y estaquiosa (924,70 mg/100g). Tras el
proceso de extrusion, la muestra control extruida present6 un incremento estadisticamente
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significativo (p<0,05) en el contenido de azlcares solubles de hasta 18,6% en ciceritol
(580,64 mg/100g), 15,1% en rafinosa (117,55 mg/100g) y 14,5% en estaquiosa (1059,22
mg/100g) (tabla 8). Estas variaciones son debidas probablemente a las condiciones de
extrusion, el estrés mecanico que provoca la ruptura de enlaces glucosidicos de los
polisacaridos que conducen a la liberacion de oligosacaridos (Pedrosa, Guillamén, &
Arribas, 2021; Stojceska, Ainsworth, Plunkett, & Ibanoglu, 2009), asi como otros
tratamientos térmicos de alta presion, que observaron un aumento del contenido de todos
los azlcares, probablemente por la liberacion de oligosacaridos ligados a otras
macromoléculas y/o por una modificacion de la estructura mecanica de la matriz
alimentaria que mejora la difusion del solvente, lo que aumenta la extraccion de los

oligosacaridos (Arribas et al., 2019a).

En cuanto al contenido de los arabinoxilanos extractables y totales, en la muestra de
harina control cruda, alcanzaron valores de 0,93 g/100g y 4,78 g/100g, respectivamente
(tabla 8). Y después del proceso de extrusion, su contenido se incrementd en ambas
fracciones (extractables y totales), con valores de 1,60 ¢/100g y 7,06 g¢/100g,
respectivamente. Estos datos, demostraron un incremento de 72,0% y 47,7%,
respectivamente. Estos resultados se justifican, ya que otros autores refirieron que el
proceso de extrusion en el caso del trigo, aumentaron la capacidad de extraccion de los
arabinoxilanos en agua, pero que estaba condicionada por la velocidad del tornillo (Fadel
etal., 2018). Los incrementos se deben también a la mayor porosidad celular, el aumento
de la solubilidad, producido por efecto de la actividad termo-mecéanico de la extrusion a
través de una mayor entrada de energia mecanica y mayor esfuerzo de corte, lo que resulta
en una reduccion del peso molecular y una estructura fina de arabinoxilanos mas
heterogéneas, de modo que la extrusion puede producir mayores rendimientos de

extraccion de arabinoxilanos (Demuth, Betschart, & Nystrom, 2020; Fadel et al., 2018).
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Por su parte, la cantidad de almiddn total en la muestra de harina control cruda, presentd
un contenido de almiddn total de 54,36 g/100g, con una distribucién de amilosa 12,19
0/100g que representa el 22,42% y amilopectina de 42,17 ¢g/100g que representa el
77,58%, del total del almidon. Los cambios tras el proceso de extrusion refirieron un
contenido de almiddn total de 54,65 g/100g, con una distribucion de amilosa de 11,10
0/100g que representa el 20,32% y amilopectina de 43,54 g/100g que representa el
79,68%. Por lo tanto, la cantidad de almiddn total no fue estadisticamente significativo
por efecto de la extrusion, en tanto las fracciones de amilosa disminuy6 hasta en 8,9% y

la amilopectina incrementd hasta 3,2%.

El contenido de almiddn resistente en harinas crudas alcanzé valores de 3,18 g/100g, y
tras el proceso de extrusién varié en 0,48 g/100g. Se ha observado, una disminucion
estadisticamente significativa (p<0,05) en el contenido de almidon resistente por efecto
de la extrusion de hasta un 84,9%. En otros estudios refirieron que la disminucién del
contenido de almiddn resistente alcanzaria entre 89,17 a 96,33% por efecto de la extrusion
en cereales y leguminosas (Limsangouan et al., 2010), probablemente debido a la
gelatinizacion, por considerarse como un factor negativo para la formacion de almidén
resistente, aunque la gelatinizacion acompafiada de un proceso de enfriamiento, pueden
ser métodos que sirven para mejorar la formacion de almidon resistente (Tacer-Caba &

Nilufer-Erdil, 2019).

5.1.2. Compuestos fenolicos

Compuestos fenolicos en harina (maiz y lenteja) control

En la tabla 9 se presentan los distintos pardmetros de analisis referente a la fraccion de
los compuestos fenolicos, desarrollado en la harina control, tanto cruda como extruida las

cuales se discuten a continuacion.
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Tabla 9. Resultados correspondientes al anélisis de los compuestos fendlicos sobre
muestras control crudas y extruidas de harina maiz y lenteja (70:30)

Parametros Control cruda Control extruida

Compuestos fenolicos

Fenoles totales 307,30 + 11,607 290,13 + 13,50
(mg GAE/100g)

Flavonoides totales 49,28 + 2,088 40,43 + 2,88A
(mg EQ/1009)

Antocianinas totales 0,16 + 0,018 0,06 + 0,01~
(mg cianidina-3-gluc6sido/100g)
Las letras mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacién.

La harina control cruda presenté un contenido de fenoles totales 307,30 mg GAE/100g,
49,28 mg EQ/100g de flavonoides y 0,16 mg cianidina-3-gluc6si/100g de antocianinas
(procedentes de la lenteja roja empleada en la formulacion de las harinas), siendo la
lenteja un alimento con un interesante perfil de compuestos fendlicos (Ciudad-Mulero et
al., 2018), pudiéndose ver condicionada su contenido por factores genéticos, ambientales
y del tipo de legumbre (Xu & Chang, 2007). La harina control extruida respecto a la
harina control cruda presentd una disminucion en el contenido de flavonoides (18,0%) y
antocianinas (62,5%) totales mas no en los fenoles totales (tabla 9), debido a que
probablemente a la alta temperatura aplicada que conduce a la polimerizacion de algunos
compuestos fendlicos (Altan et al., 2009) sumado al bajo contenido de humedad que
también tiene efecto perjudicial sobre los fenoles de los extruidos (Yagc1 & Gogiis, 2009).
Sobre estos resultados, otros autores (Arribas et al., 2019a) también mencionaron que la
extrusion no afecta a los compuestos fendlicos en la misma medida, donde también
reportaron una disminucion de las antocianinas (hasta en 50%) tras el proceso de

extrusion en una mezcla a base de algarroba, guisante y arroz.

Estudios previos realizados en maiz amarillo, experimentaron una reduccién significativa

de 28 a 35% en fenoles totales y de 30 a 37% en flavonoides tras el proceso de extrusion,
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debido a la sensibilidad térmica de los compuestos fendlicos, sobre todo debido a los
flavonoides (Hossain & Jayadeep, 2022). Mahungu et al. (1999) publicaron que las
condiciones de alta temperatura utilizadas en la coccion por extrusion promovieron una
disminucion en el contenido y la estabilidad de los compuestos fenolicos. De modo que
la extrusion, puede interrumpir/romper enlaces covalentes en un complejo polifendlico
de alto peso molecular, generando otros compuestos fenolicos, asi como liberando fenoles
combinados unidos a fibra dietética y/o proteinas (Awika, Dykes, Gu, Rooney, & Prior,

2003; T. Wang, He, & Chen, 2014).
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5.2. HARINAS (Maiz y Lenteja) CON INCORPORACION DE PIEL DE UVA

(Cabernet Sauvignon) FERMENTADA Y HYLON® V: FRACCION

HIDROCARBONADA Y COMPUESTOS FENOLICOS

Los distintos ingredientes de las harinas formuladas con piel de uva tinta, variedad

Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V, tanto crudas como extruidas, se presentan

en la tabla 10.

Tabla 10. Formulacion de harinas de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion

de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V (g/100g)

Maiz y

Piel de uva

Almidon

Codificacion ~ Lenteja  Fermentada  Hylon® V %/a ! Az;car -I;g)/til
% % % ° ° i
Cruda CS-SkF-Rawl
Extruida CS-SKF-Extl 83,75 R >0 H20 >0 1000
Cruda CS-SkF-Raw?2 68.75 500 2000 1.25 500 100,00
Extruida  CS-SKF-Ext2 ’ ’ ’ ’ ’ |
Cruda CS-SkF-Raw3
Extruida CS-SKF-Ext3 68,75 - >0 H20 >0 100
Cruda CS-SkF-Raw4 5375 20.00 2000 1.25 500 100,00
Extruida  CS-SKF-Ext4 ! ' ’ ' ' |

A continuacion, se muestran y discuten los resultados obtenidos del andlisis de distintos

componentes en las formulaciones descritas anteriormente.

5.2.1. Fibra dietética

Los datos correspondientes al contenido de fibra dietética (total, insoluble y soluble) de

las muestras de harinas crudas y extruidas con incorporacion de piel de uva fermentada

se recogen en la tabla 11.
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Tabla 11. Contenido de Fibra Insoluble (FI), Soluble (FS) y Total (FT) en harinas

de maiz y lenteja (70:30) incorporada con piel de uva Cabernet Sauvignon

fermentada y Hylon® V
FI FS FT
Muestras 9/100g g/100g 9/100g

Formulaciones crudas
Control cruda 13,37 £ 0,54 1,52 + 0,08 14,86 + 0,578
CS-SkF-Rawl 13,72 + 0,498 1,62 + 0,08 15,23 + 0,668
CS-SkF-Raw2 15,80 + 0,468 1,56 + 0,09%A 17,26 + 0,31PA
CS-SkF-Raw3 20,94 + 0,50 1,85 + 0,084 22,60 + 0,30
CS-SkF-Raw4 21,02 +0,57°A 1,93 + 0,094 22,69 + 0,26°A
Formulaciones extruidas
Control extruida 10,76 + 0,56 2,44 + 0,298 13,25 + 0,64
CS-SKF-Extl 11,36 + 0,52 1,97 + 0,13 13,31+ 0,60%
CS-SkF-Ext2 14,39 + 0,134 2,93 +0,18%® 17,32 + 0,06
CS-SKF-Ext3 23,91 +0,14% 1,88 + 0,123 25,79 + 0,844
CS-SkF-Ext4 22,39 + 0,35 2,03+ 0,16 24,44 + 0,77

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minusculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las
letras mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

Efecto de la formulacion

Como se observa en la tabla 11, las harinas crudas formuladas con piel de uva fermentada
y Hylon® V presentaron un contenido de FT entre 15,23 y 22,69 g FT/100g,
correspondientes a las muestras, CS-SkF-Rawl y CS-SkF-Raw4, respectivamente, donde
la fraccidn mayoritaria es la FI con valores entre 13,72 y 21,02 g FI1/100g pertenecientes
a las muestras CS-SkF-Raw1 y CS-SkF-Raw4, respectivamente. Estas diferencias serian
debidas a la cantidad de incorporacion de piel de uva fermentada (5 0 20%) en las distintas
formulaciones. La FS es la fraccion minoritaria, con valores entre 1,56 y 1,93 g FS/100g,

correspondientes a las muestras CS-SkF-Raw?2 y CS-SkF-Raw4, respectivamente.

Segun el anélisis estadistico, se establece que la cantidad de la FT de la harina control
cruda es significativamente diferente al de las diferentes formulaciones, a excepcion de

la muestra CS-SkF-Rawl. Las formulaciones con 20% de piel de uva fermentada (CS-
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SkF-Raw3 y CS-SkF-Raw4), fueron estadisticamente similares en la FI y FS, pero
diferentes con las otras dos formulaciones. Este comportamiento se refleja en el contenido
de la FT, debido a que la FI por ser una fraccion mayoritaria se impone en la cantidad de
la fibra dietética analizada. Estudios previos ya pusieron de manifiesto que la Fl es la
fraccion mayoritaria en harinas de legumbres, como, por ejemplo, Berrios et al. (2002) en
frijoles negros, Morales, Cebadera-Miranda, et al. (2015) y Ciudad-Mulero et al. (2018)
en harina a base de lentejas, Arribas et al. (2019b) en harinas formuladas con arroz, frijol
y algarroba, Ciudad-Mulero et al. (2022) en harinas formuladas con arroz y garbanzo,
entre otros. Asi mismo, la piel de uva, al igual que otros subproducto de la vinificacion
destacan por su contenido en fibra, especialmente fibra insoluble, con valores de hasta
73% de fibra dietética (Martinez-Meza et al., 2021), lo que justifica los valores
considerablemente superiores, encontrados en las harinas formuladas con 20% de piel de
uva fermentada, correspondientes a las muestras CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-Raw4 (22,60
y 22,69 g FT/100g, respectivamente), respecto al resto de formulaciones con menor

proporcion de este subproducto de la uva.

En la tabla 12, se muestran los resultados correspondientes a la contribucién de cada uno
de los ingredientes de la formulacion, al contenido de cada una de las fracciones de fibra

(insoluble y soluble) y fibra total de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 12. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de fibra dietética en
harinas crudas de maiz-lenteja (70:30), incorporadas con piel de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y Hylon® V

Fibra analizada  Aporte Fibrade Aporte Fibrade Aporte Fibra de

Codigo (valor medio) maiz y lenteja piel de uva * Hylon® V
Fibra Total
Control cruda 14,86 14,86 0,00 0,00
CS-SkF-Rawl 15,23 13,28 1,35 0,60
CS-SkF-Raw?2 17,26 10,90 3,97 2,39
CS-SkF-Raws3 22,60 10,90 11,10 0,60
CS-SkF-Raw4 22,69 8,52 11,77 2,39
Fibra Insoluble
Control cruda 13,37 13,37 0,00 0,00
CS-SkF-Rawl 13,72 11,94 1,24 0,53
CS-SkF-Raw?2 15,80 9,80 3,87 2,13
CS-SkF-Raw3 20,94 9,80 10,60 0,53
CS-SkF-Raw4 21,02 7,67 11,22 2,13
Fibra Soluble
Control cruda 1,52 1,52 0,00 0,00
CS-SkF-Rawl 1,62 1,36 0,21 0,06
CS-SkF-Raw?2 1,56 1,11 0,22 0,23
CS-SkF-Raw3 1,85 1,11 0,68 0,06
CS-SkF-Raw4 1,93 0,87 0,83 0,23

*valores obtenidos por diferencia

El aporte de la fibra dietética de parte de los ingredientes en las distintas formulaciones
crudas procedentes de maiz y lenteja fue proporcional al porcentaje de formulacion (tabla
12). Asi mismo se ha valorado la contribucién porcentual de cada uno de los ingredientes

en la fibra total (FT) tal como se observa en la figura 32.
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Figura 32. Contribucion porcentual de fibra total procedente de maiz y lenteja, piel de

uva fermentada Cabernet Sauvignon y Hylon® V en harinas crudas

La contribucion porcentual de la fibra dietética por parte de la mezcla maiz y lenteja en
las formulaciones fue escalonada. La piel de uva fermentada contribuyé en mayor
porcentaje en las formulaciones con 20% de piel de uva fermentada y la contribucion
porcentual por parte del Hylon® V es menor que los ingredientes mencionados segun la
proporcién incorporada (5 y 20%) (figura 32). En consecuencia, la piel de uva fermentada
Cabernet Sauvignon es el principal ingrediente responsable en el contenido de la fibra

dietética en las muestras estudiadas (tabla 12).

Efecto de la extrusion
Respecto al efecto de la extrusion en la FT, evidencio una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre las harinas crudas y sus pares extruidas, excepto en las

muestras CS-SkF-Raw2/CS-SkF-Ext2 (formuladas con 5% de piel de uva fermentada y

131



Resultados y discusion

20% de Hylon® V), en las cuales no se observé variacion alguna, pero si, se produjo un
efecto en la distribucion de las fracciones con una disminucion de la fraccidn insoluble y
aumento de la soluble, lo que también se observo en la muestra control. Esto significa
que, las diferencias son debidas al proceso de extrusion y no a la formulacién de las
muestras. La disminucion del contenido en FI mencionado, puede atribuirse a la fractura
de enlaces glucosidicos por efecto del tratamiento térmico-mecanico, generando

moléculas méas pequefias no cuantificables como fibra (Wang et al., 2022).

Las muestras extruidas CS-SkF-Ext3 y CS-SkF-Ext4, fueron las formulaciones de harinas
extruidas con mayores cantidades de FT (25,79 g/100g y 24,44 g/100g, respectivamente),
distribuida mayormente en FI (23,91 g/100g y 22,39 ¢/100g, respectivamente), que
demuestra una vez mas, el aporte significativo de la piel de uva fermentada (20% en

ambos casos) en el contenido de FT.

Podemos concluir que las distintas formulaciones tienen un efecto significativo en el
contenido de la Fibra dietética, siendo la piel de uva fermentada Cabernet Sauvignon el
ingrediente con mayor contribucién que tuvo al contenido en FT y de ambas fracciones
(soluble e insoluble) respecto a sus pares crudos, probablemente debido a la evaporacion
instantanea del agua dentro de la harina, inducida por la exposicion del material a alta
presion de vapor saturado por corto periodo, conocido como “caida de presion instantanea
controlada”, con la que otros estudios justificaron el incremento de la fibra soluble tras el
proceso de extrusion (Martinez-Meza et al., 2021) y también por el predominio de 20%
de piel de uva en la harina, que otros autores refirieron entre 52,4 y 53,2 g FI/100 g para
la uva Cabernet Sauvignon (Deng, Penner, & Zhao, 2011; Venkitasamy, Zhao, Zhang, &
Pan, 2019). Asi mismo, el incremento de la FS podria atribuirse a la formacion de otros
compuestos durante la extrusion (p. ej., complejo polisacarido-proteina), que se miden
como fibra soluble, asi mismo, algunos autores, manifestaron que el calor y la humedad
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utilizados durante la extrusion pueden solubilizar y degradar las sustancias pécticas, lo
que conduce a la disminucién de la FI y aumentando la fraccion soluble (Arribas et al.,

2019D).

5.2.2. Carbohidratos Disponibles Totales
Los resultados correspondientes al andlisis de Carbohidratos disponibles totales (CDT),
cuantificados por espectrofotometria como glucosa, en las muestras de harinas crudas y

extruidas con incorporacion de piel de uva fermentada, se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Carbohidratos disponibles totales (CDT) en harinas de maiz-lenteja (70:30),

incorporadas con piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Carbohidratos Totales Disponibles

Muestras g glucosa/100g

Formulaciones crudas

Control cruda 67,10 + 2,82¢A

CS-SkF-Rawl 60,69 + 5,55
CS-SkF-Raw2 66,83 + 1,18
CS-SkF-Raw3 50,53 + 2,14
CS-SkF-Raw4 56,54 + 2,19~
Formulaciones extruidas

Control extruida 71,46 + 3,738
CS-SkF-Extl 61,89 +1,93%
CS-SkF-Ext2 68,89 + 1,168
CS-SKF-Ext3 57,65 + 5,45%
CS-SkF-Ext4 61,50 + 5,643

Los valores son la media + desviacién estandar. Los valores medios en la misma columna seguidos de un superindice
diferente son significativamente diferentes (p <0,05); las letras minusculas en superindice significan diferencias entre
todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras mayusculas en
superindice significan diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.

Efecto de la formulacion
Tal como se observa en la tabla 13, hay diferencias estadisticamente significativas entre

las muestras formuladas con 20% de piel de uva fermentada (CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-

133



Resultados y discusion

Raw4) respecto al control y las muestras formuladas con 5% de piel de uva fermentada

(CS-SkF-Rawl y CS-SkF-Raw?2).

En la tabla 14, se muestran los resultados correspondientes a la contribucion de
carbohidratos disponibles totales de cada uno de los ingredientes que forman parte las

distintas formulaciones de las harinas objeto de estudio.

Tabla 14. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Carbohidratos
disponibles totales (CDT) en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con
piel de uva Cabernet Sauvignon fermentado y Hylon® V

Cédigo CDT _ Apf)rte de C_DT Aporte CDT
(valor medio) maiz y lenteja * Hylon® V
Control cruda 67,10 67,10 0,00
CS-SkF-Rawl 60,69 56,33 4,36
CS-SkF-Raw?2 66,83 49,38 17,45
CS-SkF-Raw3 50,53 46,17 4,36
CS-SkF-Raw4 56,54 39,09 17,45

*valores obtenidos por diferencia

Se ha observado (tabla 14), que la contribucion de CDT por parte de la harina cruda de
maiz y lenteja mantuvo una tendencia general a disminuir el contenido de CDT (50,53 a
66,83 g glucosa/100g, correspondientes a las formulaciones CS-SkF-Raw3 y CS-SKkF-
Raw2, respectivamente). En relacion a los demas ingredientes, el Hylon® V, tratandose
de un ingrediente formulado por almiddn resistente procedente del maiz, que contiene
hasta un 87 % de carbohidratos totales (INGREDION, 2020), cabria esperar que las
muestras formuladas con mayores porcentajes de Hylon® V (20 %; CS-SkF-Raw2 y CS-
SkF-Raw4), fueran las que presentaran los valores mas elevados de CDT, sin embargo, y
tal como se comentara mas adelante, los carbohidratos presentes en el Hylon® V que son
principalmente del tipo de “almidon resistente” rico en amilosa, y por lo tanto no

disponibles (no son cuantificables mediante el método de la antrona ya que no son
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hidrolizados por el acido perclérico). Por su parte la piel de uva fermentada no contribuye
al incremento de CDT (tabla 13), debido a que durante el proceso de vinificacion tuvo
lugar la fermentacion alcohdlica de los azlcares solubles presentes en la uva en etanol
(Canalejo, Guadalupe, Martinez-Lapuente, Ayestaran, & Pérez-Magarifio, 2021). Esto
significa que el aporte de CDT proviene principalmente de la harina de maiz y lenteja, de
manera que al disminuir su porcentaje en las distintas formulaciones el contenido de CDT

no es compensado con la incorporacion de la piel de uva fermentada ni con el Hylon® V.

Efecto de la extrusion
En la siguiente figura se muestra la comparacion de la cantidad de CDT debido al efecto

de la extrusion entre las formulaciones crudas y sus pares extruidas (figura 33).
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Muestras
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Control extruida CS-SkF-Extl CS-SkF-Ext2 CS-SkF-Ext3 CS-SkF-Ext4

Figura 33. Comparacion de Carbohidratos disponibles totales en harinas crudas y
extruidas incorporadas con piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V
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Las cantidades de CDT en las harinas extruidas fluctuaron entre 57,65 y 68,89 g
glucosa/100g, correspondientes a las formulaciones CS-SkF-Ext3 (formuladas con 20 %
piel de uva mas 5% Hylon® V) y CS-SKF-Ext2 (formuladas con 5% piel de uva mas 20%
Hylon® V), respectivamente. Como era de esperar la incorporacion de Hylon® V afecta
en mayor medida al contenido de CDT que la incorporacion de piel de uva. Sin embargo,
como se puede observar, el proceso de extrusion entre las harinas formuladas con piel de
uva y Hylon® V no supuso una variacion estadistica comparados con sus pares crudas a
excepcion de la muestra control, lo que supone que tanto la piel de uva fermentada como
el Hylon® V no incrementaron significativamente la cantidad de CDT tras la extrusion,
debido a que como se ha comentado, la piel de uva no dispone de estos carbohidratos por

haberse fermentado durante el proceso de la elaboracion del vino.

5.2.3. Oligosacaridos: Ciceritol y a-Galactosidos

El andlisis de la fraccion de azlcares solubles por cromatografia liqguida HPLC-IR,
permitié la identificacion y cuantificacion, en las muestras de maiz y lenteja crudas y
extruidas incorporadas con piel de uva fermentada y Hylon® V, de: ciceritol y los a-

galactosidos rafinosa y estaquiosa, cuyos resultados se presentan en la tabla 15.
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Tabla 15. Ciceritol y a-galactésidos en harinas de maiz y lenteja (70:30) con

incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Cédigo Ciceritol Rafinosa Estaquiosa
mg/100g mg/100g mg/100g

Formulaciones Crudas
Control cruda 489,47 +12,019A 102,13 + 11,46%~ 924,70 + 32,4294
CS-SkF-Rawl 427,95 + 15,15A 96,00 + 1,80°A 868,43 £9,77°B
CS-SkF-Raw?2 345,20 + 9,30°A 71,10 + 2,204 676,90 + 10,904
CS-SkF-Raw3 330,60 + 1,10°A 74,05 + 1,87°A 673,70 + 31,60
CS-SkF-Raw4 190,30 + 6, 80* 45,80 + 4, 85 549,80 + 16, 28
Formulaciones Extruidas
Control extruida 580,64 + 26,658 117,55 + 10,73°8 1059,22 + 99,0398
CS-SkF-Extl 558,17 + 18,356 144,70 + 20,498 750,45 + 6,714
CS-SkF-Ext2 431,97 + 5,278 87,30 + 7,028 706,67 + 17,528
CS-SkF-Ext3 436,80 + 23,528 93,33+ 5,178 722,17 + 11,728
CS-SkF-Ext4 330,10 +£12,19%® 58,43 + 3,40% 674,33 £ 1,75%

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); Las letras en superindice significan diferencias entre
todas las muestras analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras en superindice en mayusculas
significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

Efecto de formulacion

La cantidad de oligosacaridos analizados en las distintas formulaciones de harinas crudas
con incorporacion de piel de uva fermentada y Hylon® V, mostro el siguiente patrén:
estaquiosa > ciceritol > rafinosa. De acuerdo con la literatura (Ciudad-Mulero et al., 2020;
Morales, Berrios, et al., 2015; Sdnchez-Mata et al., 1998), tanto la rafinosa, la estaquiosa
y el ciceritol, son oligosacaridos frecuentes en harina de lenteja, de modo que a mayor
porcentaje de maiz-lenteja, se observa una mayor concentracion de estos compuestos
(tabla 15). Arribas et al. (2019a) también constataron que a mayor cantidad de
leguminosas incluidas en las formulaciones (antes de la extrusion), mayor cantidad de a-

galactosidos.

