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RESUMEN

La intolerancia al gluten es una afeccion caracterizada por la dificultad e
imposibilidad para digerir la proteina del gluten por parte de las personas que
presentan esta enfermedad. Cursa con una sintomatologia digestiva y
extradigestiva que puede afectar a la calidad de vida de los pacientes que la
sufren. De ahi la importancia de eliminar el gluten de la dieta como Unico
tratamiento eficaz, ya que su consumo continuado puede ocasionar graves
complicaciones en estos pacientes. A pesar de que actualmente hay una amplia
disponibilidad de productos sin gluten en el mercado, muchos de ellos presentan
peor