El contenido de los tres oligosacaridos en harinas crudas varid de la siguiente manera:

ciceritol entre 190,30 a 427,95 mg/100g, la rafinosa entre 45,80 a 96,00 mg/100g y la
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estaquiosa entre 549,80 a 868,43 mg/100g, los tres casos les corresponden a las muestras
CS-SkF-Raw4 (formuladas con 53,75% de maiz y lenteja, 20% de piel de uva fermentada
mas 20% de Hylon® V) y CS-SkF-Rawl, (formuladas con 83,75% de maiz y lenteja, 5%
de piel de uva fermentada mas 5% de Hylon® V) respectivamente. Estos resultados ponen
en evidencia que la mezcla maiz y lenteja aporta significativamente estos oligosacaridos
a las distintas formulaciones de acuerdo con la proporcién afiadida, algo ya mencionado
por otros autores (Ciudad-Mulero et al., 2020; Sanchez-Mata et al., 1998; Thirunathan &
Manickavasagan, 2019) quienes también resaltaron la presencia de estos oligosacaridos

en harinas formuladas principalmente con lentejas.

Al momento del presente estudio no se encontraron evidencia cientifica definida sobre el
contenido de estos oligosacaridos en el Hylon® V elaborados a base maiz. Ademas, la
piel de uva fermentada empleada en estas formulaciones habia sufrido un proceso de
fermentacion previo, no siendo fuente de azlcares en las muestras objeto de estudio tal y
como ha quedado reflejado en el apartado anterior. Pudiéndose constatar que la presencia

tanto del ciceritol, rafinosa y estaquiosa provienen exclusivamente de la lenteja.

En relacion con el contenido de a-galactdsidos totales (rafinosa + estaquiosa; figura 34)
se observd la misma tendencia para la estaquiosa, por ser el principal a-galactésido en
todas las muestras. Cabe destacar, que las diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) observadas en el contenido total de a-galactosidos coinciden con la variacion de
la cantidad de maiz y lenteja. Las harinas elaboradas con 68,75% de maiz y lenteja (CS-
SkF-Raw2 y CS-SkF-Rawa3) con diferentes cantidades de piel de uva y Hylon® V no

presentaron una variacion significativa.
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Efecto de la extrusion

Al igual que para el resto de las determinaciones analiticas llevadas a cabo, las muestras
crudas se usaron como controles para evaluar el efecto de la extrusion sobre el contenido
de oligosacéaridos de las distintas formulaciones. En ese sentido, para las muestras
extruidas, el contenido de estos compuestos siguio el siguiente patron: estaquiosa >
ciceritol > rafinosa (tabla 15). La extrusion provoca la ruptura de las células dando lugar
a una mayor porosidad de la pared celular, lo que aumentaria el area de superficie
especifica, mejorando la difusion del solvente dentro de los extruidos y aumentando la
disponibilidad y por lo tanto la extractabilidad de los oligosacaridos (Pedrosa et al., 2012),

tal y como se observa en la tabla 15.

El contenido de ciceritol en las muestras extruidas, observandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las muestras crudas y extruidas, tal y como
observaron otras investigaciones previamente (Berrios et al., 2010; Arribas et al., 2019).
El contenido de rafinosa y estaquiosa también sufrié modificaciones debidas al proceso
de extrusion. Al igual que en las muestras sin procesar, la estaquiosa fue el principal a-
galactdsido encontrado en las muestras extruidas, con un rango de 706,67 a 750,45 g/100g
(CS-SKF-Ext2 y CS-SKF-Extl, respectivamente). Todas las muestras con piel de uva
fermentada extruidas (excepto la muestra CS-SKF-Extl) mostraron diferencias
significativas (p<0,05) en su contenido de estaquiosa en comparacion con sus

correspondientes harinas crudas.

En la figura 34 se muestran las comparaciones del efecto de la extrusion de los a-

galactosidos totales entre las formulaciones crudas y extruidas.
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a-Galactosidos Totales
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Figura 34. Comparacion a-Galactésidos Totales en harinas crudas y extruidas de maiz y

lentejas con incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentado

Segun la figura 34, el contenido a-galactdsidos totales después de la extrusion, se observo
una reduccion de 13,6% (CS-SkF-Extl), mientras se incrementaron en 4,4% (CS-SkF-
Ext2), 7,2% (CS-SkF-Ext3) y 22,7% (CS-SkF-Ext4). La disminucion observada de la
muestra CS-SKF-Ext1, puedes ser debido al procesamiento hidrotérmico, donde resulta la
formacion de disacaridos simples y monosacaridos mientras que la diferencia en la
disociacién individual podria atribuirse a la variacion en su capacidad de hidratacion y
velocidad de difusion (Vashishth, Semwal, Naika, Sharma, & Kumar, 2021). Aunque
seria de esperar que el contenido de azlcares solubles disminuyera debido a la reaccion
de Maillard por efecto de la descomposicion del almidon y otros polisacaridos durante el
proceso de extrusion en componentes de menor peso molecular como la glucosa y

fructosa (Berrios et al., 2010).
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5.2.4. Arabinoxilanos

Los resultados correspondientes al contenido de arabinoxilanos (extractables y totales)
cuantificados por el método espectrofotométrico, sobre muestras de harinas crudas y
extruidas con incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V,

se presentan en la tabla 16.

Tabla 16. Arabinoxilanos extractables y totales en harinas de maiz y lenteja (70:30) con

incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Muestras Extractables Totales
g/100g 0/100g

Formulaciones crudas
Control cruda 0,93 + 0,057 5,14 + 0,25
CS-SkF-Rawl 0,84 + 0,07 5,20 + 0,46~
CS-SkF-Raw2 0,68 +0,07°A 7,44 £0,179
CS-SkF-Raw3 0,68 + 0,01 4,48 + 0,228
CS-SkF-Raw4 0,53 0,073 6,63 + 0,41
Formulaciones extruidas
Control extruida 1,60 + 0,218 6,64 + 0,43%8
CS-SkF-Extl 1,33+ 0,078 6,93 £ 0,578
CS-SKkF-Ext2 1,22 + 0,058 9,85 + 0,588
CS-SkF-Ext3 1,21 + 0,048 5,89 +0,23%
CS-SkF-Ext4 0,88 + 0,04%® 8,77 + 0,508

Los valores son la media + desviacidn estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minusculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacién.

Efecto de la formulacion
En latabla 17, se muestran los resultados correspondientes a la contribucién de cada uno
de los ingredientes de la formulacion en el contenido de cada una de las fracciones de

arabinoxilanos (extractables y totales) de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 17. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Arabinoxilanos en
harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con piel de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y Hylon®V

Cédigo AX _ Ap'orte de A_\X Aporte de AX
(valor medio) maiz y lenteja* Hylon® V

Arabinoxilanos Totales

Control crudas 5,14 5,14 0,00
CS-SkF-Rawl 5,20 4,22 0,98
CS-SkF-Raw?2 7,44 3,51 3,93
CS-SkF-Raw3 4,48 3,50 0,98
CS-SkF-Raw4 6,63 2,70 3,93
Arabinoxilanos Extractables

Control crudas 0,93 0,930 0,00
CS-SkF-Rawl 0,84 0,834 0,002
CS-SkF-Raw?2 0,68 0,672 0,008
CS-SkF-Raw3 0,68 0,678 0,002
CS-SkF-Raw4 0,53 0,522 0,008

*valores obtenidos por diferencia

Segun, diferentes autores (Camara et al.,, 2017; Ciudad-Mulero et al., 2018) los
arabinoxilanos, como parte de la fibra dietética soluble, se clasifican segun las
propiedades fisicas de la solubilidad en agua, en extractables y no extractables. Los
arabinoxilanos no extractables permanecen en la pared celular unido a otros
arabinoxilanos y otros constituyentes celulares mediante interacciones no covalentes
(enlace de hidrégeno) e interacciones covalentes (enlace éster). En cambio, los
arabinoxilanos extractables se unen débilmente a la superficie de la pared celular debido
a un entrecruzamiento incompleto con otros componentes o por haber sufrido una
degradaciéon enzimatica inicial en el grano, motivo por el cual es visiblemente
cuantificable. En ese sentido, el contenido de los arabinoxilanos extractables oscild entre
0,53 20,84 g/100g, correspondientes a las harinas crudas CS-SkF-Raw4 y CS-SkF-Raw1,
respectivamente (tabla 16). Donde la menor cantidad fue observada en la formulacion con
53,75% de maiz-lenteja mas 20% de piel de uva fermentada y 20% de Hylon® V (CS-

SkF-Raw4), en tanto, la mayor cantidad fue cuantificada en la formulacion con 83,75%
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de maiz-lenteja mas 5% de piel de uva fermentada y 5% de Hylon® V (CS-SkF-Rawl).
Estas dos formulaciones, evidencian la contribucion de arabinoxilanos extractables en
agua de parte de la harina a base de maiz y lenteja, de forma similar a lo que observaron

(Ciudad-Mulero et al., 2018) en harinas de lenteja.

El contenido de arabinoxilanos totales (tabla 16) en las muestras crudas oscilé entre 4,48
a 7,44 g/100g, correspondientes a las harinas CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-Raw2,
respectivamente, siendo mayor la muestra formulada con 68,75% de la mezcla maiz y
lenteja enriquecida con 5% de piel de uva fermentada y 20% de Hylon® V (CS-SkF-
Raw?2), este resultado es coherente dado el aporte de arabinoxilanos totales a la
formulacién debida al Hylon® V (que contiene 19,66 g arabinoxilanos totales/100g de
harina). Por ejemplo, la harina (CS-SkF-Raw4) con una base de maiz-lenteja de 53,75%
méas 20% de piel de uva fermentada y 20% de Hylon® V ocupa el segundo lugar en
contenido de arabinoxilanos totales (6,63 g/100g), respecto al resto de harinas analizadas.
En cambio, en las harinas con menor proporcion de Hylon® V, independientemente del
contenido de piel de uva fermentada, el contenido en arabinoxilanos totales es

considerablemente menor.

Efecto de la extrusion

El efecto de la extrusion sobre los arabinoxilanos totales y extractables, ha demostrado
un incremento significativo (p<0,05) en la mayoria de las muestras extruidas respecto a
sus pares crudas. Se puede observar un incremento de arabinoxilanos totales en todas las
formulaciones de harinas, siendo la muestra CS-SkF-Ext2 y CS-SKF-Ext4 las que
alcanzaron los méaximos valores comprendidos en 32,4% y 32,3%, respectivamente (tabla
16), debido al elevado porcentaje de Hylon® V (20%) presente en sus formulaciones. Las
muestras CS-SKF-Extl y CS-SkF-Ext2, alcanzaron los valores maximos en
arabinoxilanos extractables comprendidos en 58,3% y 79,4%, respectivamente,
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probablemente debido a los maximos porcentajes de la mezcla maiz y lenteja (83,75% y
68,75% respectivamente). Otros investigadores también han resuelto que, el efecto de la
extrusion en muestras con lentejas incremento significativamente los arabinoxilanos
totales hasta en 57,8% (Ciudad-Mulero et al., 2018) y también en formulaciones de
garbanzo y arroz con fruta de la pasion en 39,2%, probablemente debido al incremento
de la porosidad celular promovida por la alta temperatura y cizallamiento mecéanico que
provoca la extractabilidad de los arabinoxilanos (Fadel, et al., 2018) de forma similar a
lo observado en los oligosacaridos. En otros estudios, realizados con trigo y centeno
también observaron el incremento en los arabinoxilanos debido al efecto de la extrusion
(Demuth et al., 2020). En suma, los parametros de extrusion, como las altas velocidades
del tornillo aumentan el rendimiento de extraccion de los arabinoxilanos de bajo peso

molecular (Demuth et al., 2020; Fadel et al., 2018).

5.2.5. Almidén Total (fraccién de Amilosa y Amilopectina) y Almiddn Resistente

Los datos obtenidos en el contenido de almidon total (fraccion de amilosa y amilopectina)
y almiddn resistente cuantificados por espectrofotometria en las muestras de harinas
crudas y extruidas de maiz y lenteja con incorporacion de piel de uva y Hylon® V se

presentan en la tabla 18.
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Tabla 18. Almidon Total y Almidon Resistente en harinas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacién de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Muestra Almidén Total Almidén Resistente
g/100g g/100g

Formulaciones crudas

Control cruda 54,36 + 2,554 3,18 £ 0,178
CS-SkF-Rawl 54,31 + 1,23¢A 2,47 +0,56%8
CS-SkF-Raw2 58,41 + 0,719 5,85+ 0,148
CS-SkF-Raw3 42,74 + 1,454 2,07 +0,07%®
CS-SkF-Raw4 4752 + 1,158 5,42 +0,71°®
Formulaciones extruidas

Control extruida 54,65 + 2,725 0,48 + 0,06
CS-SkF-Extl 52,35 + 1,900 0,58 +0,01*
CS-SkF-Ext2 59,31+ 1,19¢ 1,38 + 0,184
CS-SKF-Ext3 43,81 + 2,07 0,46 + 0,072
CS-SKF-Ext4 45,34 + 0,65% 1,19 +0,145A

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minusculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

En la tabla 19 se presentan las proporciones porcentuales de amilosa y amilopectina,
constituyentes del almidon, para lo cual se han determinado la amilosa por
espectrofotometria, posteriormente la cantidad de la amilopectina se determind por

diferencia (tal y como queda reflejado en el apartado de metodologia).
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Tabla 19. Proporcion (%) de Amilosa y Amilopectina en la fraccion de almidon total
de harinas de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion de piel de uva Cabernet

Sauvignon fermentada y Hylon® V

Amilosa Amilopectina?

Muestra % %

Formulaciones crudas

Control cruda 22,42 +2,17°A 77,58 + 2,174
CS-SkF-Rawl 27,16 + 1,23°® 72,84 +£1,23%
CS-SkF-Raw2 27,95 + 0,35 72,05 + 0,352
CS-SkF-Raw3 20,03 £ 0,182 79,97 + 0,279
CS-SkF-Raw4 24,11 * 2,36 75,89 + 2,36
Formulaciones extruidas

Control extruida 20,32 + 1,393 79,68 + 1,399
CS-SKF-Extl 22,34 + 0,892 77,66 + 0,89
CS-SkF-Ext2 26,38 + 2,08 73,62 + 2,084
CS-SKF-Ext3 22,37 £1,78%4 77,63 +1,78A
CS-SkF-Ext4 24,25 + 1,204 75,75 + 1,200

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minUsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

3 El porcentaje de amilopectina se calculé por diferencia (100 - % de amilosa).

Efecto de la formulacion
En la tabla 20, se muestran los resultados correspondientes a la contribucién de cada uno
de los ingredientes de la formulacion al contenido de almidén total, amilosa, amilopectina

y almidon resistente de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 20. Contribucion de cada ingrediente al contenido de Almiddn total y Almidon
resistente en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con piel de uva
Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Aporte Aporte
Caodigo Valor medio maiz y lenteja Hylon® V

9/100g * 9/100g
Almidén Total
Control crudas 54,36 54,36 0,00
CS-SkF-Rawl 54,31 50,02 4,29
CS-SkF-Raw?2 58,41 41,26 17,15
CS-SkF-Raws3 42,74 38,45 4,29
CS-SkF-Raw4 47,52 30,37 17,15
Almidén Resistente
Control crudas 3,18 3,18 0,00
CS-SkF-Rawl 2,47 1,14 1,33
CS-SkF-Raw?2 5,85 0,55 5,30
CS-SkF-Raw3 2,07 0,74 1,33
CS-SkF-Raw4 5,42 0,12 5,30

*valores obtenidos por diferencia

La cantidad de almidon total en las muestras crudas fluctué entre 42,74 y 58,41 g/100g,
siendo la muestra CS-SkF-Raw2, formulada con 68,75% de maiz y lenteja mas 5% de
piel de uva fermentada y 20% de Hylon® V, la que presentd el mayor contenido de
almidon total, en contraste con la muestra CS-SkF-Raw3, formulada con 68,75% de maiz
y lenteja, méas 20% de piel de uva fermentada y 5% de Hylon® V, que fue la muestra que
presentd el menor contenido de este compuesto, por lo que se puede afirmar que la piel
de uva fermentada no contribuye en la cantidad de almiddn total, en las muestras objeto
de estudio. En cambio, el Hylon® V utilizado en la formulacion de las muestras, contiene
hasta un 85,75 g/100g de almiddn total, de modo que, junto con la harina de maiz y
lenteja, contribuyen enormemente a la cantidad de almidon total de las muestras
analizadas. La distribucién de la amilosa en cantidades porcentuales (tabla 19) para las
muestras crudas varid entre 20,03 y 27,95% (CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-Rawz2,
respectivamente) y la cantidad porcentual de amilopectina vario entre 72,05 y 79,97%
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(CS-SkF-Raw2 y CS-SkF-Raw3, respectivamente). Todas las muestras analizadas
destacaron por presentar mayor concentracion de amilopectina que amilosa, en una
proporcion 3:1. Las muestras CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-Raw4 fueron las que mejor
contenido en amilopectina (79,97 y 75,89%, respectivamente) presentaron, mientras que
las muestras CS-SkF-Raw1 y CS-SkF-Raw?2 presentaron las mejores concentraciones de
amilosa (27,16 y 27,95 %, respectivamente). Se ha observado, que la disminucién
progresiva de la proporcion maiz y lenteja en las formulaciones, disminuyen la relacion
amilosa/amilopectina. Una de las razones de la incorporacion de Hylon® V (5 y 20%) en
estas muestras, fue para compensar dicha relacion, debido a que las cantidades de amilosa
alcanzaron valores por encima del 20% en todas las formulaciones crudas (tabla 19),

previstas para someterse a un proceso de extrusion.

Las cantidades de almidon resistente son considerablemente inferiores en comparacion
con los otros componentes analizados (almidon total y dentro de ella la amilosa y
amilopectina por diferencia). En las muestras crudas, el contenido de almidon resistente
varié entre 2,07 y 5,85 g/100g (CS-SkF-Raw3 y CS-SkF-Rawz2, respectivamente). Siendo
las muestras formuladas con el 20% de Hylon® V las que consiguen mayor cantidad de
almidon resistente (tabla 18) en comparacién con las formuladas con el 5% de Hylon®
V, lo que supone una contribucion interesante de almiddn resistente proveniente del
Hylon® V (hasta 26,51 g/100g). Al igual que en el almidon total, la incorporacion de piel
de uva fermentada no contribuye en el contenido de almidon resistente presente en las

formulaciones analizadas.

Efecto del proceso de extrusion
En muestras extruidas no se observan diferencias estadisticamente significativas en

cuanto al contenido de almidon total tras el proceso de extrusion. Estos valores fluctuaron
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desde 43,81 a 59,31 @g/100g de almiddn total (CS-SKF-Ext3 y CS-SKF-Ext2,
respectivamente), donde al igual que las muestras sin procesar, la cantidad de almidon
total disminuyd en las formulaciones con el 20% de piel de uva fermentada. Sin embargo,
con el fin de sostener el equilibrio basico de la formulacion de harinas para un proceso de
extrusion, diversos autores han mencionado que es conveniente que las formulaciones
cuenten con el almidén adecuado (porcentaje de amilosa y amilopectina y su proporcién
en el material procesado), a fin de conseguir una textura crujiente y buenos atributos
sensoriales (Ek, Gu, Saunders, Huber, & Ganjyal, 2021; Moscicki, Mitrus, Oniszczuk,
Rejak, & Wojtowicz, 2013). La cantidad porcentual de amilosa en las harinas extruidas
formuladas con piel de uva fermentada y Hylon® V fueron superiores a la muestra control
extruida (20,32%) que varié entre 22,34 a 26,38% (CS-SKF-Extl y CS-SKF-Ext2,
respectivamente), en cambio la cantidad de amilopectina varié entre 73,62 'y 77,66% CS-
SkF-Ext2 y CS-SkF-Extl, respectivamente), observandose una menor influencia en
comparacion con la muestra control extruida (79,68%), debido a que el Hylon® V tiene
una contribucién importante de amilosa (56,93%) y como contraparte la amilopectina
disminuye (43,07%), este efecto también ha sido observado por otro autores respecto al
Hylon® V, lo cual podria ser debido a su alto contenido de amilosa (hasta 50%)

(Btaszczak et al., 2007; Khachatryan et al., 2014).

Ademas, si comparamos las muestras que presentaron una mayor proporcion de piel de
uva fermentada, el contenido en amilosa fue considerablemente menor que en la muestra
que presentaron una mayor proporcion de Hylon® V. Por otro lado, se ha informado, que
una relacion amilosa: amilopectina de 1:3 0 1:4 es deseable para obtener productos
extruidos con propiedades adecuadas de expansion y textura (Arribas et al., 2019b).
Ademas, se ha observado que al extruir matrices alimentarias con una relacion de amilosa:

amilopectina de 1:3,3, se obtienen buenos resultados de expansion (Ek et al., 2021).
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Teniendo en cuenta estas consideraciones y a la vista de los resultados obtenidos, se puede
afirmar que las formulaciones analizadas poseen propiedades adecuadas desde el punto
de vista tecnoldgico, ya que tienen una relacion amilosa: amilopectina de 1:3,1, debido a
que la amilosa principalmente, condiciona las propiedades mecanicas, solubilidad,
tiempo de coccion, permeabilidad al oxigeno, capacidad de retencion de agua,
gelatinizacion, viscosidad, ademas la forma y volumen de los poros que estan
predeterminados por la capacidad natural de las cadenas de polimeros de amilosa y
amilopectina dentro de los granulos de almidon para ensamblarse en una estructura
laminar supramolecular a nano-escala organizada, que consiste en regiones cristalinas y
amorfas (Arribas et al., 2019b; Khlestkin et al., 2018; Zhu et al., 2017). Por lo tanto,
podria sugerir que la amilosa por su capacidad de interaccion con moléculas hidrofobicas
forman complejos de inclusion, haciéndolos resistentes a la hidrolisis enzimatica que

permite actuar como fibra dietética (Di Marco, Ixtaina, & Tomas, 2022).

La cantidad de almidon resistente en las muestras extruidas varié entre 0,46 y 1,38 g/100g
(CS-SKF-Ext3 y CS-SkF-Ext2, respectivamente). Por lo tanto, existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las formulaciones crudas y sus pares
extruidas (tabla 18), disminuyendo la cantidad de almidon resistente en las formulaciones
entre 76,4% (CS-SkF-Ext2) y 78,0% (CS-SkF-Ext4). Estos resultados, concuerdan con
otros estudios en muestras con lentejas (Blandino et al., 2023) donde, la extrusion-coccion
provoca una desintegracion total de la estructura del almiddn, debido a las altas fuerzas
de cizallamiento y altas temperaturas, promoviendo asi la gelatinizacion casi completa
del almidon, lo que es perjudicial para la estabilidad del almiddn resistente. Asi mismo,
otros autores, han observado inclusive la ausencia del almiddn resistente tras el proceso
de extrusion en una mezcla de arroz, algarrobo y frijol (Arribas et al., 2019b). Por otro

lado, la extrusion puede destruir el almidon resistente tipo 1 y 2 (almidon inaccesible
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atrapado fisicamente y almidon nativo, respectivamente) y puede formar almidén
resistente tipo 3 (almidon retrogradado), lo que podria suponerse la presencia de almidon
resistente tipo 3 sobre todo en las muestras con la mayor cantidad de Hylon® V (20%)

(Masatcioglu et al., 2017).

5.2.6. Compuestos Fenolicos (Fenoles totales, flavonoides y antocianinas totales)
Los resultados de los compuestos fendlicos (fenoles totales, flavonoides y antocianinas
totales), obtenidos por espectrofotometria en las muestras de harinas crudas y extruidas

objeto de estudio, se presentan en la tabla 21.

Tabla 21. Fenoles totales, Flavonoides totales y Antocianinas totales en harinas de maiz
y lenteja (70:30) con incorporacion de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y
Hylon® V

Antocianinas Totales
(mg cianidina-3-
glucosido/100 g)

Flavonoides totales
(mg EQ /100g)

Fenoles Totales

Muestras (mg GAE/100g)

Formulaciones crudas

Control cruda 307,30 + 11,604 49,28 + 2,088 0,16 + 0,01%®
CS-SkF-Rawl 417,77 + 21,318 57,08 + 1,348 1,69 + 0,068
CS-SkF-Raw?2 359,39 + 26,254 46,12 +2,11% 1,61 + 0,088
CS-SkF-Raw3 836,77 + 4,21°8 79,08 + 1,794 5,42 + 0,29
CS-SkF-Raw4 786,73 + 5,019~ 69,05+ 1,17¢® 5,75 + 0,149
Formulaciones extruidas

Control extruida 290,13 + 13,5084 40,43 + 2,884 0,06 + 0,012
CS-SKF-Extl 368,04 + 12,424 40,14 + 2,500~ 0,20 + 0,03
CS-SkF-Ext2 387,53 + 2,955 34,07 + 0,363 0,17 + 0,000
CS-SKF-Ext3 735,21 + 28,424 45,70 + 2,500 0,64 + 0,049
CS-SKkF-Ext4 767,72 + 19,4294 57,59 + 2,15 0,53 +0,04¢A

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras mindsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las
letras mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.
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Efecto de la formulacion
Asi mismo, en la tabla 22, se muestran los resultados correspondientes a la contribucion
de cada uno de los ingredientes, que forman parte de las formulaciones de las muestras
crudas, al contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas totales en cada una de las
muestras.

Tabla 22. Contribucion de los ingredientes al contenido de los fenoles totales,

flavonoides totales y antocianinas totales en harinas crudas formuladas con piel de uva
Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Cédigo Valo_r medio Ap9rte teéri(‘:o Aporte piel uva
unidades maiz y Lenteja fermentada *

Fendlicos totales (mg GAE/100g)
Control cruda 307,30 307,30 0,00
CS-SkF-Rawl 417,77 274,52 143,25
CS-SkF-Raw?2 359,39 225,35 134,04
CS-SkF-Raw3 836,77 225,35 611,42
CS-SkF-Raw4 786,73 176,19 610,54
Flavonoides totales (mg EQ/100g)
Control cruda 49,28 49,28 0,00
CS-SkF-Rawl 57,08 44,02 13,06
CS-SkF-Raw?2 46,12 36,14 9,98
CS-SkF-Raw3 79,08 36,14 42,94
CS-SkF-Raw4 69,05 28,25 40,80
Antocianinas totales (mg cianidina-3-glucdsido/100g)
Control cruda 0,16 0,16 0,00
CS-SkF-Rawl 1,69 0,14 1,55
CS-SkF-Raw?2 1,61 0,12 1,49
CS-SkF-Raw3 5,42 0,12 5,30
CS-SkF-Raw4 5,75 0,09 5,66

*valores obtenidos por diferencia

La cantidad de fenoles totales en harinas crudas varié de 359,39 a 836,77 mg GAE/100g,
siendo el minimo valor para la muestra CS-SkF-Raw2 (compuesto por 68,75% de maiz y
lenteja méas 5% de piel de uva fermentada y 20% Hylon® V) y el méximo valor para la

muestra CS-SkF-Rawa3 (compuesto por 68,75% de maiz y lenteja mas 20% de piel de uva
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fermentada y 5% Hylon® V). Se demuestra que existe diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) en el contenido de fenoles totales en funcion del porcentaje de
subproducto de uva incorporado. Es decir, la cantidad de fenoles totales se incrementa en
las harinas crudas, a medida que aumenta la proporcion de piel de uva fermentada (5 y
20%) y disminuye la proporcion maiz y lenteja (93,75 a 53,75%) (tabla 10 y 21). En ese
sentido, el incremento de fenoles totales en las harinas crudas, se debe a la presencia
significativa de la piel de uva fermentada (tabla 22), la misma que ha trascendido segun
algunos autores que la piel de uva, ademas de la semilla, es donde se localiza
mayoritariamente los compuestos fenolicos (Obreque-Slier, Herrera-Bustamante, &
Lopez-Solis, 2021) y como tal, contiene desde 28 a 35% de polifenoles, que se
encontrarian unidas de formas insolubles y esterificadas a los componentes de la pared
celular, las mismas que ejercerian propiedades antioxidantes (Meini, Cabezudo, Galetto,

& Romanini, 2021; Venkitasamy et al., 2019).

La cuantificacion de los flavonoides en harinas crudas, tuvieron una variacion de 46,12 a
79,08 mg QE /100g correspondientes a las muestras CS-SkF-Raw2 (formulada con
68,75% de maiz y lenteja mas 5% de piel de uva fermentada y 20% Hylon® V) y CS-
SkF-Raw3 (formulada con 68,75 % de maiz y lenteja mas 20% de piel de uva fermentada
mas 5% Hylon® V), respectivamente. Como era de esperar y al igual que ocurre con los
fenoles totales, se observa una tendencia a incrementarse el contenido de flavonoides,
cuando la proporcién de maiz y lenteja disminuye y aumenta la proporcién de la piel de
uva fermentada. Es decir, existe diferencia significativa (p<0,05) entre las formulaciones
con 5% (bajo flavonoides) y 20% (alto flavonoides) de piel de uva fermentada. Por lo
tanto, se evidencia una contribucion significativa por parte de la piel de uva fermentada
en el contenido de los flavonoides totales en las harinas analizadas. Los flavanoles y

flavonoles se encuentras principalmente en la piel de uva (Moro et al., 2021), asi como
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las uvas de coloracion oscura que es propia de la variedad Cabernet Sauvignon son las
mas ricas en flavonoides que las blancas, aunque su concentracion dependera en gran
medida del cultivo, practicas del vifiedo, el suelo y el clima donde fueron producidos
(Brillante et al., 2015), asi como del proceso de fermentacion, ya que una prolongada
fermentacion podria reducir la disponibilidad de los flavonoides (Adetuyi & lbrahim,

2014).

Las antocianinas totales en harinas crudas fluctuaron entre 1,61 a 5,75 mg cianidina-3-
glucdsido/100 g (CS-SkF-Raw2 y CS-SkF-Raw4, respectivamente). La tendencia del
contenido de antocianinas fue igual a los polifenoles totales, verificandose la contribucién
por parte de la piel de uva fermentada segun las proporciones definidas en las
formulaciones (tabla 10). Es decir, que al incrementarse el contenido en piel de uva, se
incrementa el contenido en antocianinas totales en las harinas analizadas, de modo que
las harinas con el 5% de piel de uva fermentada presentaron concentraciones de 1,61 y
1,69 mg cianidina-3-gluc6sido/100 g, mientras que las harinas formuladas con el 20% de
piel de uva fermentada incrementaron su contenido proporcionalmente (5,42 y 5,75 mg
cianidina-3-gluct6sido/100 g), ya que la piel de uva por su naturaleza esta provista por
antocianinas, visibles por su coloracion, muy esenciales en los atributos sensoriales del

vino y diversas propiedades biolégicas (Costa et al., 2014).

Efecto de la extrusion

En relacién con el efecto de la extrusion sobre estos compuestos. Las cantidades de
fenoles totales en las harinas extruidas fluctuaron entre 368,04 a 767,72 mg GAE/100g,
para CS-SKkF-Extl y CS-SkF-Ext4, respectivamente. El proceso de extrusion disminuyo
significativamente el contenido de fenoles totales en la mayoria de las formulaciones CS-
SkF-Extl (12%), CS-SKkF-Ext3 (12,1%) y CS-SkF-Ext4 (2,4%) con respecto a sus pares
crudas, en tanto en la formulacion CS-SkF-Ext2 (formulada con 5% de piel de uva
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fermentada y 20% de Hylon® V) y la muestra control no presentaron variacion
significativa por efecto de la extrusion. Las disminuciones observadas pueden estar
asociadas a las altas temperaturas alcanzadas durante la extrusion (160°C) y la velocidad
de corte durante el proceso, acelerando la degradacion y los cambios estructurales de los
acidos fenolicos (Leonard, Zhang, Ying, Xiong, & Fang, 2021). La disminucién de los
fenoles totales por efecto de la extrusion, también han sido verificado por otros estudios
realizados en harinas de legumbres, donde las altas temperaturas de coccion por extrusion
promovieron la disminucion en el contenido y la estabilidad de estos compuestos
(Blandino et al., 2023; Ciudad-Mulero et al., 2018). Por el contrario, otros autores
publicaron un mayor contenido de fenoles totales en extruidos de cereales enriquecidos
con pulpa de manzana, debido a la liberacion en condiciones de alta temperatura y baja
humedad de los polifenoles que estan unidos a la matriz de fibra (Leonard et al., 2021),
al igual que otro estudio de una mezcla de subproductos de ardndanos y almidon en el
que su contenido de fenoles no se vio afectado significativamente por la extrusion
(Schmid et al., 2022). En consecuencia, el efecto de la extrusion sobre el contenido de
fenoles totales no sigue una tendencia constante, puesto que existen muchas variables en
consideracién, como el tipo de compuestos fendlicos, la diferencia de la naturaleza
intrinseca de las materias primas y las condiciones del proceso de extrusion junto a las
caracteristicas de la matriz alimentaria (Brennan, Brennan, Derbyshire, & Tiwari, 2011;

Leonard et al., 2021).

El contenido de flavonoides totales tras el proceso de extrusién vari6 de 34,07 a 57,59 mg
EQ/100g (CS-SkExt2 y CS-SkExt4, respectivamente), connotandose una disminucion
significativa de 16,6 y 29,7% respecto a sus pares crudas. Existe diferencia significativa
en el contenido de flavonoides totales entre todas las formulaciones crudas y extruidas.

Otros estudios relativos al efecto del proceso de extrusion sobre los flavonoides en harinas
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de lentejas, sostuvieron una disminucion de hasta un 87%, aunque también se han
mencionado que el caso de subproductos de manzana variedad Pink lady incrementaron

desde 24 a 33 % (Sarka, Slukova, & Henke, 2021).

El efecto de la extrusion sobre las antocianinas totales indujo una importante perdida
(88,2 a 90,8%) en el contenido total de estos compuestos, tal y como también observaron
otros autores, donde mencionaron que las antocianinas se degradaban aproximadamente
en un 75% en extruidos de subproductos de arandanos con almidén (Schmid et al., 2022).
A pesar de ello, las muestras con mayor contenido en antocianinas totales fueron las
formuladas con 5 y 20% de piel de uva. No observandose diferencias estadisticamente
significativas entre ambas. La disminucién en el contenido en antocianinas puede
asociarse, al igual que ocurria para los polifenoles totales, a las altas temperaturas
aplicadas durante la extrusion y a las altas presiones por las tensiones de cizallamiento,
que pueden acelerar las reacciones quimicas y las pérdidas de ingredientes funcionales
(Hirth, Leiter, Beck, & Schuchmann, 2014). Por lo que se puede afirmar que una mayor
proporcion de subproductos de la uva podria incrementar la cantidad de antocianinas en

el producto, tal como mencionan otros investigadores (Neder-Suarez et al., 2021).
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5.3. HARINAS (Maiz y Lenteja) CON INCORPORACION DE SEMILLA DE UVA
(Cabernet Sauvignon) FERMENTADA Y HYLON® V: FRACCION

HIDROCARBONADA Y COMPUESTOS FENOLICOS

Una vez discutido los resultados correspondientes a las harinas de partida (maiz y lenteja),
tanto crudas como extruidas, el presente apartado se refiere a los resultados de las harinas
formuladas con semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V, tanto crudas

como extruidas, segn se muestra en la tabla 23.

Tabla 23. Formulacion de harinas de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion de
semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V (g/100g)

Maiz y Piel deuva  Almidon sal  Azlcar Total
Codificacion Lenteja ~ Fermentada Hylon® V o o %)
% % % 0 (o )
cruda CS-SdF-Rawl 83,75 5,00 5,00 1,25 5,00 100,00
Extruida  CS-SdF-Extl ' : , : : ,
cruda CS-SdF-Rawz 68,75 5,00 20,00 1,25 5,00 100,00
Extruida  CS-SdF-Ext2 ' : : : : ,
cruda CS-SdF-Raw3 68,75 20,00 5,00 1,25 5,00 100,00
Extruida  CS-SdF-Ext3 ' ' , . : ,
Cruda CS-SdF-Raw4
53,75 20,00 20,00 125 500 100,00

Extruida  CS-SdF-Ext4

A continuacion, se muestran y discuten los resultados obtenidos del analisis de distintos
componentes en las formulaciones descritas anteriormente. Para todos los pardmetros
primero se discute el efecto de la formulacion comparando las muestras control y las
distintas formulaciones (resultados del estudio estadistico en letra minuscula) y
posteriormente el efecto de la extrusion para lo que se compara cada formulacion cruda

y extruida (resultados del estudio estadistico en letra mayuscula).
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5.3.1. Fibra dietética
El contenido de la fibra dietética (total, insoluble y soluble) de las muestras de harinas
crudas y extruidas con incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada

se muestra en la tabla 24.

Tabla 24. Contenido de Fibra Insoluble (FI), Soluble (FS) y Total (FT) en harinas

de maiz y lenteja (70:30) incorporada con semilla de uva Cabernet Sauvignon

fermentada y Hylon® V
Muestras Fl FS kT
0/100g g/100g 9/100g

Formulaciones crudas

Control cruda 13,37 £ 0,54% 1,52 £ 0,084 14,86 + 0,57%8
CS-SdF-Rawl 16,23 + 1,07 1,84 +0,16% 17,99 + 1,53
CS-SdF-Raw?2 15,33 + 1,05%A 1,79 £ 0,29% 17,06 + 1,545A
CS-SdF-Raw3 28,64 + 1,48°A 3,21 + 0,24 31,80 £ 1,31¢A
CS-SdF-Raw4 28,07 £ 0,57¢A 3,14 £ 0,19 31,20 + 0,84¢%A
Formulaciones extruidas

Control extruida 10,76 + 0,56 2,44 +0,29%8 13,25 + 0,64%
CS-SdF-Extl 14,90 + 0,604 2,58 +0,18% 17,25 + 0,51°A
CS-SdF-Ext2 13,98 + 0,40°A 2,60 +0,17%8 16,59 + 0,30°A
CS-SdF-Ext3 27,85 + 0,239 3,38 + 0,224 31,31 £ 0,034
CS-SdF-Ext4 27,37 + 0,459 3,98 +0,36°8 31,44 + 0,24°A

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minusculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido al proceso de extrusion para la misma formulacion.

Efecto formulacién.

Las harinas crudas formuladas con semillas de uva fermentada y Hylon® V presentaron
un contenido de FT entre 17,06 y 31,80 g/100g, correspondientes a las muestras, CS-SdF-
Raw2 y CS-SkF-Raws3, respectivamente, siendo, la fraccion mayoritaria la FI, con valores
entre 15,33 a 28,64 g FI/100g en las muestras CS-SdF-Raw2 y CS-SdF-Raws3,
respectivamente. Estas diferencias pueden ser debidas a los porcentajes de incorporacion
de semillas de uva (5 0 20%). La FS fue la fraccion minoritaria, que alcanzaron valores

de 1,79 a 3,21 g FS/100g en las muestras CS-SdF-Raw2 y CS-SdF-Raws3,
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respectivamente. Si bien los contenidos de FS son inferiores a los de Fl, los resultados
siguen el mismo patron mencionado anteriormente y justificado por el porcentaje de
semilla de uva adicionada (tabla 24). Algunos autores mencionaron que las semillas de
uvas contienen alrededor de 35,15 g FT/100g (Costa et al., 2019; Ma & Zhang, 2017),

principalmente lignina y hemicelulosa (Prado et al., 2014).

El estudio estadistico aplicado permite establecer que el contenido de FT es diferente
estadisticamente entre la harina control y las diferentes formulaciones, asi mismo, hay
diferencia estadistica entre las harinas formuladas con el 5% (CS-SdF-Raw1l y CS-SdF-
Raw?2) y aquellas con un 20% de semilla de uva fermentada (CS-SdF-Raw3 y CS-SdF-
Raw4) lo que deriva en mayor contenido de FT. Estas diferencias se ven reflejadas en la
cantidad de la FI como fraccién mayoritaria, dado que en la FS solo hay diferencia
estadistica entre la muestra control y formulaciones con 20% de semilla de uva

fermentada, pero no, entre formulaciones con 5 % de semilla de uva fermentada.

En la tabla 25, se presentan la contribucion de cada uno de los ingredientes que forman
parte de las formulaciones al contenido de cada una de las fracciones de fibra (insoluble

y soluble) y fibra total de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 25. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de fibra dietética en
harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con semilla de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y Hylon® V

Fibra analizada  Aporte Fibrade Aporte Fibrade Aporte Fibra de

Codigo (valor medio) maizy lenteja  Semilla de uva * Hylon® V
Fibra Total
Control cruda 14,86 14,86 0,00 0,00
CS-SdF-Rawl 17,99 13,27 4,12 0,60
CS-SdF-Raw?2 17,06 10,90 3,77 2,39
CS-SdF-Raw3 31,80 10,90 20,30 0,60
CS-SdF-Raw4 31,20 8,52 20,29 2,39
Fibra Insoluble
Control cruda 13,37 13,37 0,00 0,00
CS-SdF-Rawl 16,23 11,94 3,76 0,53
CS-SdF-Raw?2 15,33 9,80 3,40 2,13
CS-SdF-Raw3 28,64 9,80 18,31 0,53
CS-SdF-Raw4 28,07 7,67 18,27 2,13
Fibra Soluble
Control cruda 1,52 1,52 0,00 0,00
CS-SdF-Rawl 1,84 1,35 0,43 0,06
CS-SdF-Raw?2 1,79 1,11 0,45 0,23
CS-SdF-Raw3 3,21 1,11 2,04 0,06
CS-SdF-Raw4 3,14 0,87 2,04 0,23

*valores obtenidos por diferencia

El aporte de la fibra dietética de parte de los ingredientes en las distintas formulaciones
crudas procedentes de maiz y lenteja fue proporcional al porcentaje de formulacién de los
distintos ingredientes (tabla 23). En la siguiente figura se muestra la contribucion
porcentual de cada uno de los ingredientes en la fibra total (FT) de las distintas

formulaciones (figura 35).
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FIBRA TOTAL

m Maiz-Lenteja @Semilla uva Fermentada OOHylon V
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Figura 35. Contribucién porcentual de fibra total procedente de maiz y lenteja, semilla
de uva fermentada y Hylon® V en harinas crudas

Como se observa, la contribucién porcentual de la fibra dietética por parte de la mezcla
maiz y lenteja en las formulaciones fue escalonada. La semilla de uva fermentada
contribuyé en mayor porcentaje en las formulaciones con 20% de semilla de uva
fermentada y la contribucién porcentual por parte del Hylon® V es menor que los
ingredientes mencionados segun la proporcion incorporada (5 y 20%). Por lo tanto, la
cantidad de harina de partida y el porcentaje de semilla de uva fermentada adicionada,
son los principales ingredientes responsables en el contenido de la fibra dietética en las

muestras estudiadas (tabla 25).

Efecto de la extrusion

No se observa un efecto significativo del proceso de extrusion (misma letra maydscula)
en el contenido de Fibra Total y Fibra Insoluble de las distintas formulaciones salvo en el
caso de las muestras control comentadas en el capitulo anterior. La cantidad de la FT se

encontré entre 16,59 y 31,44 g FT/100g correspondientes a las muestras CS-SdF-Ext2 y
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CS-SdF-Ext4, respectivamente, y respecto a la FI como la fraccién mayoritaria con un
rango entre 13,98 y 27,85 g FI/100g correspondientes a las muestras CS-SdF-Ext2 y CS-
SdF-Ext3, respectivamente. Por el contrario, el contenido de FS fue significativamente
diferente entre la muestra control extruida, y las formulaciones extruidas, encontrandose
valores entre 2,58 y 3,98 g FS/100g correspondientes a las muestras CS-SdF-Extl y CS-
SdF-Ext4, respectivamente, presentd diferencia estadistica con la mayoria de las
formulaciones excepto en la comparativa de la formulaciéon 3 (CS-SdF-Raw3/CS-SdF-

Ext3).

5.3.2. Carbohidratos Disponibles Totales

Los resultados correspondientes al analisis de Carbohidratos Disponibles Totales (CDT),
cuantificados por espectrofotometria como g de glucosa en 100g de muestra, en las
muestras de harinas crudas y extruidas enriquecidas con semilla de uva fermentada

(Cabernet Sauvignon), se presentan en la tabla 26.
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Tabla 26. Carbohidratos disponibles totales (CDT) en harinas de maiz y lenteja
(70:30), incorporadas con semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y
Hylon® V

Carbohidratos Totales Disponibles

Muestras g glucosa/100g

Muestras crudas

Control cruda
CS-SdF-Rawl
CS-SdF-Raw2
CS-SdF-Raw3
CS-SdF-Raw4

Muestras extruidas

Control extruida
CS-SdF-Extl
CS-SdF-Ext2
CS-SdF-Ext3
CS-SdF-Ext4

67,10 £ 2,82
62,20 + 2,024
63,47 + 0,594
52,57 £ 1,17%
55,40 + 1,728

71,46 + 3,73%
63,36 + 1,95
68,18 + 2,33
52,91 +0,97%
57,54 + 2,05°A

Los valores son la media + desviacion estandar. Los valores medios en la misma columna seguidos de un superindice
diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minudsculas en superindice significan diferencias entre
todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras mayusculas en
superindice significan diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.

Efecto de la formulacion

La cuantificacion de los CDT en harinas crudas fluctu6 de 52,57 a 63,47 g glucosa/100g,
correspondientes a las muestras CS-SdF-Raw3 y CS-SdF-Raw?2, respectivamente. El
contenido de los CDT es significativamente diferente entre la harina control y las distintas
formulaciones. Por otro lado, se ha observado que las formulaciones CS-SdF-Rawl y CS-
SdF-Rawz2 son significativamente diferentes que las formulaciones CS-SdF-Raw3 y CS-
SdF-Raw4, debido a que las formulaciones con porcentajes cercanos de maiz y lenteja
son equiparadas por una proporcion del Hylon® V, ya que este cuenta con hasta 87,23 g
glucosa/100g de carbohidratos totales. Por lo tanto, el aporte de CDT proviene
principalmente de maiz y lenteja de manera que al disminuir su porcentaje en las distintas
formulaciones el contenido de CDT no es compensado con la incorporacion de la semilla
de uva fermentada. Sin embargo, como se ha comentado en el apartado anterior, gran

parte de los carbohidratos del Hylon® V, son del tipo de “almidon resistente”, rico en
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amilosa, pero no son disponibles. Asi mismo, la semilla de uva fermentada no contribuye
en el incremento de CDT, probablemente, debido a que los polisacaridos ricos en
arabinosa y galactosa, que se originan en las paredes celulares pectocelulosicas,
ramnogalacturonanos y glucanos, son transformados por la levadura durante la

fermentacion alcoholica de los azucares solubles en etanol (Canalejo et al., 2021).

En la tabla 27, se presentan los resultados correspondientes a la contribucion de
carbohidratos disponibles totales de cada uno de los ingredientes que forman parte de las

distintas formulaciones de harinas formuladas con semilla de uva fermentada.

Tabla 27. Contribucién (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Carbohidratos
disponibles totales (CDT) en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con
semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentado y Hylon® V

Cédigo CDT . Apgrte de C_DT Aporte de CDT
(valor medio) maiz y lenteja * Hylon® V
Control cruda 67,10 67,10 0,00
CS-SdF-Raw-1 62,20 57,84 4,36
CS-SdF-Raw-2 63,47 46,02 17,45
CS-SdF-Raw-3 52,57 48,21 4,36
CS-SdF-Raw-4 55,40 37,95 17,45

*valores obtenidos por diferencia

El aporte de los CDT de parte de los ingredientes en las distintas formulaciones crudas
fue principalmente procedente de maiz y lenteja y la variacion en las formulaciones CS-
SdF-Raw2 y CS-SdF-Raw4 estuvieron influenciadas por la cantidad del Hylon® V

incorporado (tabla 27).

Efecto de la extrusion
En la figura 36 se muestran las comparaciones del efecto de la extrusion de los a-

galactosidos totales entre las formulaciones crudas y extruidas.
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Carbohidratos disponibles totales
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Figura 36. Comparacion de Carbohidratos disponibles totales en harinas crudas y

extruidas incorporadas con semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

El efecto de la extrusion no desarrollé cambios estadisticamente significativos en la
mayoria de las harinas extruidas respecto de sus pares crudas con excepcion de la muestra
CS-SdF-Ext2 (tabla 26) que incrementd hasta en 7,4% la cantidad de CDT. La cantidad
de los CDT fluctuaron entre 52,91 y 68,18 g glucosa/100g, correspondientes a las
muestras CS-SdF-Ext3 y CS-SdF-Ext2, respectivamente. Algunos autores (Prado et al.,
2014) mencionaron que las semillas de uva aguardarian minimas cantidades (0,7 g/100g)
de sacaridos totales, las que se habrian reflejado levemente en las harinas extruidas por
efecto de una hidrélisis a alta temperatura y presion durante el proceso de extrusion, por
lo cual la contribucion en CDT de parte de la semilla de uva no seria significativo. Siendo

estas harinas enriquecidas con diferentes fuentes de fibra (semilla de uva fermentada y
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Hylon® V) en decrecimiento de la harina maiz y lenteja (rica en almidon y por lo tanto

en CDT).

5.3.3. Azucares Solubles: Ciceritol y a-Galactosidos

El analisis de la fraccion de azUcares solubles por cromatografia liquida HPLC-IR,
permitio la identificacion y cuantificacion, en muestras de maiz y lenteja crudas y
extruidas incorporadas con semilla de uva fermentada y Hylon® V, de: ciceritol y los a-

galactosidos rafinosa y estaquiosa cuyos resultados se presentan en la tabla 28.

Tabla 28. Ciceritol y a-galactosidos en harinas de maiz y lenteja (70:30) con

incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Codiao Ciceritol Rafinosa Estaquiosa
g mg/100g mg/100g mg/100g

Formulaciones crudas
Control crudas 489,47 + 12,0194 102,13 + 11,454 924,70 + 32,429
CS-SdF-Rawl 423,75 + 2,058 94,37 + 3,268 811,07 + 4,79%A
CS-SdF-Raw?2 361,90 + 3,25bA 73,10 + 1,708 671,65 + 5,96~
CS-SdF-Raw3 364,27 + 8,03~ 73,50 £ 14,144 671,60 = 6,117
CS-SdF-Raw4 268,33 + 7,828 52,70 £ 2,032 550,33 + 2,46
Formulaciones extruidas
Control extruidas 547,60 + 31,21¢8 117,55 + 10,734 1059,22 + 99,034
CS-SdF-Extl 397,60 + 4,73¢%A 84,77 £ 1,070~ 960,37 +£ 9,178
CS-SdF-Ext2 359,37 + 13,1204 61,83 + 2,502 839,80 + 5,708
CS-SdF-Ext3 453,80 + 1,9298 62,00 + 2,86 825,93 + 13,018
CS-SdF-Ext4 293,20 + 7,778 60,00 + 1,41%® 599,47 + 7,788

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un superindice
diferente son significativamente diferentes (p<0,05); Las letras en superindice significan diferencias entre todas las
muestras analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras en superindice en mayudsculas significan
diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.

Efecto de la formulacion

La cantidad de oligosacaridos en todas las formulaciones de harinas crudas como
extruidas mostré el siguiente patrén: estaquiosa > ciceritol > rafinosa (tabla 28). El
contenido de ciceritol oscil6 entre 268,33 mg/100g y 423,75 mg/100g (CS-SdF-Raw4 y
CS-SdF-Rawl, respectivamente). En tanto la mayor concentracion entre los componentes
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de los a-galactésidos como la rafinosa es de 94,37 g/100g y la estaquiosa de 811,07
mg/100g. Se puede observar que, en todos estos azlcares solubles detectados, la mayor
concentracion de cada uno de ellos corresponde a la muestra CS-SdF-Rawl (formulada
con 83,75% maiz y lenteja, 5% semilla de uva fermentada y 5% Hylon® V), lo que
evidencia una contribucion mayoritaria generada por la mezcla maiz y lenteja, donde el
comportamiento de los a-galactdsidos totales referidas en la figura 37 ratifican esta
afirmacion. Por otro lado, estos resultados se reflejan a lo sefialado por otros autores
(Ciudad-Mulero et al., 2020; Morales et al., 2015), donde refirieron que el ciceritol, la
rafinosa y la estaquiosa son oligosacaridos frecuentes en formulaciones con lenteja, por
lo que se puede predecir que, a mayor proporcion de maiz y lenteja en las formulaciones,

mayor concentracion de estos oligosacaridos.

Segun el analisis estadistico, se ha establecido que el contenido de la muestra control fue
significativamente diferente del resto de formulaciones tanto con el contenido de ciceritol
y estaquiosa, en cambio con la rafinosa, esta diferencia estadistica se observé en todas las
formulaciones excepto con la muestra CS-SdF-Raw1. Por otro lado, se ha observado tanto
en el ciceritol, como para los a-galactésidos, que las formulaciones con 68,75% de maiz
y lenteja (CS-SdF-Raw?2 y CS-SdF-Raw3) independientemente de los otros ingredientes
conformantes, los resultados fueron estadisticamente similares y significativamente
diferentes con las otras dos formulaciones (CS-SdF-Rawl y CS-SdF-Raw4). Estos
comportamientos condicen que el aporte de los oligosacaridos es exclusivamente de la

lenteja.

Efecto de la extrusion

Podemos mencionar que el efecto de la extrusion no afectd de igual manera el ciceritol y
los a-galactosidos, se observaron diferencias significativas (p<0,05) respecto al ciceritol
en la mayoria de las muestras extruidas, comparados con sus pares crudas, donde las
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muestras CS-SdExt3 y CS-SdExt4 mostraron un incremento significativo respecto a sus
pares crudas. En cambio, las harinas CS-SdExtl y CS-SdExt2 se observo una ligera
disminucion en la cantidad del ciceritol (tabla 28). Probablemente se debe a un efecto,
donde el proceso de extrusion al someter la muestra a estrés térmico y mecanico, producen
reacciones de hidrolisis que conducirian a un incremento en el contenido de algunos
azucares (Morales, Berrios, et al., 2015; Pedrosa et al., 2021) y la disminucion puedes ser
debido al procesamiento hidrotérmico, donde resulta la formacion de disacaridos simples
y monosacaridos mientras que la diferencia en la disociacion individual podria atribuirse
a la variacion en su capacidad de hidratacion y velocidad de difusién (Vashishth et al.,

2021).

Entre tanto, los a-galactosidos representados por la rafinosa y estaquiosa, también
tuvieron modificaciones debidas al proceso de extrusion, donde la rafinosa disminuyo por
efecto de la extrusion en la mayoria de las formulaciones de 10,2 a 16,6% (CS-SdF-
Raw1/CS-SdF-Extl y CS-SdF-Raw3/CS-SdF-Ext3), con excepcion de la muestra CS-
SdF-Ext4 que increment6 la cantidad de rafinosa en 13,9%. Por su parte la estaquiosa,
incrementd significativamente (p<0,05) su contenido en todas las formulaciones, con
incrementos desde 8,9 a 25,0% correspondientes a las muestras CS-SdF-Ext4 y CS-SdF-
Ext2, respectivamente. La disminucion o el incremento variable de los oligosacéridos por
efecto de la extrusién es controvertido, sin embargo, podria deberse a varios factores,
como la limitada fluidez de la biomasa que se produciria la presencia de material
lignocelulésico de la semilla de uva fermentada (Imperio et al., 2021), en el que el
material gelificante aportado por el Hylon® V (con el fin de mejorar la elasticidad de la
suspension de la biomasa) podria finalmente reducir el esfuerzo cortante efectivo
transmitido al material y consecuentemente una reduccion en la obtencion de azucares

(Duque, Manzanares, & Ballesteros, 2017). Por otro lado también, los polimeros de
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almidon sufren degradacion durante la extrusion (Ye et al., 2018), lo que promoveria el
fendmeno de reaglomeracion durante la extrusion para el pretratamiento de la biomasa
lignocelulosica a altas temperaturas que reducen los rendimientos de azucar (Gu, Wolcott,

& Ganjyal, 2020).

En la figura 37 se muestran las comparaciones del efecto de la extrusion de los a-

galactosidos totales entre las formulaciones crudas y extruidas.

a-Galactosidos Totales
1400,00 r
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j@)]
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8 ==
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Controles CS-SdF1 CS-SdF2 CS-SdF3 CS-SdF4
Muestras
m Control cruda CS-SdF-Raw1 CS-SdF-Raw?2 CS-SdF-Raw3 CS-SdF-Raw4
Control extruida CS-SdF-Extl CS-SdF-Ext2 CS-SdF-Ext3 CS-SdF-Ext4

Figura 37. Comparacion a-Galactosidos Totales en harinas crudas y extruidas con
incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

El contenido a-galactosidos totales, en harinas extruidas, se manifesté en funcion del
mayor constituyente (estaquiosa) en el patrén de compuestos prebioticos en estudio. De
acuerdo con la figura 37, se observa un incremento significativo en todas las
formulaciones. Como se ha mencionado anteriormente, las variaciones por efecto de la
extrusién, son debidas al procesamiento hidrotérmico, donde resulta la formacion de
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disacaridos simples y monosacaridos mientras que la diferencia en la disociacion
individual podria atribuirse a la variacion en su capacidad de hidratacion y velocidad de

difusion (Vashishth et al., 2021).

5.3.4. Arabinoxilanos
Los resultados correspondientes al contenido de arabinoxilanos (extractables y totales)
cuantificados por espectrofotometria, sobre muestras de harinas crudas y extruidas con

incorporacion de semilla de uva fermentada se presentan en la tabla 29.

Tabla 29. Arabinoxilanos extractables y totales en harinas de maiz y lenteja (70:30)

con incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Muestras Extractables Totales
9/100g 9/100g

Formulaciones crudas
Control cruda 0,93 + 0,05 5,14 + 0,25
CS-SdF-Rawl 0,85 + 0,04°A 5,22 + 0,13
CS-SdF-Raw?2 0,69 + 0,03 7,44 0,219
CS-SdF-Raw3 0,68 + 0,08 4,48 + 0,243
CS-SdF-Raw4 0,53 + 0,04 6,66 + 0,424
Formulaciones extruidas
Control extruida 1,60 +0,21°8 6,64 + 0,438
CS-SdF-Extl 1,37 + 0,05"B 6,72 + 0,66%
CS-SdF-Ext2 1,18 + 0,068 9,23 + 1,208
CS-SdF-Ext3 1,19 + 0,148 5,93 +0,69%
CS-SdF-Ext4 0,93 +0,03%® 8,87 + 0,198

Los valores son la media *+ desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras mindsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.
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Efecto de la formulacion

El contenido de arabinoxilanos totales resultaron muy superiores respecto a los
arabinoxilanos extractables, las cuales variaron entre 4,48 a 7,44 @/100g,
correspondientes a las muestras CS-SdF-Raw3 (68,75% de maiz y lenteja, 20% de semilla
de uva fermentada y 5% de Hylon® V) y CS-SdF-Raw?2 (68,75% de maiz-lenteja, 5% de
semilla de uva fermentada y 20% de Hylon® V), respectivamente. El contenido de los
arabinoxilanos extractables en harinas crudas oscil6 entre 0,53 a 0,85 ¢/100g,
correspondientes a las muestras CS-SdF-Raw4 (53,75 % de maiz-lenteja, 20 % de semilla
de uva fermentada y 20% de Hylon® V) y CS-SdF-Rawl (83,75% de maiz-lenteja, 5%

de semilla de uva fermentada y 5% de Hylon® V), respectivamente (tabla 29).

El analisis estadistico, establecié que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre la muestra control cruda y la muestra CS-SdF-Rawl en los
arabinoxilanos totales y extractables, pero fueron significativamente diferentes con el
resto de las formulaciones en ambas fracciones. Si bien hay una diferencia significativa
entre las distintas formulaciones para los arabinoxilanos totales, denotan que, las
formulaciones con mayor cantidad de Hylon® V (20%), elevaron el contenido de este
compuesto y fueron menores en las harinas formuladas con el 5% de Hylon® V, debido
al contenido de hasta 19,66 g arabinoxilano/100g por parte del Hylon® V. En cambio,
para los arabinoxilanos extractables, las formulaciones con 68,75% de maiz y lenteja
fueron significativamente similares que los formulados con 83,75% y 53,75% de maiz y
lenteja. Donde la mayor cantidad de arabinoxilanos extractables correspondio a las
formulaciones que contenian una mayor proporcion de la mezcla maiz y lenteja,
demostrandose que la contribucion de los arabinoxilanos extractables (solubles en agua)
procederian concretamente de los granos de lentejas (Ciudad-Mulero et al., 2018), pero

también se han encontrado estudios (Zannini et al., 2022), donde se sefiala que el maiz
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cuenta con una estructura muy ramificada con un esqueleto de xilosa, ya que los
arabinoxilanos solubles en agua suelen estar muy ramificados, por lo cual el maiz también

aportaria la fraccion de los arabinoxilanos extractables.

En la tabla 30, se muestran los resultados correspondientes a la contribucién de cada uno
de los ingredientes de la formulacién en el contenido de cada una de las fracciones de

arabinoxilanos (extractables y totales) de las muestras de harinas crudas analizadas.

Tabla 30. Contribucidn (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Arabinoxilanos en
harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con semilla de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y Hylon®V

AX Aporte de AX Aporte de AX

Codigo (valor medio) maiz y lenteja * Hylon® V

Arabinoxilanos Totales

Control crudas 4,78 4,78 0,00
CS-SdF-Rawl 5,22 4,24 0,98
CS-SdF-Raw?2 7,44 3,51 3,93
CS-SdF-Raw3 4,48 3,50 0,98
CS-SdF-Raw4 6,66 2,73 3,93
Arabinoxilanos Extractables

Control crudas 0,93 0,930 0,000
CS-SdF-Rawl 0,85 0,848 0,002
CS-SdF-Raw?2 0,69 0,682 0,008
CS-SdF-Raws3 0,68 0,678 0,002
CS-SdF-Raw4 0,53 0,522 0,008

*valores obtenidos por diferencia

De acuerdo a la contribucidn de los ingredientes en la cantidad de los arabinoxilanos de
la tabla 30, se observa que el maiz y lenteja es la fuente de los arabinoxilanos solubles y
en poca proporcion de parte del almidon Hylon® V (0,04 g/100g), asi mismo, las
referencias bibliograficas han mencionado que los arabinoxilanos son procedentes de los
granos de cereales (Demuth et al., 2020; Zannini et al., 2022) y legumbres (Camara et al.,
2017; Ciudad-Mulero et al., 2018), por lo cual las semillas de uvas no contribuiria en las

cantidades de los arabinoxilanos.
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Efecto de la extrusion

El proceso de extrusion increment6 significativamente (p<0,05) los arabinoxilanos
extractables y totales en todas las muestras extruidas pares de las muestras crudas. Estos
resultados, son coherentes con otros estudios, donde experimentaron el incremento de los
arabinoxilanos por efecto de la extrusion, en formulaciones de trigo y centeno (Demuth
et al., 2020), formulaciones con lenteja (Ciudad-Mulero et al., 2018). Este estudio,
determind que los arabinoxilanos extractables en muestras extruidas variaron desde 0,93
a 1,37 g/100g, correspondientes a las muestras CS-SdF-Ext4 (53,75% de maiz y lenteja,
20% semilla de uva fermentada mas 20 % Hylon® V) y CS-SdF-Extl (83,75% maiz y
lenteja, 5% semilla de uva fermentada mas 5% de Hylon® V). Por su parte, los
arabinoxilanos totales, también se incrementaron, con una variacion de 5,93 a 9,23 g/100g
correspondientes a las harinas CS-SdF-Ext3 (68,75% maiz y lenteja, 20% semilla de uva
fermentada méas 5% Hylon® V) y CS-SdF-Ext2 (68,75% maiz-lenteja, 5% semilla de uva
fermentada mas 20% Hylon® V). El incremento de los arabinoxilanos extractables,
podria promoverse debido a la hidrdlisis que incrementa la solubilidad tras proceso
tecnoldgico (Nishitsuji, Whitney, Nakamura, Hayakawa, & Simsek, 2022), ya que el
efecto de la extrusion, incrementaria la porosidad celular que es promovida por la alta
temperatura y cizallamiento mecanico que provoca la extractabilidad de los
arabinoxilanos (Fadel et al., 2018). Como se habia mencionado en el apartado de harinas
con piel de uva, las condiciones de extrusion como la velocidad del tornillo implican
mayor cizallamiento, que incrementaria el rendimiento de los arabinoxilanos de bajo peso
molecular que han demostrado tener propiedades inmunomoduladoras (Demuth et al.,

2020; Fadel et al., 2018).
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5.3.5. Almidon Total (amilosa y amilopectina) y Almiddn Resistente

Los contenidos de almidon total (amilosa y amilopectina) y almiddén resistente
cuantificados por espectrofotometria en muestras de harinas crudas y extruidas de maiz y
lenteja con incorporacion de semilla de uva fermentada y Hylon® V se presentan en la

tabla 31.

Tabla 31. Almidon Total y Almiddn Resistente en harinas de maiz y lenteja

(70:30) con incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y

Hylon® V
Muestra Almidén Total Almiddn Resistente
9/100g 9/100g

Formulaciones crudas

Control crudas 54,36 + 2,559 3,18 £0,17¢®
CS-SdF-Rawl 51,43 + 0,66 2,67 + 0,268
CS-SdF-Raw?2 55,11 + 0,819 5,94 + 0,08%
CS-SdF-Raw3 42,55 + 2,273 2,02 +£0,29%
CS-SdF-Raw4 46,20 + 1,17 5,88 + 0,829
Formulaciones extruidas

Control extruidas 54,65 + 2,724 0,48 + 0,06%A
CS-SdF-Extl 50,32 + 1,900 1,22 +0,29%A
CS-SdF-Ext2 56,21 + 1,434 1,19 + 0,444
CS-SdF-Ext3 41,83 +2,012 1,11 + 0,40°A
CS-SdF-Ext4 47,45 + 0,364 2,70 +0,13¢%A

Los valores son la media *+ desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras mindsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacién.

En la tabla 32 se presentan las proporciones de amilosa y amilopectina porcentual,
constituyentes del almiddn. La amilosa se determiné por espectrofotometria y la cantidad

de la amilopectina se determind por la diferencia.
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Tabla 32. Proporcion de Amilosa y Amilopectina en la fraccion de almidon de harinas

de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon

fermentada y Hylon® V

Muestra Arrli/:)osa Amilo!;)/ictinaa
Formulaciones crudas
Control cruda 22,42 + 2,17°A 77,58 +2,17°A
CS-SdF-Rawl 18,36 + 0,47°A 81,64 + 0,479
CS-SdF-Raw?2 25,63 + 0,25% 74,37 + 0,258
CS-SdF-Raw3 15,15 + 0,173 84,85+ 0,17¢®
CS-SdF-Raw4 27,40 + 0,69¢°8 72,60 + 0,692
Formulaciones extruidas
Control extruida 20,32 + 1,39% 79,68 + 1,39
CS-SdF-Extl 20,65 + 0,93% 79,35 + 0,934
CS-SdF-Ext2 26,35 + 0,38¢F 73,65 + 0,384
CS-SdF-Ext3 22,75+0,17°8 77,25+ 0,17
CS-SdF-Ext4 20,15 + 0,413A 79,85+ 0,41¢®

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minGsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

& La amilopectina se calcul6 por diferencia (100-amilosa).

Efecto de la formulacion
En la tabla 32, se muestran los resultados correspondientes a la contribucién de cada uno
de los ingredientes de la formulacion al contenido de almidon total y almiddn resistente

de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 33. Contribucion de cada ingrediente al contenido de Almiddn total y Almidon
resistente en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con semilla de uva
Cabernet Sauvignon fermentada y Hylon® V

Aporte Aporte
Cadigo Valor medio maiz y lenteja Hylon® V

9/100g * 9/100g
Almidén Total
Control crudas 54,10 54,10 0,00
CS-SdF-Rawl 51,43 47,14 4,29
CS-SdF-Raw?2 55,11 37,96 17,15
CS-SdF-Raw3 42,55 38,26 4,29
CS-SdF-Raw4 46,20 29,05 17,15
Almidon Resistente
Control crudas 3,22 3,22 0,00
CS-SdF-Rawl 2,67 1,34 1,33
CS-SdF-Raw?2 5,94 0,64 5,30
CS-SdF-Raw3 2,02 0,69 1,33
CS-SdF-Raw4 5,88 0,58 5,30

*valores obtenidos por diferencia

El contenido de almidén total y almiddn resistente en las muestras crudas vari6 entre
42,55 a 55,11 ¢/100g de almiddn total y de 2,02 a 5,94 g/100g de almiddn resistente, en
ambos casos, correspondientes a las muestras CS-SdF-Raw3 (68,75% maiz y lenteja, 20%
semilla de uva fermentada y 5% Hylon® V) y CS-SdF-Raw2 (68,75 % maiz-lenteja, 5%
semilla de uva fermentada y 20% Hylon® V), respectivamente. La distribucién
porcentual del almidén total varié en 15,15y 27,40% de amilosa y entre 72,60 y 84,85%
de amilopectina. Estos resultados, ponen en evidencia que, las muestras con mayor
proporcion de Hylon® V (20%) en las formulaciones tienden a un mayor contenido de
almidon total y almiddn resistente, debido al Hylon® V que contiene 85,75 g/100g de
almidon total y de 26,51% de almiddn resistente (ensayos propios), por lo cual, las fuentes
de almidon total y de almiddn resistente son la mezcla maiz y lenteja méas el Hylon® V,
mientras que la semilla de uva fermentada no contribuye en la cantidad de almidon total

ni almiddn resistente.
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El andlisis estadistico establecié que, para el almiddn total, la muestra control cruda es
significativamente diferente entre las diferentes formulaciones con excepcion de la
muestra CS-SdF-Raw?2. En tanto, para el almidon resistente, la muestra control cruda fue
estadisticamente diferente entre las demas formulaciones con excepcion a la muestra CS-
SdF-Rawl. Se ha observado diferencia estadistica entre las mismas formulaciones para
el almidon total y las formulaciones con 5% de Hylon® V son estadisticamente diferentes
con las formuladas con 20% de Hylon® V para el almiddn resistente. Estos analisis dan
cuenta nuevamente, que la distribucion de amilosa y amilopectina en las formulaciones
son procedentes del maiz y lenteja mas el Hylon® V, que contiene 55%
de amilosa segun ficha técnica (INGREDION, 2020). Todas las formulaciones
presentaron mayor concentracion de amilopectina que amilosa, en una proporcién de 1:3
y 1:4. Las muestras que se incluyen con el 20% de Hylon® V independientemente del
resto de ingredientes se destacan con mayores cantidades de amilosa (CS-SdF-Raw?2 y
CS-SdF-Raw4), mientras que las muestras que se incluyen con el 5% de Hylon® V
alcanzaron mayores cantidades de amilopectina (CS-SdF-Raw1l y CS-SdF-Raw3) (tabla

32).

Efecto de la extrusion

En relacion con el efecto de la extrusion sobre el almidén total, no hay diferencia
significativa (p<0,05) entre las muestras crudas y extruidas en todas las formulaciones.
La cantidad de almidon total en harinas extruidas varié entre 41,83 y 56,21 g/100g
correspondientes a las muestras CS-SkF-Ext3 (68,75 % de mezcla maiz y lenteja, 20%
semilla de uva fermentada y 5% de Hylon® V) y CS-SkF-Ext2 (68,75% de mezcla maiz
y lenteja, 5% semilla de uva fermentada y 20% de Hylon® V), respectivamente, donde
claramente el Hylon® V (85,75% de almiddn total) y la proporcion de maiz y lenteja

mantienen el equilibrio del almidon total para el proceso de extrusion, sin embargo, una
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mayor proporcion de semilla de uva fermentada afectaria el equilibrio del almidon total.
Frente a estas experiencias, otros autores (Arribas et al., 2019b) mencionaron que la
disminucion del almidon total se debe a la incorporacion de algunas legumbres como
frijol y frutos de algarroba, por ello, la importancia del equilibrio necesario en la
composicion de almidon total a fin de conllevar un proceso de extrusion fiable y
tecnoldgicamente factible, tal como afirmaran otros estudios (Ek et al., 2021; Moscicki
et al., 2013). Las variaciones del almiddn total se deben a que el Hylon® V contribuye
amilosa en 56,93% (ensayo propio) y amilopectina disminuye en 43,07% (ensayo propio),
ya que la incorporacién de semilla de uva fermentada supone una influencia negativa
sobre la relacion amilosa:amilopectina, que es condicionante tecnologico para el
desarrollo satisfactorio del proceso de extrusion, por lo cual, el incremento de la amilosa
es debido al alto contenido de amilosa del Hylon® V (hasta 55%) que otros autores
también mencionaron (Btaszczak et al., 2007; Khachatryan et al., 2014). Se han visto
estudios (Arribas et al., 2019b; Ek et al., 2021) con una relacion optima de amilosa:
amilopectina de 1:3 a 1:4. Las harinas objeto de estudio, formuladas con maiz y lenteja,
semilla de uva fermentada mas Hylon® V, poseen propiedades adecuadas desde el punto
de vista tecnolodgico, ya que la relacién amilosa: amilopectina esta entre 1:3 a 1:4. La
amilosa en estas proporciones, contribuye en la capacidad de interactuar con moléculas
hidrofobicas formando complejos de inclusion, muy propicios para la fibra dietética y

como sistemas de suministro de compuestos bioactivos (Di Marco et al., 2022).

El contenido de almidon resistente en las muestras extruidas vario de 1,11y 2,70 g/100g
correspondientes a las formulaciones CS-SdF-Ext3 y CS-SdF-Ext4, respectivamente.
Connotandose una disminucion significativa (p<0,05) de 45,0% (CS-SdF-Ext3) y 80,0%
(CS-SdF-Ex2) después de la extrusion, comparados con sus pares crudas (tabla 31). Estos

resultados, concuerdan con otros estudios en muestras con lentejas (Blandino et al., 2023)
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donde, la extrusion-coccion provoca una desintegracion total de la estructura del almidon,
debido a las altas fuerzas de cizallamiento y altas temperaturas, promoviendo asi la
gelatinizacion casi completa del almidon, lo que es perjudicial para la estabilidad del
almidon resistente. Asi mismo, estos resultados se justifican por la presencia de Hylon®
V rico en amilosa, por el cual se han mencionado que la amilosa esta asociada con el

aumento del almidon resistente (Li, et al., 2023).

5.3.6. Compuestos fendlicos (Fenoles, flavonoides y antocianinas totales)
Los resultados de los compuestos fendlicos (fenoles totales, flavonoides y antocianinas
totales) en las muestras de harinas crudas y extruidas a partir de maiz y lenteja

enriquecidas con semilla de uva fermentada y Hylon® V, se presentan en la tabla 34.

Tabla 34. Fenoles, Flavonoides y Antocianinas totales en harinas de maiz y lenteja
(70:30) con incorporacion de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y
Hylon® V

Antocianinas Totales
(mg cianidina-3-
glucdsido/100 g)

Flavonoides totales
(mg EQ /100g)

Fenoles Totales

Muestras (mg GAE/100g)

Formulaciones crudas

Control cruda 307,30 + 11,60%® 49,28 + 2,088 0,16 + 0,01%®
CS-SdF-Rawl 424,38 + 4,188 51,00 + 1,518 0,33 + 0,018
CS-SdF-Raw2 375,85 + 15,078 43,78 + 3,912 0,30 + 0,028
CS-SdF-Raw3 950,51 + 15,88°8 57,74 + 1,23 1,06 + 0,08
CS-SdF-Raw4 899,38 + 31,055 50,17 + 3,508 1,03 + 0,048
Formulaciones extruidas

Control extruida 290,13 + 13,5084 40,43 + 2,88bcA 0,06 + 0,012
CS-SdF-Ext1 357,17 + 2,63 38,34 + 1,64~ 0,08 + 0,012
CS-SdF-Ext2 340,29 + 6,544 31,83 +2,5124 0,08 + 0,012
CS-SdF-Ext3 732,36 + 29,05¢A 44,61 + 0,504 0,48 + 0,03~
CS-SdF-Ext4 696,28 + 38,314 41,42 + 1,000 0,59 +0,03¢A

Los valores son la media + desviacidn estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minusculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.
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Efecto de la formulacion

En la tabla 35, se presentan los resultados correspondientes a la contribucion de cada uno
de los ingredientes que forman parte de las formulaciones de las muestras crudas,
relacionados al contenido de fenoles totales, flavonoides y antocianinas totales en cada
una de las muestras.

Tabla 35. Contribucion de los ingredientes al contenido de fenoles totales, flavonoides

y antocianinas totales en harinas crudas formuladas con semilla de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y Hylon® V

Cédigo Valo.r medio qurte teéripo Aporte semilla uva
unidades maiz y lenteja fermentada *

Fenoles totales (mg GAE/100g)
Control cruda 307,30 307,30 0,00
CS-SdF-Rawl 424,38 274,52 149,86
CS-SdF-Raw2 375,85 225,35 150,50
CS-SdF-Raw3 950,51 225,35 725,16
CS-SdF-Raw4 899,38 176,19 723,19
Flavonoides totales (mg EQ/100g)
Control cruda 49,28 49,28 0,00
CS-SdF-Rawl 51,00 44,02 6,98
CS-SdF-Raw2 43,78 36,14 7,64
CS-SdF-Raw3 57,74 36,14 21,60
CS-SdF-Raw4 50,17 28,25 21,92
Antocianinas totales (mg cianidina-3-glucdsido/100g)
Control cruda 0,16 0,16 0,00
CS-SdF-Rawl 0,33 0,14 0,19
CS-SdF-Raw?2 0,30 0,12 0,18
CS-SdF-Raw3 1,06 0,12 0,94
CS-SdF-Raw4 1,03 0,09 0,94

*valores obtenidos por diferencia

El contenido de los fenoles totales en harinas crudas varié entre 375,85 a 950,51 mg
GAE/100g. Asi mismo, la cuantificacién de los flavonoides totales en harinas crudas, se
observaron una variaciéon que fluctué entre 43,78 a 57,74 mg QE /100g. En tanto, las
antocianinas totales en harinas crudas variaron entre 0,30 a 1,06 mg cianidina-3-
glucdsido/100g. En los tres analisis, las variaciones les correspondieron a las

formulaciones CS-SdF-Raw2 (68,75% maiz y lenteja, 5% de semilla de uva fermentada
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y 20% Hylon® V) y CS-SdF-Raw3 (68,75% de maiz-lenteja, 20% semilla de uva
fermentada y 5 % Hylon® V), respectivamente. La segunda posicién con mayor registro
de fenoles totales (899,38 mg GAE/100g), flavonoides totales (50,17 mg QE /100g) y
antocianinas totales (1,03 mg cianidina-3-glucésido/100g) fue la muestra CS-SdF-Raw4
(53,75% de maiz y lenteja, 20% semilla de uva fermentada y 20% Hylon® V). Estos
resultados, suponen una tendencia de incrementarse los fenoles, flavonoides y
antocianinas totales, cuando se aumenta la proporcién de semilla de uva fermentada (5 y
20%) independientemente de la proporcién maiz y lenteja, ya que las muestras con
mayores cantidades de fenoles totales son aquellos donde la proporciéon maiz y lenteja es
menor entre las formulaciones. Segun la tabla 35, en el analisis de contribucion de los
ingredientes, denota claramente, que la semilla de wuva fermentada aporta

significativamente la cantidad de fendlicos totales.

Segun el andlisis estadistico aplicado para los fenoles y antocianinas totales, hay
diferencia estadistica entre la muestra control cruda con las diferentes formulaciones. En
los flavonoides totales, la muestra control difiere significativamente con tres
formulaciones (CS-SdF-Raw2, CS-SdF-Raw3 y CS-SdF-Raw4) excepto la formulacién
CS-SdF-Rawl. Asi mismo, la variacion estadistica entre las formulaciones, fueron
significativamente diferentes en los fenoles totales. En cambio, los flavonoides totales
fueron estadisticamente diferentes en las formulaciones CS-SdF-Raw?2 y CS-SdF-Raw3
con las formulaciones CS-SdF-Rawl y CS-SdF-Raw4. Asi mismo, las antocianinas
totales fueron significativamente diferentes entre las formulaciones con 5 y 20% de
semilla de uva fermentada. En todos los casos, las formulaciones con mayor proporcion
de semilla de uva fermentada dispusieron la mayor cantidad de los compuestos fendlicos,
por el cual algunos autores mencionaron que la semilla, es donde se localiza

mayoritariamente los compuestos fenolicos de la uva en una proporcion de 60 a 70% y se
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encontrarian unidas y en forma insolubles y esterificadas a los componentes de la pared
celular, las mismas que ejercerian propiedades antioxidantes, potencialmente
beneficiosos para la salud humana (Ma & Zhang, 2017; Meini et al., 2021; Venkitasamy
et al., 2019). Otros autores también informaron que el contenido de los fenoles totales en
las semillas de uva oscila entre 325y 812 mg EAG/g (Ma & Zhang, 2017). En ese sentido,
los subproductos de la elaboracion del vino pueden mantener un alto contenido en
compuestos fenolicos debido a su extraccion incompleta durante la elaboracion del vino
(Rockenbach et al., 2011). Sin embargo, la concentracion de los compuestos fenolicos
dependerian del cultivo, practicas del vifiedo, el suelo y el clima donde fueron producidos
(Brillante et al., 2015). Asi mismo, la lenteja en particular es portador de compuestos

fenolicos, mencionados también en otros estudios (Ciudad-Mulero et al., 2018).

En forma general, existe una diferencia significativa en el contenido de fendlicos totales
en funcién del porcentaje de subproducto de uva incorporado. Por lo tanto, se evidencia
el aporte significativo por parte de la semilla de uva fermentada de la variedad Cabernet
Sauvignon en los contenidos de fenoles, flavonoides y antocianinas totales en las harinas
analizadas (tabla 35), debido a que las semillas de uva son ricas en flavonoides (Ma &
Zhang, 2017). También se mencionaron (Kumar, Tian, & Harrison, 2022) que la semilla
de uvas, por su contenido de taninos podian configurar a las antocianinas para conseguir
pigmentos poliméricos utilizados en la coloracion durante la elaboracion de vinos, lo que
justifica la presencia de las antocianinas en las semillas de uva, en vista de que otros
autores aseguraron que las antocianinas solo se encontrarian en la piel de uva (Zhang et

al., 2017).

Efecto de la extrusion
El proceso de extrusion disminuyo significativamente el contenido de fenoles totales en
muestras con mayor proporcion de semilla de uva fermentada (20%) y una disminucion

182



Resultados y discusion

no significativa en formulaciones con menor proporciéon de semilla de uva fermentada
(5%). La cantidad de fenoles totales en harinas extruidas fluctuaron entre 340,29 a 732,36
mg GAE/100g, de la cual, el valor minimo correspondié a la muestra CS-SdF-Ext2
(68,75% maiz y lenteja, 5% semilla de uva fermentada y 20% Hylon® V) y el de mayor
valor correspondié a la muestra CS-SdF-Ext3 (68,75% de maiz y lenteja, 20% semilla de
uva fermentada y 5% Hylon® V). La disminucién de los fenoles totales, tras el proceso
de extrusion, pueden estar asociadas a las altas temperaturas alcanzadas (160°C) y la
velocidad de corte durante la extrusion, que acelera la degradacion y los cambios
estructurales de los acidos fenolicos (Leonard et al., 2021). Otros estudios, en harinas de
legumbres verificaron que, la disminucidon se debe a las altas temperaturas de coccion por
extrusion (Ciudad-Mulero et al., 2018). Por el contrario, otros autores publicaron un
mayor contenido de fenoles totales en extruidos de cereales enriquecidos con pulpa de
manzana, debido a la liberacidn en condiciones de alta temperatura y baja humedad de
los polifenoles que estan unidos a la matriz de fibra (Leonard et al., 2021), El efecto de la
extrusion estaria en funcion de muchas variables a considerar, como el tipo de compuestos
fenolicos, la diferencia de la naturaleza intrinseca de las materias primas y las condiciones
del proceso de extrusion junto a las caracteristicas de la matriz alimentaria (Brennan et

al., 2011; Leonard et al., 2021).

La extrusion, disminuyé significativamente los flavonoides después del proceso de
extrusion en todas las formulaciones con valores entre 31,83 a 44,61 mg QE/100g, que
corresponden a las muestras CS-SdExt2 y CS-SdExt3, respectivamente. Estos resultados,
suponen una disminucion entre 17,5 a 27,3% respecto a sus pares crudas. Otros estudios
relacionados con la extrusion sobre los flavonoides en harinas de lentejas, sostuvieron
una disminucion hasta en 87% y en el caso de subproductos de manzana variedad Pink

lady aumentd desde 24 a 33% (Sarka et al., 2021).
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El proceso de extrusion disminuyé significativamente la cantidad de las antocianinas
totales, con valores entre 0,08 mg cianidina-3-gluc6sido/100g (en las muestras CS-SdF-
Extl y CS-SdF-Ext2) a 0,59 mg cianidina-3-glucésido/100g (CS-SdF-Ext4),
connotandose como los de mayor valor a las formulaciones con mayor cantidad de semilla
de uva fermentada (20%). La disminucién en el contenido en antocianinas puede
asociarse también a las altas temperaturas y altas presiones por las tensiones de
cizallamiento, que pueden acelerar las reacciones quimicas y las pérdidas de ingredientes
funcionales (Hirth et al., 2014). Se puede afirmar que una mayor proporcion de semilla
de uva podria incrementar la cantidad de antocianinas en el producto, tal como mencionan
otros investigadores (Neder-Suarez et al., 2021), donde las condiciones Optimas de
extrusion (temperatura, velocidad de tornillo, humedad y la matriz alimentaria) podrian

permitir la retencién de antocianinas.
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5.4. HARINAS (Maiz y Lenteja) CON INCORPORACION DE SEMILLA DE UVA

(Chardonnay)

NO FERMENTADA Y HYLON® V:

HIDROCARBONADA Y COMPUESTOS FENOLICOS

FRACCION

La formulacion de las harinas con base de maiz y lenteja en proporcion de 70:30,

enriquecidas con semilla de uva blanca Chardonnay, tanto para muestras crudas como

extruidas, se presenta en la tabla 36. Recordemos que la presencia de sal y azlcar esta

condicionada a aspectos tecnoldgicos que intervienen en el proceso de extrusion, tal y

como se ha comentado en los apartados anteriores.

de semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V (g/1009)

Tabla 36. Formulacion de harinas de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion

o Maiz y Semilla de uva no Almidon sal  Aztcar Total
Codificacion Lenteja Fermentada Hylon® V % % (%)
% % %

Cruda Ch-Sd-Rawl
Extruida  Ch-Sd-Extl 83,75 5,00 5,00 1,25 5,00 100,00
Cruda Ch-Sd-Raw?2
Extruida  Ch-Sd-Ext2 68,75 5,00 20,00 1,25 5,00 100,00
Cruda Ch-Sd-Raw3
Extruida  Ch-Sd-Ext3 68,75 20,00 5,00 1,25 5,00 100,00
Cruda Ch-Sd-Raw4
Extruida  Ch-Sd-Extd 53,75 20,00 20,00 1,25 5,00 100,00

A continuacion, se presentan y discuten los resultados obtenidos del andlisis de distintos

componentes en las harinas descritas anteriormente.
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5.4.1. Fibra dietética
El contenido de la fibra dietética (total, insoluble y soluble) de las muestras de harinas
crudas y extruidas con incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada se

presentan en la tabla 37.

Tabla 37. Contenido de Fibra Insoluble (FI), Soluble (FS) y Total (FT) en harinas

de maiz y lenteja (70:30) incorporada con semilla de uva Chardonnay no

fermentada y Hylon® V
Muestras g/fOIOg g/lFOSOg g/EJOQ

Formulaciones crudas

Control cruda 13,37 + 0,54% 1,52 + 0,08 14,86 + 0,578
Ch-Sd-Rawl 15,37 + 0,67°8 1,66 + 0,182 17,02 + 0,748
Ch-Sd-Raw2 16,27 + 0,558 1,74 + 0,084 18,00 * 0,454
Ch-Sd-Raw3 22,67 +0,81°A 1,79 + 0,08 24,31 +0,13%A
Ch-Sd-Raw4 22,88 + 1,064 1,81+ 0,12 24,62 + 0,804
Formulaciones extruidas

Control extruida 10,76 + 0,56 2,44 + 0,298 13,25 + 0,64
Ch-Sd-Extl 13,26 + 0,66"A 2,24 + 0,098 15,50 + 0,75
Ch-Sd-Ext2 14,98 + 0,32°A 2,51 +0,31%8 17,56 + 0,314
Ch-Sd-Ext3 21,95 + 0,059 2,26 + 0,298 24,35 + 0,25
Ch-Sd-Ext4 21,78 + 0,509 2,85+ 0,158 24,58 + 0,2294

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice  diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras mindsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacién.

Efecto de la formulacion

Las harinas crudas formuladas con semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon®
V, presentaron contenidos de FT entre 17,02 y 24,62 g FT/100g siendo la FI la fraccién
mayoritaria con contenidos entre 1537 y 22,88 g FI/100g, respectivamente,
correspondientes en ambos casos a las muestras Ch-Sd-Rawl y Ch-Sd-Raw4,
respectivamente. En tanto la FS fue la fraccion minoritaria, alcanzando en las muestras

valores de 1,66 y 1,81 g FS/100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Rawl y Ch-Sd-
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Raw4, respectivamente (tabla 37). Como se comentd en capitulos anteriores, diversos
estudios de formulaciones con legumbres presentaron cantidades superiores de Fl e
inferiores de FS, como el caso de formulaciones con frijol negro (Berrios et al., 2002),
lenteja (Berrios et al., 2010; Ciudad-Mulero et al., 2018; Morales, Cebadera-Miranda, et
al., 2015), arroz, frijol y algarroba (Arribas et al., 2019a), garbanzo y arroz (Ciudad-
Mulero et al., 2022), semilla de lupino (Zhong, Fang, Wahlqvist, Hodgson, & Johnson,
2019), entre otros, por lo que se ratifica, que la semilla de uva no fermentada también es
responsable de la cantidad mayoritaria de la FI en comparacién con la muestra control
(13,37 g F1/100g), ya que estudios previos han encontrado valores de hasta 92,4% de fibra

dietética en semillas de uva (Pathania & Kaur, 2022).

Segun la valoracidn estadistica, el contenido de FT, FI son significativamente diferentes
entre la harina control y las distintas formulaciones. Asi mismo, hay diferencia estadistica
entre las formulaciones con incorporacion de 5% (Ch-Sd-Raw1, Ch-Sd-Raw2) y 20%
(Ch-Sd-Raw3, Ch-Sd-Raw4) de semilla de uva no fermentada en la Fl y la FT. Respecto
a la fraccion de FS, se observaron diferencias estadisticas (p<0,05) entre el control y el
resto de las formulaciones excepto la muestra Ch-Sd-Raw1 (formulado con 5% semilla
de uva no fermentada mas 5% de Hylon® V). No se observaron diferencia estadistica

entre el resto de las formulaciones estudiadas entre si (tabla 37).

En la tabla 38, se muestran la contribucién de cada uno de los ingredientes de las
formulaciones al contenido de cada una de las fracciones de fibra (insoluble y soluble) y

fibra total de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 38. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de fibra dietética en
harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con semilla de uva Chardonnay

no fermentada y Hylon® V
Cédigo Fibra analiz.ada Apo[’te Fibra_de Aporte Fibra de semilla  Aporte Fibra
(valor medio) maiz y lenteja uva no fermentada * de Hylon® V
Fibra Total
Control cruda 14,86 14,86 0,00 0,00
Ch-Sd-Raw1l 17,02 13,27 3,15 0,60
Ch-Sd-Raw2 18,00 10,90 4,71 2,39
Ch-Sd-Raw3 24,31 10,90 12,81 0,60
Ch-Sd-Raw4 24,62 8,52 13,71 2,39
Fibra Insoluble
Control cruda 13,37 13,37 0,00 0,00
Ch-Sd-Rawl 15,37 11,94 2,90 0,53
Ch-Sd-Raw2 16,27 9,80 4,34 2,13
Ch-Sd-Raw3 22,67 9,80 12,34 0,53
Ch-Sd-Raw4 22,88 7,67 13,08 2,13
Fibra Soluble
Control cruda 1,52 1,52 0,00 0,00
Ch-Sd-Raw1l 1,66 1,36 0,24 0,06
Ch-Sd-Raw2 1,74 1,11 0,40 0,23
Ch-Sd-Raw3 1,79 1,11 0,62 0,06
Ch-Sd-Raw4 1,81 0,87 0,71 0,23

*yvalores obtenidos por diferencia

El aporte de la fibra dietética por parte de los ingredientes en las distintas formulaciones
crudas procedentes de maiz y lenteja fue proporcional al porcentaje incorporado en cada
formulacion (tabla 38). Asi mismo se ha valorado la contribucion porcentual de cada uno

de los ingredientes en la fibra total (FT) de las distintas formulaciones (figura 38).
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FIBRATOTAL

B Maiz-Lenteja ®Semilla de uva no fermentada O Hylon V

100,00
80,00 —
60,00 —
40,00 —
20,00 —
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FORMULACIONES

PROPORCION DE FIBRA (%)

Figura 38. Contribucién porcentual de fibra total procedente de maiz y lenteja, semilla
de uva no fermentada y Hylon® V en harinas crudas

La contribucion porcentual de la fibra dietética total por parte de los ingredientes en las
formulaciones de harinas crudas con incorporacion de semilla de uva no fermentada, son
similares a los observados en los apartados anteriores (figura 38). Por lo tanto, la semilla
de uva no fermentada también es el principal ingrediente responsable en el contenido de
la fibra dietética especialmente FI en las muestras estudiadas (tabla 37), tal como se ha
mencionado anteriormente, las semillas de uvas contienen alrededor de 92,4% de fibra
dietética (Pathania & Kaur, 2022), principalmente lignina y hemicelulosa (Prado et al.,

2014).

Efecto de la extrusion
La Fl y la FT fueron significativamente diferentes entre la harina control y las distintas
formulaciones extruidas. Las formulaciones con 20% de semilla de uva no fermentada

fueron estadisticamente similares entre si, en cambio las formulaciones con 5% de semilla
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de uva no fermentada se observo una disminucion estadisticamente significativa tras la
extrusion. En cuanto a la FS, se observé que hay diferencia estadistica en todas las
formulaciones, aumentando el contenido tras la extrusion. El efecto de la extrusion no fue
estadisticamente significativo en la cantidad de la FT, excepto la muestra Ch-Sd-Ext1,
presentando valores entre 15,50 y 24,58 g FT/100g correspondientes a las muestras Ch-
SdF-Extl y Ch-SdF-Ext4, respectivamente. Al igual que se observé para las harinas
crudas, la FI fue la fraccion mayoritaria con valores entre 13,26 y 21,95 g FI/100g,
correspondientes a las muestras Ch-SdF-Extl y CS-SdF-Ext3, respectivamente. Si bien
se observé una disminucion en la cantidad de Fl en las harinas con 20% de semilla de uva
no fermentada, no fueron estadisticamente significativos, probablemente debido a que la
FI muchas veces no experimentan una transformacion de fase o solo pasan por un
pequefio cambio de fase, debido al calor y cizallamiento tipico de los procesos de
extrusion, ya que los enlaces de hidrogeno adicionales en las cadenas moleculares y su
rigida estructura molecular no consigue la transicion vitrea de la celulosa seca en

condiciones de 120 a 160°C, mas bien si lo hace desde 250°C (Ek, Baner, et al., 2020).

El contenido de la FS se incrementd significativamente en todas las formulaciones
respecto a sus pares crudas las mismas que fluctuaron entre 2,24 y 2,85 g FS/100g
correspondientes a las muestras Ch-Sd-Extl y Ch-Sd-Ext4, respectivamente. Se ha
evidenciado, una redistribucién de las fracciones insoluble y soluble tras el proceso de
extrusion, ya que la tendencia fue a incrementar la FS y disminuir la FI en la mayoria de
las formulaciones. Estos fendmenos, son debidos a que la fibra sufre modificaciones en
sus propiedades fisicoquimicas y bioquimicas por efecto de la extrusion para lograr la
degradacion de macromoléculas, como los enlaces glucosidicos, promoviendo la
conversion de Fl a FS (Guo et al., 2018; Wang et al., 2022). Asi mismo, la presencia del

agua que juega un papel importante en la entrega de la harina durante el proceso de
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extrusion, puesto que las muestras con menos humedad tienden aumentar la presion, la
fuerza de friccion y la fuerza de corte en la camara del tornillo, lo cual resulta en la
promocion de transformacion de la Fl a FS (Guo et al., 2018). Asi mismo, se ha observado
que las formulaciones con 5 y 20% de Hylon® V, una tendencia estadisticamente
diferente en la cantidad de FS, donde las formulaciones con 20% de Hylon® V,
presentaron valores mayores gque los formulados con 5% de Hylon® V. Estas variaciones
predicen que, las harinas con mayor cantidad de Hylon® V (20%) serian los que
presentaron incrementos en la FS, poniendo en evidencia que la baja proporcion de
Hylon® V, disminuye ligeramente 0 mantiene con leves cambios el contenido de la FS,
probablemente debido a la poca capacidad de la amilosa en formar complejos de inclusion
para la fibra dietética, cuando la amilosa esta presente en menores cantidades (Di Marco
et al., 2022). Asi mismo, las condiciones de extrusion como la humedad total repercuten
en efectos mas significativos en la promocion de la FS, seguido de la temperatura en el
barril, la significancia de estas condiciones se intensifican a través de efectos interactivos

de la velocidad del tornillo y la humedad total en el barril (Zhong et al., 2021).

5.4.2. Carbohidratos Disponibles Totales

Los resultados correspondientes al andlisis de Carbohidratos disponibles totales (CDT),
cuantificados por espectrofotometria como g glucosa cada 100g de harina, en las muestras
de harinas crudas y extruidas con incorporacién de semilla de uva Chardonnay no

fermentada y Hylon® V, se presentan en la tabla 39.
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Tabla 39. Carbohidratos disponibles totales (CDT) en harinas de maiz y lenteja (70:30),

incorporadas con semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V

Carbohidratos Totales Disponibles

Muestras g glucosa/100g

Formulaciones crudas

Control cruda 67,10 + 2,82¢A
Ch-Sd-Rawl 60,72 + 3,534
Ch-Sd-Raw2 62,10 + 3,620cA
Ch-Sd-Raw3 50,88 + 1,434
Ch-Sd-Raw4 53,38 + 1,428
Formulaciones extruidas

Control extruida 71,46 + 3,73%
Ch-Sd-Extl 66,62 + 1,538
Ch-Sd-Ext2 69,13 + 0,82¢B
Ch-Sd-Ext3 59,91 + 0,812
Ch-Sd-Ext4 63,13 +1,13%B

Los valores son la media + desviacion estandar. Los valores medios en la misma columna seguidos de un superindice
diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras mindsculas en superindice significan diferencias entre
todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras mayudsculas en
superindice significan diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.

Efecto de la formulacion
En la tabla 40, se muestran los resultados correspondientes a la contribucion de
carbohidratos disponibles totales de cada uno de los ingredientes que forman parte las

distintas formulaciones de harinas.

Tabla 40. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Carbohidratos
disponibles totales (CDT) en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con
semilla de uva Chardonnay no fermentado y Hylon® V

Cédigo CDT _ Ap?rte de C_DT Aporte CDT
(valor medio) maiz y lenteja * Hylon® V
Control cruda 67,10 67,10 0,00
Ch-Sd-Rawl 60,72 56,36 4,36
Ch-Sd-Raw2 62,10 44,65 17,45
Ch-Sd-Raw3 50,88 46,52 4,36
Ch-Sd-Raw4 53,38 35,93 17,45

*yvalores obtenidos por diferencia
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El contenido de CDT en las formulaciones de harinas crudas vario entre 50,88 a 62,10 g
glucosa/100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Raw3 (68,75% maiz y lenteja, 20
% semilla de uva no fermentada mas 5 % Hylon® V) y Ch-Sd-Raw?2 (68,75% maiz y
lenteja, 5% semilla de uva no fermentada mas 20% Hylon® V), respectivamente. Se
puede observar que la variacion en el contenido de CDT esta en funcion de la mezcla
maiz y lenteja (tabla 40), sin embargo, existe un ligero incremento en las formulaciones
con el 20% de Hylon® V (tabla 39). Al respecto, como se han comentado anteriormente,
el Hylon® V se constituye como un ingrediente con 55% de amilosa (INGREDION,
2020), donde mayor contenido de amilosa en los almidones da como resultado fracciones
mas grandes de almidon resistente (Sun et al., 2017), por el cual no serian carbohidratos
disponibles y tampoco cuantificables por el método de la antrona, sin embargo, estudios
previos mencionaron que el contenido de amilosa es el principal factor que afecta la
formacion y el contenido de almidon resistente, donde almidones con el 70% de amilosa
proponian la cantidad de almiddn resistente apreciable (Liu et al., 2023). Se puede
presumir que el Hylon® V contribuiria en parte en la cuantificacion de los CDT en las
harinas formuladas con este ingrediente. Por otro lado, la incorporacién de semilla de uva
no fermentada en las harinas crudas, no denotan una contribucion de CDT tal y como se

observo en el capitulo anterior.

Efecto de la extrusion
Para visualizar el efecto de la extrusion sobre los CDT, se presenta en la figura 39 la

comparacion de las harinas de diferentes formulaciones extruidas con sus pares crudas.
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Carbohidratos disponibles totales
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Figura 39. Comparacion de Carbohidratos disponibles totales en harinas crudas y

extruidas incorporadas con semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V

El efecto de la extrusion sobre los CDT supuso un incremento estadisticamente
significativo (p<0,05) en todas las formulaciones (tabla 39 y figura 39). Las cantidades
de CDT variaron a partir de 59,91 a 69,13 g glucosa/100g, correspondientes a las
formulaciones CS-SkF-Ext3 y CS-SKkF-Ext2, respectivamente. Los incrementos fueron
desde 9,7% y 18,3%, correspondientes a las muestras par CS-SdF-Raw1/CS-SdF-Extl y
CS-SdF-Raw4/CS-SdF-Ext4. Se puede observar, que las cantidades de CDT tras el
proceso de extrusion conllevan ligeramente la misma tendencia de sus pares crudas,
donde las muestras con 20% de Hylon® V elevan la cantidad de CDT respecto a los
formulados con 5% de Hylon® V. Este comportamiento, estaria condicionado por la
cantidad de amilosa presente en el Hylon® V (55%), que segun estudios previos tendrian
una correlacion correspondiente a menores cantidades de almidon resistente comparados
con almidones por encima de 70% de amilosa (Liu et al., 2023), lo que probablemente

estaria incrementando la cantidad de CDT en las muestras objeto de estudio. Asi mismo,
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el incremento de los CDT en todas las formulaciones tras la extrusion podria deberse
también a la presencia de semilla de uva en su estado no fermentada, ya que los efectos
termomecanicos de la extrusion podria contribuir en el contenido de los CDT, porque
segun Corbin et al (2015), el balance de masa de los carbohidratos en subproductos de la
uva variedad Cabernet Sauvignon sin fermentar, alcanzaron entre carbohidratos solubles
(20,7% p/p) y otros componentes insolubles (63,9% p/p), haciendo un total de 84,6% p/p

y total de carbohidratos 31,4% p/p.

5.4.3. Azucares solubles: Ciceritol y a-Galactosidos

El analisis de la fraccion de azUcares solubles por cromatografia liquida HPLC-IR,
permitio la identificacion y cuantificacion, en muestras de maiz y lenteja crudas y
extruidas enriquecidos con semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V, de:
ciceritol y los a-galactésidos rafinosa y estaquiosa cuyos resultados se presentan en la

tabla 41.

Tabla 41. Ciceritol y a-galactosidos en harinas de maiz y lenteja (70:30) con
incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V

Cédigo Ciceritol Rafinosa Estaquiosa
mg/100g mg/100g mg/100g

Formulaciones crudas
Control cruda 489,47 + 12,019~ 102,13 + 11,469 924,70 + 32,429~
Ch-Sd-Rawl 419,23 + 4,35 91,90 + 1,008 867,57 + 5,42¢A
Ch-Sd-Raw2 283,90 + 2,40~ 74,80 + 0,858 667,87 + 2,23
Ch-Sd-Raw3 281,50 + 13,584 73,53 + 0,354 665,70 + 5,09"*
Ch-Sd-Raw4 191,95 + 6,01°A 48,40 + 0,70*A 487,03 + 2,952
Formulaciones extruidas
Control extruida 580,64 + 26,6598 117,55 + 10,73¢B 1.059,22 + 99,038
Ch-Sd-Extl 423,87 +15,81°A 83,87 + 3,717 971,63 + 3,349
Ch-Sd-Ext2 380,53 + 7,258 65,73 + 2,012~ 750,85 + 15,918
Ch-Sd-Ext3 358,40 + 16,588 68,17 + 4,862 787,37 + 6,708
Ch-Sd-Ext4 233,23 + 19,0328 71,13 + 10,888 596,50 + 9,198

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); Las letras en superindice significan diferencias entre
todas las muestras analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras en superindice en mayudsculas
significan diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.

195



Resultados y discusion

Efecto de la formulacion

La cantidad de los tres oligosacaridos en harinas crudas variaron de la siguiente manera:
ciceritol entre 191,95 mg/100g a 419,23 mg/100g, la rafinosa entre 48,40 mg/100g a
91,90 mg/100g y la estaquiosa entre 487,03 mg/100g a 867,57 mg/100g, las tres
mediciones corresponden a las muestras Ch-Sd-Raw4 (formuladas con 53,75% de maiz
y lenteja, 20% de piel de uva fermentada mas 20% de Hylon® V) y Ch-Sd-Rawl,
(formuladas con 83,75% de maiz y lenteja, 5% de piel de uva fermentada mas 5% de
Hylon® V), respectivamente. Por lo tanto, es evidente que la mezcla maiz y lenteja
contribuye significativamente al contenido de oligosacaridos en las distintas
formulaciones de acuerdo a la proporcion afiadida tal como se observa en la tabla 41, por
el cual diversos autores hicieron mencion sobre el contenido de estos oligosacaridos en
las lentejas por su alta concentracién de oligosacaridos de la familia de la rafinosa
(Ciudad-Mulero et al., 2020; Elango et al., 2022; Kannan et al., 2021; Sharma et al.,

2022).

La mayor cantidad de a-galactésidos totales, se observé en la muestra Ch-Sd-Rawl
(83,75% de maiz y lenteja, 5% semilla de uva no fermentada méas 5% de Hylon® V) y la
menor cantidad en la muestra Ch-Sd-Raw4 (53,75% de maiz y lenteja, 20% semilla de
uva no fermentada mas 20% de Hylon® V). Tal como se observa en la figura 40, se
observa el comportamiento de los a-galactdsidos totales (rafinosa + estaquiosa), donde,
las formulaciones se distribuyen segun la proporcién de la mezcla maiz y lenteja y sobre
todo por la predominancia de la estaquiosa por considerarse el oligosacarido mayoritario.
Asi mismo, en la semilla de uva no fermentada como el Hylon® V, no se han encontrado

evidencia cientifica que demuestre contener oligosacaridos en su composicion.
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Figura 40. Comparacion de o-Galactosidos totales en harinas crudas y extruidas con

incorporacion de semilla de uva Chardonnay y Hylon® V

Efecto de la extrusion

Se observaron cantidades en ciceritol de 233,23 mg/100g y 423,87 mg/100g,
correspondientes a las muestras Ch-Sd-Ext4 y Ch-Sd-Ext1, respectivamente. La rafinosa
fluctu6 de 65,73 mg/100g y 83,87 mg/100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Ext2
y Ch-Sd-Extl, respectivamente. La estaquiosa varié de 600,43 mg/100g a 971,63
mg/100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Ext4 y Ch-Sd-Ext1, respectivamente.
Se observé un incremento significativo (p<0,05) en el contenido de ciceritol, estquiosa
tras la extrusion. En el caso de la rafinosa su contenido disminuyo significativamente
(p<0,05) en las formulaciones Ch-Sd-Extl y Ch-Sd-Ext2 por efecto de la extrusion,
mientras que se observo un incremento en la formulacion Ch-Sd-Ext4. Otros autores
(Frias et al., 2011) mencionaron que a temperaturas de 129°C, 135°C y 142°C, observaron

disminuciones en el contenido de rafinosa, debido a la ruptura de los enlaces
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furanosidicos (2-1) y que los azucares formados podrian interactuar con grupos de
proteinas con la consiguiente formacion de la reaccion de Maillard. En tanto el
incremento del ciceritol y de la estaquiosa se deberia, a que la alta presion y caida de
presion controlada e instantanea del proceso de extrusion, den lugar a la rotura de la pared
celular con el aumento de la porosidad y del area de superficie especifica, mejorando la
difusion del solvente dentro de la matriz, produciéndose una modificacion de la estructura
mecanica de la matriz del producto, lo que facilitaria la extraccion de estos azucares
solubles (Morales, Berrios, et al., 2015). Finalmente, el contenido de los a-galactdsidos
totales aumento significativamente (p<0,05) en todas las formulaciones extruidas, en
comparacion con sus pares crudas (figura 40), repercusion observable por el incremento
de la estaquiosa, como el a-galactésido de mayor predominancia en las muestras

extruidas.

5.4.4. Arabinoxilanos
Los resultados correspondientes al contenido de arabinoxilanos (extractables y totales) en
las muestras de harinas crudas y extruidas enriquecidas con semilla de uva fermentada y

Hylon® V se presentan en la tabla 42.
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Tabla 42. Arabinoxilanos extractables y totales en harinas de maiz y lenteja (70:30) con
incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V

Muestras Extractables Totales
g/100g g/100g

Formulaciones crudas
Control cruda 0,93 + 0,059 5,14 + 0,25%A
Ch-Sd-Rawl 0,83 £ 0,034 5,26 + 0,214
Ch-Sd-Raw2 0,67 + 0,06°A 7,43 +0,199%
Ch-Sd-Raw3 0,68 + 0,034 4,47 + 0,428
Ch-Sd-Raw4 0,53 + 0,022 6,62 + 0,574
Formulaciones extruidas
Control extruida 1,60 +0,21°8 6,64 + 0,43%8
Ch-Sd-Ext1 1,41 + 0,038 6,95 + 0,65%
Ch-Sd-Ext2 1,20 + 0,08%B 9,32 + 0,988
Ch-Sd-Ext3 1,19 + 0,02%8 5,86 + 0,59%8
Ch-Sd-Ext4 0,91 +0,13% 8,49 + 0,338

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minGsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacién.

Efecto de la formulacion

Asi mismo, en la tabla 43, se muestran los resultados correspondientes a la contribucion
de cada uno de los ingredientes de la formulacién en el contenido de cada una de las
fracciones de arabinoxilanos (extractables y totales) de las muestras de harinas crudas

analizadas.
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Tabla 43. Contribucion (g/100g) de cada ingrediente al contenido de Arabinoxilanos en
harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), enriquecidas con semilla de uva Chardonnay

no fermentada y Hylon®V
Cédigo AX _ Agorte de AX Aporte de AX
(valor medio) maiz y lenteja * Hylon® V

Arabinoxilanos Totales

Control crudas 4,78 4,78 0,00
Ch-Sd-Rawl 5,26 4,28 0,98
Ch-Sd-Raw2 7,43 3,50 3,93
Ch-Sd-Raw3 4,47 3,49 0,98
Ch-Sd-Raw4 6,62 2,69 3,93
Arabinoxilanos Extractables

Control crudas 0,93 0,930 0,000
Ch-Sd-Raw1l 0,83 0,828 0,002
Ch-Sd-Raw2 0,67 0,662 0,008
Ch-Sd-Raw3 0,68 0,678 0,002
Ch-Sd-Raw4 0,53 0,522 0,008

*valores obtenidos por diferencia

El contenido de los arabinoxilanos totales fue superior que los arabinoxilanos extractables
(solubles en agua) segln se observa en la tabla 42. El contenido de los arabinoxilanos
extractables varié entre 0,53 a 0,83 g/100g, correspondientes a las harinas crudas Ch-Sd-
Raw4 (53,75% maiz y lenteja, 20% semilla uva no fermentada y 20% Hylon® V) y Ch-
Sd-Rawl (83,75% maiz-lenteja, 5% semilla uva no fermentada y 5% de Hylon® V),
respectivamente (tablas 36 y 42). Estas formulaciones, evidencian que el contenido de
arabinoxilanos extractables en las formulaciones, esta influenciada por la cantidad de la
mezcla maiz y lenteja, connotandose que, a mayor cantidad de maiz y lenteja en la
formulaciéon, se observa una mayor cantidad de arabinoxilanos extractables,
independientemente de la contribucion de arabinoxilanos extractables procedentes del
Hylon® V (0,04 g/100g). Estos resultados, pueden ser coherentes con las afirmaciones
previas, donde mencionaron el aporte de arabinoxilanos solubles en agua (extractables)
procedente de la lenteja (Ciudad-Mulero et al., 2018), sin embargo, se han mencionado

que la solubilidad de los arabinoxilanos se ve afectada segln la estructura especifica del
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arabinoxilano, el procedimiento de extraccion/tratamientos utilizados y el tipo de enlace

con otros tejidos de células vegetales (Zannini et al., 2022).

El contenido de arabinoxilanos totales (tabla 42) en las muestras crudas oscilé entre 4,47
a 7,43 g/100g, correspondientes a las harinas Ch-Sd-Raw3 (68,75% maiz y lenteja, 20%
semilla uva no fermentada y 5% Hylon® V) y Ch-Sd-Raw?2 (68,75% maiz-lenteja, 5%
semilla uva no fermentada y 20% Hylon® V), respectivamente, tal y como se observo en
las formulaciones enriquecidas con piel y semilla de uva. La mayor concentracion de
arabinoxilanos totales se observé a las muestras formuladas con mayor proporcion de
Hylon® V (20%), debido al aporte de arabinoxilanos totales procedente del Hylon® V
(19,66 g/100g), ya que el maiz (de donde se elabora el Hylon® V) se considera una buena
fuente de arabinoxilanos (Zannini et al., 2022). Asi mismo, se observo que el aporte de
los arabinoxilanos totales debido al porcentaje de la mezcla maiz y lenteja, siguio la
misma tendencia observada por los arabinoxilanos extractables (tabla 43). En ese sentido,
algunos autores, aseguraron la presencia los arabinoxilanos en harinas de lenteja (Camara

et al., 2017; Ciudad-Mulero et al., 2018).

Efecto de la extrusion

El efecto de la extrusion sobre los arabinoxilanos extractables y totales, ha demostrado
un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) en todas las formulaciones (tabla
42). Se han observado que los arabinoxilanos extractables, experimentaron un
incrementaron de 72,6% a 119,9% (Ch-Sd-Raw4/Ch-Sd-Ext4 y Ch-Sd-Raw2/Ch-Sd-
Ext2) tras el proceso de extrusion. Asi mismo, en el caso de los arabinoxilanos totales se
observo también un incremento significativo tras la extrusion de 28,1% a 67,3% (Ch-Sd-
Raw4/Ch-Sd-Ext4 y Ch-Sd-Raw3/Ch-Sd-Ext3). Como se habia mencionado en los
apartados anteriores, estos incrementos estuvieron de acuerdo con estudios (Demuth et
al., 2020), realizados en trigo y centeno. Estos autores compararon los diferentes procesos
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mecanicos (de extrusion) y ratificaron, que el proceso de extrusion producia incrementos
en los arabinoxilanos, debido a las condiciones propias del proceso como la alta
temperatura, altas velocidades del tornillo promovieron el aumento en el rendimiento de
extraccion de los arabinoxilanos de bajo peso molecular (Demuth et al., 2020; Fadel,

Ashworth, et al., 2018).

5.4.5. Almiddn Total (amilosa y amilopectina) y Almidon Resistente

Los contenidos de almidén total (amilosa y amilopectina) y almiddén resistente
cuantificados por espectrofotometria en muestras de harinas crudas y extruidas de maiz-
lenteja enriquecidos con semilla de uva no fermentada y Hylon® V se presentan en la

tabla 44.

Tabla 44. Almidon Total y Almidon Resistente en harinas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de semilla de uva Chardonnay no fermentada y Hylon® V

Muestra Almé(/jfgo'gll'otal Almldg?llggslstente

Formulaciones crudas

Control crudas 54,36 + 2,554 3,18+ 0,176
Ch-Sd-Rawl 47,85 + 2,643 2,51 + 0,208
Ch-Sd-Raw?2 55,68 + 0,804 5,62 + 0,95%
Ch-Sd-Raws3 43,24 + 0,663 2,03+0,18%
Ch-Sd-Raw4 47,80 + 3,56 5,37 +0,43%
Formulaciones extruidas

Control extruidas 54,65 + 2,724 0,48 + 0,062
Ch-Sd-Extl 53,33 + 2,708 1,34 +0,07°A
Ch-Sd-Ext2 54,03 + 0,78°A 1,81 + 0,48
Ch-Sd-Ext3 45,83 + 1,25 1,37 £ 0,26~
Ch-Sd-Ext4 49,52 + 3,384 1,70 + 0,43~

Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minudsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacién), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusién para la misma formulacion.
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En la tabla 45 se presentan las proporciones porcentuales de amilosa y amilopectina,
constituyentes del almidon, para lo cual se han determinado la amilosa por
espectrofotometria y posteriormente la cantidad de la amilopectina se determind por

diferencia.

Tabla 45. Proporcion de Amilosa y Amilopectina en la fraccion de almidon de harinas

de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion de semilla de uva Chardonnay no

fermentada y Hylon® V
Amilosa Amilopectina?
Muestra % %

Formulaciones crudas
Control crudas 22,42 + 2 17°A 77,58 £ 2,170A
Ch-Sd-Rawl 22,61 +0,72%A 77,39 £ 0,728
Ch-Sd-Raw?2 25,34 + 0,319 74,66 + 0,31%
Ch-Sd-Raw3 20,91 + 0,512 79,09 + 0,514
Ch-Sd-Raw4 21,10 £ 0,322 78,90 + 0,328
Formulaciones extruidas
Control extruidas 20,32 +1,39% 79,68 £ 1,399A
Ch-Sd-Extl 25,25+ 0,27¢8 74,75 £ 0,270A
Ch-Sd-Ext2 27,04 £ 0,099 72,96 + 0,094
Ch-Sd-Ext3 19,04 + 0,193 80,96 + 0,19
Ch-Sd-Ext4 22,40 + 0,318 77,60 + 0,31~

Los valores son la media *+ desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minudsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

@ La amilopectina se calculé por diferencia (100-amilosa).

Efecto de la formulacion
en la tabla 46, se muestran los resultados correspondientes a la contribucion de cada uno
de los ingredientes de la formulacion al contenido de almiddn total y almidén resistente

de las muestras de harinas crudas analizadas.
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Tabla 46. Contribucion de cada ingrediente al contenido de Almiddn total y Almidon
resistente en harinas crudas de maiz y lenteja (70:30), incorporadas con semilla de uva
Chardonnay no fermentada y Hylon® V

Aporte Aporte
Cédigo Valor medio maiz y lenteja Hylon® V

g/100g * g/100g
Almidén Total
Control crudas 54,36 54,36 0,00
Ch-Sd-Rawl 47,85 43,56 4,29
Ch-Sd-Raw?2 55,68 38,53 17,15
Ch-Sd-Raw3 43,24 38,95 4,29
Ch-Sd-Raw4 47,80 30,65 17,15
Almiddn Resistente
Control crudas 3,18 3,18 0,00
Ch-Sd-Rawl 2,51 1,18 1,33
Ch-Sd-Raw2 5,62 0,32 5,30
Ch-Sd-Raw3 2,03 0,70 1,33
Ch-Sd-Raw4 5,37 0,07 5,30

*valores obtenidos por diferencia

El contenido de almiddn total en las muestras crudas vari6 entre 43,24 y 55,68 g/100g,
correspondientes a las harinas formuladas Ch-Sd-Raw3 y Ch-Sd-Raw2, respectivamente,
observandose las mayores concentraciones de almidén total en las harinas formuladas con
20% de Hylon® V (contiene hasta 85,75 g almidén/100g) y la harina con el mayor
porcentaje de la mezcla maiz y lenteja (83,75% Ch-Sd-Raw1) (tabla 44). La distribucion
de la amilosa en cantidades porcentuales (tabla 45) para las muestras crudas vario entre
20,91y 25,34% (Ch-Sd-Raw3 y Ch-Sd-Rawz2, respectivamente) y la cantidad porcentual
de amilopectina vario entre 74,66 y 79,09% (Ch-Sd-Raw2 y Ch-Sd-Raw3,
respectivamente). Todas las formulaciones presentaron mayor concentracion de
amilopectina que la amilosa, en una proporcion de 3,4:1 tal y como se observo
previamente en las formulaciones de harinas con piel y semilla de uva fermentada. Se ha
observado, que la disminucion progresiva de la proporcién maiz y lenteja en las

formulaciones, disminuyen la relacién amilosa/amilopectina, debido a que el almiddn
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procede exclusivamente de la mezcla maiz y lenteja, siendo una de las razones, la
incorporacion de Hylon® V (5 0 20%) en cada una de las formulaciones con el fin de

compensar dicha relacion, que distintos autores determinaron relaciones de 3:1.

El contenido de almidon resistente en harinas crudas varié entre 2,03 y 5,62 g/100g,
correspondientes a las formulaciones Ch-Sd-Raw3 y Ch-Sd-Raw2, respectivamente.
Siendo las formulaciones con el 20% de Hylon® V las que consiguen mayores cantidades
de almidon resistente (tabla 44) en comparacion con las formuladas con el 5% de Hylon®
V, lo que supone una contribucion interesante de almidon resistente proveniente del
Hylon® V (hasta 26,51 g/100g). Por otro lado, es importante destacar que la
incorporacion de semilla de uva no fermentada no contribuye a las formulaciones en el

contenido de almidon total ni almiddn resistente presente en las formulaciones analizadas.

Desde el punto de vista estadistico, se observo diferencia estadistica (p<0,05) entre la
harina control y todas las formulaciones, sin embargo, las formulaciones con el 20 % de
Hylon® V (rico en amilosa) fueron estadisticamente similares entre si, lo que
contrarrestaria la disminucion del almidon resistente de las harinas de maiz y lentejas en

formulaciones con incorporacion de semilla de uva no fermentada.

Efecto de la extrusion

La extrusion supuso un incremento significativo en la cantidad de almidén total en las
formulaciones Ch-Sd-Ext1 y Ch-Sd-Ext3 respecto a sus pares crudas Ch-Sd-Raw1l y Ch-
Sd-Raw3. En tanto, las formulaciones Ch-Sd-Ext2 y Ch-Sd-Ext4 mantuvieron el
contenido de almidon total después de la extrusion (tabla 44). La amilosa aumento entre
6,2y 11,6 % (Ch-Sd-Ext4 y Ch-Sd- Ext 1) y disminuyd la amilopectina entre 1,6 y 7,8%
(Ch-Sd-Ext 4 y Ch-Sd-Ext 2) (tabla 45). La relacion de amilosa y amilopectina promedio
tras la extrusion fue de 3,5:1. Otros autores refirieron que las formulaciones adecuadas
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mantienen una relacion proporcional entre la relacion amilosa/amilopectina y la
proporcion del material procesado, con el fin de desarrollar texturas crujientes de buenos
atributos sensoriales (EK et al., 2021; Moscicki et al., 2013), debido a que la amilosa
conduce a una estructura de gel rugosa en capas y la amilopectina promueve la formacién
de una estructura fibrosa anisotropica en el extruido (Chen, Zhang, Zhang, Kaplan, &

Wang, 2022).

El efecto de la extrusion sobre el contenido de almidon resistente disminuyd
significativamente (p<0,05) de 32,5% (Ch-Sd-Ext3) a 68,3% (Ch-Sd-Ext4) respecto a sus
pares crudas, y estas cantidades vari6 de 1,34 y 1,81 g/100g correspondiente a las
formulaciones Ch-Sd-Extl y Ch-Sd-Ext2, respectivamente (tabla 44). Estos resultados,
concuerdan con otros estudios en muestras con lentejas (Blandino et al., 2023) donde, la
extrusién-coccion provoca una desintegracion total de la estructura del almidon, debido
a las altas fuerzas de cizallamiento y altas temperaturas, promoviendo asi la gelatinizacién

casi completa del almidon, lo que es perjudicial para la estabilidad del almidon resistente.

5.4.6. Compuestos fendlicos (Fenoles, flavonoides y antocianinas totales)
Los resultados de los compuestos fendlicos (fenoles totales, flavonoides y antocianinas
totales), cuantificados en las muestras de harinas crudas y extruidas objeto de estudio, se

presentan en la tabla 47.
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Tabla 47. Fenoles, Flavonoides y Antocianinas totales en harinas de maiz y lenteja

(70:30) con incorporacion de semilla de uva Chadonnay no fermentada y Hylon® V

Muestras

Fenoles Totales
(mg GAE/100g)

Flavonoides totales
(mg EQ /100g)

Antocianinas Totales

(mg cianidina-3-
glucosido/100 g)

Formulaciones crudas

Control cruda 307,30 + 11,60% 49,28 + 2,08% 0,16 + 0,012
Ch-Sd-Raw1l 752,49 + 12,188 67,30 + 6,128 0,37 + 0,038
Ch-Sd-Raw2 678,70 + 17,108 59,84 + 6,19% 0,33 +0,01°8
Ch-Sd-Raw3 1754,76 + 6,488 98,12 + 5,068 1,13+ 0,038
Ch-Sd-Raw4 1692,34 + 22,48% 90,98 + 5,068 1,09 + 0,048
Formulaciones extruidas

Control extruida 290,13 + 13,508 40,43 + 2,88*A 0,06 + 0,012
Ch-Sd-Extl 573,07 + 44,84 50,76 + 0,56 0,17 + 0,01
Ch-Sd-Ext2 550,91 + 5,10°A 49,63 * 2,754 0,21 +0,02¢A
Ch-Sd-Ext3 1200,10 + 27,59% 63,90 + 6,16A 0,50 + 0,019
Ch-Sd-Ext4 1121,57 + 29,984 63,98 + 1,72¢A 0,63 + 0,034

Los valores son la media * desviacion estandar (n = 3). Los valores medios en la misma columna seguidos de un
superindice diferente son significativamente diferentes (p<0,05); las letras minGsculas en superindice significan
diferencias entre todas las muestras de cada grupo analizadas (influencia de la formulacion), mientras que las letras
mayusculas en superindice significan diferencias debido a la extrusion para la misma formulacion.

Asi mismo, en la tabla 48, se presentan los resultados correspondientes a la contribucién
de cada uno de los ingredientes que forman parte de las formulaciones de las muestras
crudas, relacionados al contenido de fenoles totales, flavonoides y antocianinas totales en

cada una de las muestras.
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Tabla 48. Contribucion de los ingredientes al contenido de fenoles totales, flavonoides
y antocianinas totales en harinas crudas formuladas con semilla de uva Chardonnay no

fermentado y Hylon® V
Codiao Valor medio Aporte teérico  Aporte semilla uva
g unidades maiz y lenteja no fermentada *

Fenoles totales (mg GAE/100g)

Control cruda 307,30 307,30 0,00
Ch-Sd-Rawl 752,49 274,52 477,97
Ch-Sd-Raw2 678,69 225,35 453,34
Ch-Sd-Raw3 1754,76 225,35 1529,41
Ch-Sd-Raw4 1692,34 176,19 1516,15
Flavonoides totales (mg EQ /100g)

Control cruda 49,28 49,28 0,00
Ch-Sd-Rawl 67,30 44,02 23,28
Ch-Sd-Raw2 59,84 36,14 23,70
Ch-Sd-Raw3 98,12 36,14 61,98
Ch-Sd-Raw4 90,98 28,25 62,73
Antocianinas totales (mg cianidina-3-glucdsido/100 g)

Control cruda 0,16 0,16 0,00
Ch-Sd-Rawl 0,37 0,14 0,23
Ch-Sd-Raw2 0,33 0,12 0,21
Ch-Sd-Raw3 1,13 0,12 1,01
Ch-Sd-Raw4 1,09 0,09 1,00

*valores obtenidos por diferencia

Efecto de la formulacion

El contenido de los fenoles totales en harinas crudas vari6 entre 678,69 a 1754,76 mg
GAE/100g, correspondientes a la muestra Ch-Sd-Raw?2 (68,75% maiz y lenteja, 5% de
semilla de uva no fermentada y 20% Hylon® V) y Ch-Sd-Raw3 (68,75% de maiz y
lenteja, 20% semilla de uva no fermentada y 5% Hylon® V), respectivamente. Las
muestras formuladas con el 20% de semilla de uva no fermentada (Ch-Sd-Raw3 y Ch-
Sd-Raw4) fueron los que registraron mayor concentracion de fenoles totales en
comparacion con los formulados con el 5% de semilla de uva no fermentada que
obtuvieron menores valores. Ante estos resultados, existe una clara tendencia de

incrementarse los fenoles totales, cuando la proporcion de semilla de uva no fermentada
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aumenta en las formulaciones, independientemente del aporte fenolico por parte de la
mezcla maiz y lenteja, en vista de que, las muestras con mayores cantidades de fenoles
totales son aquellos donde la proporcion de maiz y lenteja es menor entre las
formulaciones, tal y como pudimos constatar en las muestras formuladas con piel y
semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentadas. Asi mismo, en el analisis de
contribucion de los ingredientes (tabla 48), denota claramente, que la semilla de uva no
fermentada aporta significativamente la mejor cantidad de fenoles totales. Estos
resultados son coherentes con lo que Rockenbach et al. (2011) publico en relacion al
contenido de los fenoles totales en semillas de uva sin fermentar, siendo superior
comparados con la piel de uva, ya que las mayores concentraciones de los compuestos
fenolicos se encontraron en las semillas (Guaita, Panero, Motta, Mangione, & Bosso,
2021). Asi mismo, estudios previos (Lachman et al., 2013), determinaron que los niveles
de los fenoles totales en semillas de uvas no fermentada son mas altos en comparacion
con semillas que se obtuvieron como subproducto después de la vinificacién. Por otro
lado, como se habia mencionado y pese al predominio de la semilla de uva no fermentada
en estas formulaciones, la lenteja en si misma contiene compuestos fenolicos (Ciudad-

Mulero et al., 2018).

En cuanto a los flavonoides totales en harinas crudas, su contenido oscil6 entre 59,84 a
98,12 mg QE /100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Raw2 (68,75% maiz y
lenteja, 5% semilla de uva fermentada y 20% Hylon® V) y Ch-Sd-Raw3 (68,75% de
mezcla maiz y lenteja, 20% semilla de uva fermentada y 5% Hylon® V), respectivamente.
Como se habia mencionado en el caso de los fenoles totales, tambien hay una tendencia
de incrementarse los flavonoides, cuando la proporcion de maiz-lenteja disminuye y
aumenta la proporcion de semilla de uva no fermentada en las formulaciones. Estas

precisiones son coherentes con otros estudios, donde refirieron que la semilla de uva son
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ricas en flavonoides (Ma & Zhang, 2017), aungue la sintesis de los compuestos fenolicos
en semillas se deben a la maduracion que dependen de factores edaficos, climaticos,
culturales y genéticos (Obreque-Slier, Lopez-Solis, Castro-Ulloa, Romero-Diaz, & Pefia-

Neira, 2012).

Las antocianinas totales en harinas crudas fluctuaron entre 0,33 a 1,13 mg cianidina-3-
glucdsido/100g, correspondientes a las muestras Ch-Sd-Raw2 y Ch-Sd-Raws3,
respectivamente). Al igual a los anteriores casos, existe diferencia significativa (p<0,05)
entre las formulaciones con 5 y 20% de semilla de uva no fermentada, donde las mayores
concentraciones presentaron las muestras con 20% de semilla de uva no fermentada, por
lo cual se evidencio que las semillas de uva no fermentada aportan antocianinas totales
(tabla 48), aunque algunos autores (Zhang et al., 2017) mencionaron que las antocianinas
solo serian parte de la piel de uva, sin embargo, otros autores (Kumar et al., 2022)
manifestaron que la semilla de uva, al ser portadores de taninos podian configurarse como
antocianinas para conseguir pigmentos poliméricos utilizados durante la elaboracién de
vinos, lo que justifica la presencia de las antocianinas en semillas de uva, en tal sentido,
Rababah et al. (2008) caracteriz0 las antocianinas totales en semillas de uvas de diferentes

variedades, para lo cual las semillas previamente eran desengrasados.

Respecto al efecto de la extrusion, se ha observado una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) en el contenido de fenoles totales entre todas las formulaciones
crudas y sus pares extruidas (tabla 47). La cantidad de fenoles totales en harinas extruidas
fluctuaron entre 550,91 a 1200,10 mg GAE/100g, correspondientes a las muestras Ch-
Sd-Ext2 (68,75% maiz y lenteja, 5% semilla de uva fermentada y 20% Hylon® V) y Ch-
Sd-Ext3 (68,75% de maiz y lenteja, 20% semilla de uva fermentada y 5% Hylon® V),
respectivamente. Connotandose una disminucién general de fenoles totales que

comprende entre 18,8 a 33,7% (Ch-Sd-Raw2/Ch-Sd-Ext2 y Ch-Sd-Raw4/Ch-Sd-Ext4,
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respectivamente), donde se ratifica que las muestras con mayor contenido de semilla de
uva no fermentada (20%) presentaron concentraciones mas altas que los formulados con
menor proporcion de semilla de uva no fermentada (5%), independientemente de la
disminucion provocada por el proceso de la extrusion. La disminucién de los fenoles
totales tras la extrusion puede deberse a la descarboxilacion de acidos fendlicos durante
la extrusion, debido a la alta temperatura que implica el proceso y por otro lado, el
contenido de humedad pueden promover la polimerizacion de fenoles y taninos, lo que

reduce la capacidad de extraccion (Brennan et al., 2011).

Por otro lado, el contenido de los flavonoides totales después de la extrusion también
sufri6 una variacion entre 49,63 a 63,98 mg QE/100g, correspondientes a las muestras
Ch-Sd-Ext2 y Ch-Sd-Ext4, respectivamente. Estos resultados ponen en evidencia una
disminucion estadisticamente significativa (p<0,05) en el contenido de flavonoides
totales entre las muestras de harinas crudas y extruidas. La disminucion de los flavonoides
totales por efecto de la extrusion estuvo entre 17,1 a 34,9% (Ch-Sd-Ext2 y Ch-Sd-Ext3,
respectivamente), connotandose una retencion de entre 65,1 a 82,9% (Ch-Sd-Ext3 y Ch-
Sd-Ext2, respectivamente), sobre la cual, otros estudios refirieron que la alta humedad de
alimentacion (10 a 20%), la baja temperatura (120 a 180°C) y alta velocidad del tornillo
(200 a 400 rpm) retiene un porcentaje considerable de compuestos fenolicos
comprendidos entre 54 a 78% en mijo y de 86 a 89% en sorgo (Patil, Varghese, G Rudra,

& Kaur, 2016).

Por ultimo, el efecto de la extrusion sobre el contenido de antocianinas totales, fluctuaron
entre 0,17 mg cianidina-3-gluc6sido/100g a 0,63 mg cianidina-3-glucdsido/100g (Ch-Sd-
Extl y Ch-Sd-Ext4, respectivamente). Se ha observado una disminucion significativa de
antocianinas totales, en el orden de 35,6% (Ch-Sd-Raw2/Ch-Sd-Ext2) a 55,7 % (Ch-Sd-

Raw3/Ch-Sd-Ext3), algunos autores también reportaron las pérdidas de antocianinas
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debidas al proceso de extrusion (Khanal, Howard, & Prior, 2009), sin embargo, la
extrusion permite el procesamiento de materiales a alta temperatura a corto tiempo, evita
el dafio térmico excesivo a las antocianinas labiles (Menchaca-Armenta et al., 2021), por
el cual se explicaria la variacion en la retencion de antocianinas totales que fluctuaron
desde 44,3 a 64,4% correspondientes al par de muestras Ch-Sd-Raw3/Ch-Sd-Ext3 y Ch-
Sd-Raw2/Ch-Sd-Ext2, respectivamente. Sin embargo, estudios previos, aseguraron que
el contenido de las antocianinas totales tras el proceso de extrusion disminuyo cuando las
condiciones de extrusion fueron, mayor temperatura y menor contenido de humedad y la
degradacion mas baja encontraron a temperatura baja y mayor contenido de humedad

(Hirth et al., 2014).
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5.5. COMPARACION DE LOS ALIMENTOS EXTRUIDOS

En este apartado se realiza una comparacion de los resultados analiticos obtenidos en el
analisis de las distintas formulaciones realizadas con el fin de seleccionar aquella

formulacién con mejor calidad nutricional y funcional.

Respecto al contenido de fibra, como puede observarse en las figuras 41 a 43, la adicion
tanto de piel como de semillas de uva a las harinas (maiz:lenteja, 70:30) supone un
aumento significativo del contenido de Fibra Total, siendo la fraccion de Fibra Insoluble

la que contribuye a este aumento en mayor medida.

Dentro de las distintas formulaciones, aquellas con un 20% de semilla de uva Cabernet
Sauvignon fermentada destacan por su mayor contribucién, mientras que la adicion de

almidon Hylon® V no supone ningun efecto significativo.
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Figura 41. Contenido de Fibra Insoluble en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla
de uva Chardonnay no fermentada.
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Figura 42. Contenido de Fibra Soluble en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla

de uva Chardonnay no fermentada.
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Figura 43. Contenido de Fibra Total en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30) con
incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla de
uva Chardonnay no fermentada.
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Todas las harinas consideradas en este estudio, de acuerdo con el Reglamento (CE)
n°1924/2006 pueden considerarse como fuente de fibra (al contener mas de 3 g/100g),

siendo todas ellas formulaciones interesantes para el desarrollo de alimentos funcionales.

Las harinas extruidas con un 20% de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada (con
independencia del porcentaje de Hylon® V adicionado) presentaron un contenido de fibra
superior a 25 g/100g. Esto significa que 100 g de este alimento cubriria las necesidades
diarias de fibra de acuerdo con las recomendaciones de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, 2017) que establece un valor de 25 g de fibra/dia como
valor dietético de referencia (DRV) para personas adultas y 21 g de fibra/dia para jovenes

y adolescentes.

Respecto al contenido en carbohidratos disponibles totales, expresados como gramos
de glucosa en 100 g de alimento extruido, como se observa en la figura 44, las distintas
formulaciones consideradas en este estudio tienen un contenido en hidratos de carbono

totales inferior al de la harina control.
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Figura 44. Contenido de Carbohidratos disponibles totales harinas extruidas de maiz
y lenteja (70:30) con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon

fermentada, y semilla de uva Chardonnay no fermentada.
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Como se ha comentado en capitulos anteriores esto es debido a que la mezcla de harinas
(maiz y lenteja, 70:30) es el aporte mayoritario a este macronutriente. Su sustitucion tanto
por piel como por semilla de uva (fermentada o no), o la incorporacion de Hylon® V no
suponen un aporte significativo de carbohidratos que compense en su totalidad la

disminucion por la menor presencia de harinas en las formulaciones.

Esta disminucion en el contenido en carbohidratos totales tiene un efecto beneficioso en
la reduccidn del valor calorico de las harinas extruidas que pasan de proporcionar 285,84
(harina control extruida) a 211,64 (de la muestra CS-SdF-Ext3) Kcal/100g (procedentes
de los CDT). La formulacién con menor valor calérico corresponde a las harinas
formuladas con un 20% de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada y un 5% de

Hylon® V.

Si profundizamos en la identificacion y cuantificacion de los distintos oligosacaridos
presentes en las harinas extruidas analizadas podemos ver que la estaquiosa es el
oligosacarido a-galactésido mayoritario en todas ellas seguido del ciceritol y en cantidad

significativamente inferior la rafinosa.
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Oligosacaridos
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Figura 45. Contenido de oligosacaridos en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla
de uva Chardonnay no fermentada.

A pesar del caracter prebiotico de estos compuesto y dado que los a-galactosidos se
caracterizan por su potencial flatulento, la extrusion es una tecnologia interesante para
disminuir su contenido, pues las condiciones de temperatura, humedad y trabajo
mecanico aplicados producen una hidrdlisis parcial de estos oligosacaridos con la
consiguiente liberacién de los monosacaridos correspondientes. En este sentido la
formulacidn mas interesante, aquella con menor contenido de oligosacaridos es la muestra
Ch-Sd-Ext4 que corresponde a la harina de maiz y lenteja (70:30) con incorporacién de

un 20% de semilla de uva Chardonnay no fermentada y un 20% Hylon® V.

Otro componente de interés en las harinas analizadas son arabinoxilanos, estos
compuestos se caracterizan por tener efectos beneficiosos a nivel metabdlico ya que
contribuyen a mantener niveles adecuados de colesterol y glucosa en sangre (Broekaert

et al., 2011; Chen et al., 2019). Hoy en dia, no existe una alegaciéon de propiedades
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saludables aprobada por la EFSA en relacion con el contenido de arabinoxilanos en
legumbres. Pero, de acuerdo con el Reglamento (UE) N° 432/2012 los arabinoxilanos
producidos a partir del albumen de trigo tienen autorizado el uso de la siguiente
declaracion de propiedades saludables: “el consumo de arabinoxilanos en una comida
contribuye a reducir la subida de glucosa en sangre después de comer”. No obstante, en
el citado Reglamento se especifica que esta declaracion solo puede utilizarse respecto a
alimentos que contengan, como minimo, 8 g de fibra con alto contenido de arabinoxilanos
producidos a partir del albumen de trigo (al menos un 60% de arabinoxilanos en peso)

por 100 g de hidratos de carbono presentes en una porcion cuantificada en una comida.

Como se observa en la figura 46 todas las formulaciones presentan un contenido en

arabinoxilanos extractables algo inferior al de la harina control extruida.
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Figura 46. Contenido de arabinoxilanos en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla
de uva Chardonnay no fermentada.
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Los cambios mas significativos se observan en el aumento del contenido de
arabinoxilanos totales en aquellas muestras con cédigo 2 (harina de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacion de un 5% de subproducto de vinificacion y un 20% Hylon® V), y
codigo 4 (harina de maiz y lenteja (70:30) con incorporacion de un 20% de subproducto
de vinificacién) y un 20% Hylon® V. Esto significa que es el Hylon® V el ingrediente
que contribuye en mayor medida al contenido en arabinoxilanos totales, con
independencia del subproducto de vinificacion adicionado (piel o semilla) y de la

variedad de uva considerada Cabernet Sauvignon 6 Chardonnay.

Respecto al contenido en almidon, la fraccidén de almidon resistente es la minoritaria si
bien es superior en las harinas extruidas y formuladas que en las harinas control,
posiblemente debido a la incorporacion de Hylon® V, ya que el procesamiento de
alimentos que involucra calor y humedad generalmente destruye almidon resistente tipo
1y 2 (inaaccesible fisicamente y almidon nativo, respectivamente) formandose almidon
resistente tipo 3 (almidén retrogradado), que puede constituirse como un potencial
ingrediente alimentario, ya que generalmente es estable a los tratamientos térmicos y
continda estable después de la mayoria de los procesos alimentarios (Matcioglu et al.,
2017). Respecto al contenido en almidon total destacan las muestras con codigo 2 (5% de
subproducto y 20% de Hylon® V) y en concreto la muestra CS-SkF-Ext2 formulada con

un 5% de piel de uva Cabernet Sauvignon fermentada y 20% de Hylon® V.
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Figura 47. Contenido de almidon en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30) con
incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla de
uva Chardonnay no fermentada.

Estos resultados sugieren que es la mezcla de harina (maiz y lenteja) quien contribuye en
mayor medida al contenido de almiddn y que su disminucién en la formulacion puede ser

unicamente compensada con la incorporacién del almidon Hylon® V.

En las harinas extruidas control (maiz y lenteja 70:30), la proporcion de
amilosa:amilopectina era de 20:80 siendo el mayor aporte el del maiz. En las distintas
formulaciones ensayadas la proporcion es similar disminuyendo algo el contenido de
amilopectina en favor de la amilosa, destacando de nuevo las muestras con cédigo 2 (5%
de subproducto y 20% de Hylon® V) en las que se llega a una relacién
amilosa:amilopectina de 27:73, con independencia del subproducto adicionado. Esto
significa que el mayor aporte de amilopectina estd condicionado por la mayor presencia

de harina (maiz y lenteja) y que el Hylon® V tras el proceso de extrusion aporta amilosa.
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Si realizamos el estudio comparativo del contenido en compuestos fenolicos, en la figura
48 se observa que el contenido en fenoles totales es superior en todas las formulaciones
en comparacion con la harina control, y que son las formulaciones con una incorporacion
de subproducto de uva del 20% (codigos 3 y 4) las que presentan mayores contenidos
destacando aquellas formuladas con semilla de uva Chardonnay sin fermentar, con
valores seis veces superiores de fenoles totales en comparacion con la harina control
extruida. Esto significa que la adicion de subproductos de la uva tiene un efecto positivo

en la calidad funcional de las harinas extruidas por el potencial antioxidante que aportan

a las mismas.
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Figura 48. Contenido de Fenoles totales en harinas extruidas de maiz y lenteja (70:30)
con incorporacién de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y semilla
de uva Chardonnay no fermentada.

Si nos fijamos ahora en los contenidos en Flavonoides totales (figura 49) vuelven a

destacar las formulaciones con semilla de uva Chardonay sin fermentar tanto con un 5%
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y aln mas con 20% de subproducto. Esto significa que el potencial antioxidante debido a

la pigmentacion amarilla de esta variedad es superior al de Cabernet Sauvignon.

Flavonoides Totales

mg EQ/100g
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Sauvignon fermentada  Sauvignon fermentada no fermentada

Figura 49. Contenido de Flavonoides totales en harinas extruidas de maiz y lenteja
(70:30) con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y
semilla de uva Chardonnay no fermentada.

Por Gltimo, el estudio comparativo del contenido en antocianinas totales pone en
evidencia (figura 50) que todas las formulaciones ensayadas presentan contenidos

superiores de este compuesto bioactivo que la harina control.
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Antocianinas Totales
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Figura 50. Contenido de Antocianinas totales en harinas extruidas de maiz y lenteja
(70:30) con incorporacion de piel y semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, y
semilla de uva Chardonnay no fermentada.

Ademas, los valores son significativamente muy superiores cuando la adicion de
subproductos de vinificacion llega al 20% tanto piel como semillas y en ambas

variedades, Cabernet Sauvignon y Chardonnay.
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CARACTERIZACION DE LAS HARINAS DE PARTIDA

1.- La harina control considerada en el presente trabajo estuvo constituida por: 93,75%
de una mezcla de harinas (70% de maiz y 30% de lenteja) mas 1,25% de sal y 5% de
azlcar como aditivos de procesado. El proposito de esta combinacion se justifica por la
complementacion de los aminodcidos esenciales entre ambos alimentos
independientemente de su afinidad en el proceso tecnoldgico, ya que el maiz contiene
menor cantidad de aminoacidos esenciales que la lenteja, convirtiéndose la harina base
(maiz:lenteja) en un alimento con proteinas de alto valor bioldgico. Y respecto a su
calidad nutricional y funcional se caracteriz6 por la presencia de los siguientes

compuestos:

e Un contenido de fibra dietética total de 14,86 g/100g, distribuidas en una fraccion
insoluble de 13,37 g/100g y fraccion soluble de 1,52 g/100g.

e Lacomposicion de carbohidratos disponibles totales fue de 67,10 g glucosa/100g,
incluyendo 489,47 mg/100g de ciceritol y 1.026,83 mg/100g de a-galactdsidos
totales.

e EIl contenido de arabinoxilanos totales fue de 5,14 g/100g y de arabinoxilanos
extractables en agua de 0,93 g/100g.

e Un contenido en almidon total de 54,36¢9/100g con una distribucion de
amilosa:amilopectina de 1:3,5, en tanto la cantidad de almidén resistente fue de
3,18 g/100g.

e Y respecto a los compuestos fendlicos alcanzd 307,30 mg GAE/100g de fenoles
totales, 49,28 mg EQ/100g de flavonoides totales y de 0,16 mg cianidina-3-

glucosido/100g como expresion de antocianinas totales.
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EFECTO DE LA EXTRUSION SOBRE LA COMPOSICION DE LAS HARINAS

CONTROL

2.- El proceso de extrusion provocd una serie de cambios en la composicion de las

harinas:

e Una disminucion de la fibra dietética total en un 10,8% (13,25 g/100g), debido a
la solubilizacidon parcial de la FI que disminuyé en un 19,5% (10,76 g/100g) con
el consiguiente aumento de la fraccion soluble FS que se increment6 en 60,5%
(2,44 g/100g).

e Aumento de la extraccion de carbohidratos disponibles totales, incrementando su
contenido en 6,5% (71,46 g glucosa/100g). El ciceritol se aumentd en 18,6%
(580,64 mg/100g) y los a-galactésidos como rafinosa y estaquiosa se
incrementaron en 15,1% (117,55 mg/100g) y 14,5% (1.059,22 mg/100g),
respectivamente.

e Destaca el significativo aumento de los arabinoxilanos extractables y totales que
incrementaron su contenido un 72,0% (1,60 ¢g/100g) y 29,1% (6,64 ¢/100g),
respectivamente.

e Laextrusion no tuvo efecto significativo en la cantidad de almidon total.

e Los compuestos fendlicos en harinas extruidas disminuyeron un 5,6% (290,13 mg
GAE/100g) los fenoles totales, en 18,0% (40,43 mg EQ/100g) los flavonoides y

en 62,5% (0,06 mg cianidina-3-glucésido/100g) las antocianinas totales.

EFECTO DE LAS FORMULACIONES SOBRE LA FRACCION

HIDROCARBONADA Y COMPUESTOS FENOLICOS

3.- La incorporacion de subproductos de vinificacion (piel/semilla de uva Cabernet

Sauvignon fermentada o semilla de uva Chardonnay no fermentada) (5% y 20%), mas
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almidon Hylon V (5% y 20%) a las harinas base tuvo una influencia significativa en la

fraccion de hidratos de carbono.

4.- La cantidad de la fibra total en las harinas enriquecidas con piel de uva fermentada
Cabernet Sauvignon fue de 15,23 g/100g en la formulaciones con una mayor proporcion
de harina base (harina de maiz y lenteja) (83,75%) y de 22,69 g/100g en la formulaciones
con una menor proporcion de harina base (53,75%). Por su parte las harinas enriquecidas
con semilla de uva fermentada Cabernet Sauvignon presentaron 17,99 ¢g/100g en la
formulaciones con una mayor proporcién de harina base y de 31,80 ¢g/100g en la
formulaciones con una menor proporcion de harina base (53,75%). Asi también, las
harinas enriquecidas con semilla de uva no fermentada Chardonnay alcanzaron valores
de 17,02 g/100g en la formulaciones con una mayor proporcion de harina base y de 24,62
0/100g en la formulaciones con una menor proporcién de harina base (53,75%). La mayor
cantidad de la fibra total se encontré en las formulaciones con menor proporcién de
harinas base y con una mayor proporcion de subproductos de la uva (20%), lo que destaca
una clara contribucion de fibra dietética por parte de los subproductos de la uva y en
cantidades menores de parte del Hylon® V. Siendo la fibra insoluble de mayor aporte a

la fibra dietética que la fibra soluble.

5.- El contenido de los carbohidratos disponibles totales (CDT) varié entre 50,53 g
glucosa/100g y 66,83 g/100g en formulaciones con piel de uva Cabernet Sauvignon
fermentada. En tanto las formulaciones enriquecidas con semilla de uva Cabernet
Sauvignon fermentada oscilo su contenido de 52,57 g glucosa/100g y 63,47 ¢
glucosa/100g. En formulaciones enriquecidas con semilla de uva Chardonnay no
fermentada, el contenido en CDT vario entre 50,88 g glucosa/ 100g y 62,10 g
glucosa/100g. En todos los casos, los subproductos de la uva no influyeron en la cantidad
de los carbohidratos disponibles.
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6.- La distribucion y cantidad de azUcares solubles como ciceritol y los a-galactésidos
(rafinosa y estaquiosa), dependio en gran medida de la proporcién de la mezcla maiz y
lenteja en las formulaciones, debido a que el Hylon® V vy los subproductos de la uva no
son fuente de estos azucares. Destaca la estaquiosa con la mayor cantidad (entre 549,80
mg/100g a 868,43 mg/100g), seguido de ciceritol (entre 190,30 mg/100g a 427,95

mg/100g) y en menor cantidad la rafinosa (entre 45,80 mg/100g a 96,00 mg/100g).

7.- El contenido de arabinoxilanos totales vario entre 4,47 g/100g a 7,44 g/100g y las
cantidades de arabinoxilanos extractables variaron desde 0,53 g/100g a 0,85 g/100g en
todas las formulaciones. Este contenido de los arabinoxilanos totales y extractables fue
influenciado exclusivamente por la presencia de la mezcla maiz y lenteja, y se
incrementaron en aquellas formulaciones con 20% de Hylon® V, debido a que este

ingrediente se obtiene a partir del maiz.

8.- El contenido de almidon total varié entre 42,55 g/100g a 58,41 g/100g entre todas las
formulaciones. Existiendo una diferencia significativa (p<0,05) de mayores
concentraciones de almidén resistente en las formulaciones conformadas con el 20% de

Hylon® V que las formuladas con 5% de Hylon® V.

9.- La incorporacion de subproductos de vinificacién supuso un aumento del contenido
de fenoles totales, flavonoides y antocianinas totales, en las harinas analizadas. El
contenido de estos compuestos en las formulaciones enriquecidas con 20% de piel/semilla
de uva Cabernet Sauvignon fermentada o semilla de uva Chardonnay no fermentada, fue
significativamente (p<0,05) superior que los formulados con el 5% de este ingrediente,

independientemente de la contribucidn por parte de la mezcla maiz y lenteja.
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EFECTO DEL PROCESO DE EXTRUSION SOBRE LA FRACCION
HIDROCARBONADA Y LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN HARINAS

FORMULADAS

10.- La extrusion incremento la fibra soluble (FS) entre 21,60% a 87,82% decreciendo a
la fibra insolucble (FI) entre 8,92% a 17,20% en formulaciones enriquecidas con piel de
uva Cabernet Sauvignon fermentada. Asi mismo, en formulaciones enriquecidas con
semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada, la FS incrementé su contenido en 5,30%
a 45,25%, decreciendo la FI entre 2,49% a 8,81%. En las formulaciones enriguecidas con
semilla de uva Chardonnay no fermentada, la FS se incremento6 de 26,26% a 57,46%,
decreciendo la FI en 3,18% a 13,73%. Estos cambios se deben a la ruptura de los enlaces
glucosidicos que ocasiona el proceso de extrusion, por el cual, la FS mostrdé un aumento
significativo (p<0,05) en la mayoria de las formulaciones, respecto a las formulaciones

crudas.

11.- En cuanto a los Carbohidratos disponibles totales presentes en las muestras control
extruidas, su contenido fue superior al de las distintas formulaciones, debido a que la
mezcla de harinas (maiz y lenteja, 70:30) aporta mayoritariamente este macronutriente.
La sustitucion de piel o semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada o semilla de uva
Chardonnay no fermentada, o la incorporacién de Hylon® V no suponen un aporte
significativo de carbohidratos disponibles totales que compense en su totalidad la

disminucidn por la menor presencia de harinas en las formulaciones.

12.- Las harinas formuladas y extruidas presentaron una mayor cantidad de estaquiosa,
seguido de ciceritol y cantidades significativamente inferiores de rafinosa. Las
formulaciones con mayores proporciones de subproductos de la uva (20%) presentaron

menores cantidades de estos oligosacaridos, que los formulados con la mayor proporcion
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de la mezcla maiz y lenteja (83,75%), obteniéndose un alimento extruido con menos de
37, 4% de ciceritol, 34,7% de rafinosa y 28,8% de estaquiosa respecto a los valores de

oligosacaridos formuladas con 83,75% de maiz y lenteja.

13.- El proceso de extrusion tuvo un efecto significativo sobre el contenido de
arabinoxilanos, especialmente en las formulaciones con 68,75% de maiz y lenteja (con
5% de subproductos de la uva més el 20% de Hylon V) y 53,75% de maiz y lenteja (con
20% se subproductos de la uva mas 20% de Hylon® V), donde se aprecia que la
incorporacion de Hylon® V independientemente de los subproductos de la uva,

contribuyen en el contenido de los arabinoxilanos.

14.- El proceso de extrusion no tuvo ningun efecto significativo sobre el contenido de
almidén total en la mayoria de las formulaciones. Si bien si se aprecia una disminucion
del contenido en almidon resistente en todas las formulaciones extruidas, debido a las
condiciones propias de todo proceso de extrusion, que implica, altas fuerzas de
cizallamiento, alta temperatura, promoviendo la gelatinizacion casi completa del almidon
en perjuicio de la estabilidad del almidon resistente. Esto tiene un efecto beneficioso al

facilitar la digestibilidad de estos productos.

15.- El proceso de extrusion provocd una disminucion del contenido en compuestos
fendlicos (fenoles, flavonoides y antocianinas totales) en todas las formulaciones con
algunas excepciones no significativas en las formulaciones con piel o semilla de uva
Cabernet Sauvignon fermentada o semilla de y Hylon® V. Estas disminuciones, son
propias del proceso de extrusion, sin embargo, pese a la disminucién de los compuestos
fenolicos, se puede apreciar, que las formulaciones con mayor cantidad de los
subproductos de la uva (20%) mantuvieron una cantidad mayor respecto a los formulados

con mayor cantidad de la mezcla maiz y lenteja (83,75% 0 68,75%) y menor cantidad de
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subproductos de la uva (5%), concretamente las formulaciones con piel de uva Cabernet
Sauvignon fermentada y semilla de uva Chardonnay no fermentada, fueron las
formulaciones con mayor cantidad de los compuestos fendlicos, destacando como un

alimento con caracteristicas funcionales.

COMPARACION DE LAS DISTINTAS HARINAS EXTRUIDAS: CONTROL Y

FORMULACIONES

16.- Las distintas harinas enriquecidas con el 20% de subproductos de la uva presentaron
los niveles mas elevados de fibra insoluble, soluble y total, destacando las harinas

enriquecidas con semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada.

17.- El contenido de carbohidratos disponibles totales en las formulaciones
enriquecidas con los distintos subproductos de la uva, fue relativamente inferior al de las
harinas control extruidas. Esto supone un efecto beneficioso por la reduccion del valor
calorico de estas harinas formuladas extruidas. La formulacion con menor valor calérico
corresponde a las harinas con un 20% de semilla de uva Cabernet Sauvignon fermentada

y un 5% de Hylon® V.

18.- Las formulaciones con mayor proporcién de los distintos subproductos de la uva
(20%), presentaron niveles inferiores de oligosacaridos, conviertiéndolos en alimentos

interesantes al disminuir o evitar el carécter flatulento de las harinas de leguminosas.

19.- Respecto a los arabinoxilanos, todas las formulaciones con 20% de Hylon V
independientemente de la cantidad de los subproductos de la uva, presentaron niveles

elevados de los mismos. Estas formulaciones por tanto son alimentos interesantes por sus
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efectos a nivel metabdlico ya que podrian contribuir a mantener los niveles adecuados de

colesterol y glucosa en sangre.

20.- Respecto al contenido en almiddn, la fraccion de almidon resistente es la minoritaria
si bien es superior en las harinas extruidas y formuladas que en las harinas control,

posiblemente debido a la incorporacién de Hylon® V.

21.- El contenido en fenoles totales es superior en todas las formulaciones en
comparacion con la harina control, siendo las formulaciones con una incorporacion de
subproducto de uva del 20% las que presentan mayores contenidos destacando aquellas
formuladas con semilla de uva Chardonnay sin fermentar, con valores seis veces

superiores de fenoles totales en comparacion con la harina control extruida.

CONCLUSION FINAL:

La incorporacion de subproductos de vinificacion a las harinas a base de maiz y lenteja

Supone:

e Un aumento del contenido de fibra total. Todas las harinas consideradas en este
estudio, de acuerdo con el Reglamento (CE) n° 1964/2006 pueden considerarse
como fuente de fibra (al contener mas de 3 ¢/100g), siendo todas ellas
formulaciones interesantes para el desarrollo de alimentos funcionales.

e Una disminucién en el contenido en carbohidratos totales con un efecto
beneficioso en la reduccion del valor caldrico de las harinas formuladas extruidas.

e Un aumento significativo de los contenidos en fenoles totales, flavonoides y
especialmente antocianinas, con el consiguiente efecto positivo en la calidad
funcional de las harinas formuladas extruidas por su potencial capacidad

antioxidante.
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Respecto a la incorporacion de Hylon® V podemos asegurar que es el ingrediente que
contribuye en mayor medida al contenido en arabinoxilanos totales, con independencia
del subproducto de vinificacion adicionado (piel o semilla) y de la variedad de uva

considerada Cabernet Sauvignon 6 Chardonnay.

Las harinas de maiz y lenteja (70:30) formuladas con distintos subproductos de
vinificacion (piel y semillas) de las variedades Cabernet Sauvignon y Chardonay pueden
considerarse como de interés por su calidad nutricional y funcional para la obtencion de

alimentos extruidos tipo snaks.

CONCLUSIONS

CHARACTERIZATION OF CONTROL FLOURS

1.- The control flour considered in this work consisted of: 93.75% of a mixture of flours
(70% corn and 30% lentil) plus 1.25% salt and 5% sugar as additives. The purpose of this
combination is justified by the complementation of the essential amino acids between
both foods (cereal and legume) regardless of their affinity in the technological process,
since corn contains fewer essential amino acids than lentils, turning the base flour
(corn:lentil) into a food with proteins of high biological value. On relation its nutritional

and functional quality the following compounds were cuantified:

e The raw control flour was characterized by a total dietary fiber content of 14.86
g/100g, distributed in an insoluble fraction of 13.37 g/100g and a soluble fraction
of 1.52 g/100g.

e Total available carbohydrate composition was 67.10 g glucose/100g, including

489.47 mg/100g ciceritol and 1026.83 mg/100g total a-galactosides.
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e The total arabinoxylan content was 5.14 ¢/100g and the water soluble
arabinoxylan content was 0.93 g/100g.

e A total starch content of 54.36g/100g with an amylose:amylopectin distribution
of 1:3.5, while the amount of resistant starch was 3.18g/100g.

e Regarding the phenolic compounds, it reached 307.30 mg GAE/100g of total
phenols, 49.28 mg EQ/100g of total flavonoids and 0.16 mg cyanidin-3-

glucoside/100g as total anthocyanins.

EXTRUSION EFFECT ON THE COMPOSITION OF CONTROL FLOURS

2.- The extrusion process induced a series of changes in the composition of the analysed
flours:

e A decrease in total dietary fiber by 10.8% (13.25 ¢g/100g), due to the partial
solubilization of insoluble fiber (IF) which decreased by 19.5% (10.76 ¢g/1009)
with the consequent increase in the soluble fraction (FS) which increased by
60.5% (2.44 g/100g).

e Promote the extraction of total available carbohydrates, increasing its content by
6.5% (71.46 g glucose/100g). Ciceritol increased by 18.6% (580.64 mg/100g) and
a-galactosides, such as raffinose and stachyose, increased by 15.1% (117.55
mg/100g) and 14.5% (1,059.22 mg/100q), respectively.

e Assignificant increase in water soluble and total arabinoxylans, which increased
their content by 72.0% (1.60 g/100g) and 29.1% (6.64 g/100g), respectively.

e The extrusion had no significant effect on the amount of total starch.

e Phenolic compounds in extruded flours decreased by 5.6% (290.13 mg
GAE/100g) of total phenols, by 18.0% (40.43 mg EQ/100g) of flavonoids and by

62.5% (0 0.06 mg cyanidin-3-glucoside/100g) of total anthocyanins.
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EFFECT OF THE FORMULATIONS ON THE HYDROCARBON FRACTION

AND PHENOLIC COMPOUNDS

3.- The incorporation of winemaking by-products (fermented Cabernet Sauvignon grape
skin/seed or non-fermented Chardonnay grape seeds) (5% and 20%), plus Hylon® V
starch (5% and 20%) to the base flours, had a significant influence on the carbohydrate

fraction.

4.- The amount of total fiber in the flours enriched with fermented Cabernet Sauvignon
grape skin was 15.23 g/100g in the formulations with the higher proportion of based flour
(corn and lentil flour) (83.75%) and 22.69 g/100g in the formulations with the lower
proportion of based flour (53.75%). On the other hand, the flours enriched with fermented
Cabernet Sauvignon grape seeds presented 17.99 g/100g in the formulations with the
higher proportion of based flour and 31.80 g/100g in the formulations with the lower
proportion of based flour lentil (53.75%). Likewise, the flours enriched with non-
fermented Chardonnay grape seeds reached values of 17.02 g/100g in the formulations
with the higher proportion of based flour and 24.62 g/100g in the formulations with the
lower proportion of based flour (53.75%). The highest amount of total fiber was found in
the formulations with a lower proportion of based flour (Corn and lentil flour) and with a
higher proportion of grape by-products (20%), which highlights a clear contribution of
dietary fiber by by-products. from the grape and in smaller amounts from the Hylon® V.

Insoluble fiber being the greatest contribution to dietary fiber than soluble fiber.

5.- The content of total available carbohydrates (CDT) varied between 50.53 g
glucose/100g and 66.83 g/100g in formulations with fermented Cabernet Sauvignon

grape skin. While the formulations enriched with fermented Cabernet Sauvignon grape
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seeds oscillated their content from 52.57 g glucose/100g to 63.47 g glucose/100g. In
formulations enriched with non-fermented Chardonnay grape seed, the CDT content
varied between 50.88 g glucose/100g and 62.10 g glucose/100g. In all cases, grape by-

products did not influence the amount of available carbohydrates.

6.- The distribution and quantity of soluble sugars such as ciceritol and o-galactosides
(raffinose and stachyose), mostly depended on the proportion of the corn and lentil based
flour in the formulations, due to the fact that Hylon® V and by-products of the grape are
not a source of these sugars. Stachyose stands out with the highest amount (between
549.80 mg/100g to 868.43 mg/100g), followed by ciceritol (between 190.30 mg/100g to
427.95 mg/100g) and to a lesser extent, raffinose (between 45.80 mg/100g to 96.00

mg/100g).

7.- The arabinoxylans content ranged from 4.47 g/100g to 7.44 g/100g and the amounts
of water soluble arabinoxylans ranged from 0.53 ¢/100g to 0.85 g/100g in all
formulations. This content of total and water soluble arabinoxylans was exclusively
influenced by the presence of the corn and lentil flour, and they increased in those

formulations with 20% Hylon® V, since this ingredient is obtained from corn.

8.- The total starch content varied between 42.55 g/100g to 58.41 g/100g among all the
formulations. There is a significant difference (p<0.05) in higher concentrations of
resistant starch in formulations made with 20% Hylon® V than those formulated with 5%

of this ingredient.

9.- The incorporation of winemaking by-products led to an increase in the content of total
phenols, flavonoids and total anthocyanins in the analyzed flours. The content of these
compounds in the formulations enriched with 20% fermented Cabernet Sauvignon grape

skin/seeds or non-fermented Chardonnay grape seeds was significantly (p<0.05) higher
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than those formulated with 5% of this ingredient, regardless of the contribution from the

corn and lentil based flour.

EFFECT OF THE EXTRUSION PROCESS ON THE HYDROCARBON

FRACTION AND THE PHENOLIC COMPOUNDS IN FORMULATED FLOURS

10.- Extrusion process increased soluble fiber (SF) from 21.60% to 87.82%, decreasing
insoluble fiber (FI) from 8.92% to 17.20% in formulations enriched with fermented
Cabernet Sauvignon grape skin. Likewise, in formulations enriched with fermented
Cabernet Sauvignon grape seed, the SF content increased from 5.30% to 45.25%, while
the IF decreased from 2.49% to 8.81%. In the formulations enriched with non-fermented
Chardonnay grape seeds, the SF increased from 26.26% to 57.46%, while the IF
decreased from 3.18% to 13.73%. These changes are due to the breaking of the glycosidic
bonds caused by the extrusion process, for which the SF showed a significant increase

(p<0.05) in most of the extruded formulations, compared to the raw ones.

11.- Regarding the total available carbohydrates present in the extruded control samples,
their content was higher than that of the different formulations, due to the fact that the
based flours (corn and lentil, 70:30) mainly contributes this macronutrient. The
replacement of skin or fermented Cabernet Sauvignon grape seeds or non-fermented
Chardonnay grape seeds, or the incorporation of Hylon® V do not suppose a significant
contribution of total available carbohydrates that fully compensates for the decrease due

to the lower presence of flours in the formulations.

12.- The formulated and extruded flours presented a higher amount of stachyose, followed
by ciceritol and significantly lower amounts of raffinose. The formulations with higher

proportions of grape by-products (20%) had lower amounts of these oligosaccharides than
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those formulated with the highest proportion of the corn and lentil flour (83.75%),
obtaining an extruded food with less than 37. 4% ciceritol, 34.7% raffinose and 28.8%
stachyose with respect to the oligosaccharide values formulated with 83.75% corn and

lentil based flour.

13.- The extrusion process had a significant effect on the content of arabinoxylans,
especially in the formulations with 68.75% based flour (with 5% grape by-products plus
20% Hylon V) and 53, 75% based lentil (with 20% grape by-products plus 20% Hylon®
V), where it can be seen that the incorporation of Hylon® V, regardless of the grape by-

products, highly contributes to the final content on arabinoxylans.

14.- The extrusion process did not have any significant effect on the total starch content
in most of the formulations. Although there is a decrease in the resistant starch content in
all the extruded formulations, due to the extrusion process conditions, which implies high
shearing forces, high temperatures, promoting almost complete gelatinization of the
starch to the detriment of the stability of resistant starch. This has a beneficial effect on

its digestibility.

15.- The extrusion process caused a decrease in the content of phenolic compounds
(phenols, flavonoids and total anthocyanins) in all formulations with some non-
significant exceptions in formulations with skin or fermented Cabernet Sauvignon grape
seed and Hylon® V. These decreases are typical of the extrusion process. Despite the
decrease in phenolic compounds, it can be seen that the formulations with the highest
amount of grape by-products (20%) maintained a higher content compared to those
formulated with a greater amount of the corn and lentil mixture (83.75% or 68.75%) and
a lower amount of grape by-products (5 %), specifically the formulations with fermented

Cabernet Sauvignon grape skin and non-fermented Chardonnay grape seed, were the
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formulations with the highest amount of phenolic compounds, standing out as a food with
functional characteristics.
COMPARISON OF DIFFERENT EXTRUDED FLOURS: CONTROL AND

FORMULATIONS

16.- The different flours enriched with 20% grape by-products presented the highest
levels of insoluble, soluble and total fiber, highlighting the flours enriched with fermented

Cabernet Sauvignon grape seeds.

17.- The content of total available carbohydrates in the formulations enriched with the
different grape by-products was relatively lower than that of the extruded control flours.
This supposes a beneficial effect due to the reduction of the caloric value of these extruded
formulated flours. The formulation with the lowest caloric value corresponds to the flours

with 20% fermented Cabernet Sauvignon grape seeds and 5% Hylon® V.

18.- The formulations with the highest proportion of the different grape by-products
(20%), showed lower levels of oligosaccharides, making them interesting food

ingredients by reducing or avoiding the flatulent character of pulses flours.

19.- Regarding arabinoxylans, all formulations with 20% Hylon® V regardless of the
amount of grape by-products, presented high levels of the same. These formulations are
therefore interesting foods due to their effects at the metabolic level, since they could

contribute to maintaining adequate blood levels of cholesterol and glucose.

20.- Regarding the starch content, the resistant starch fraction is the minority, although it
is higher in the extruded and formulated flours than in the control flours, possibly due to

the incorporation of Hylon® V.
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21.- The content of total phenols is higher in all the formulations compared to the control

flour, being the formulations with a 20% incorporation of grape by-product the ones with

the highest content, highlighting those formulated with non-fermented Chardonnay grape

seed, with six times higher values of total phenols compared to the extruded control flour.

FINAL REMARKS:

The incorporation of winemaking by-products into corn and lentil-based flours means:

An increase in total fiber content. All flours considered in this study, in accordance
with Regulation (EC) No. 1964/2006, can be considered as a source of fiber
(containing more than 3 g/100g), all of them being interesting formulations for
the development of functional foods.

A decrease in the total carbohydrate content with a beneficial effect in reducing
the caloric value of extruded formulated flours.

A significant increase in the contents of total phenols, flavonoids and especially
anthocyanins, with the consequent positive effect on the functional quality of the
extruded formulated flours due to their potential antioxidant capacity. Regarding
the incorporation of Hylon® V, we can ensure that it is the ingredient that
contributes the most to the total arabinoxylan content, regardless of the
winemaking by-product added (skin or seed) and the grape variety considered

Cabernet Sauvignon or Chardonnay.

Related to the addition of Hylon® V, this ingredient has a significant effect on total

arbinoxylans content with independence of the winemaking byproduct added (skin or

seeds) and the grape variety considered Cabernet Sauvignon or Chardonnay.
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Corn-lentil flours formulated with different winemaking byproducts (skin or seeds) from
Cabernet Sauvignon or Chardonnay varieties could be considerd as an interesting

ingredients to obtain formulated extruded products as healthy snacks.
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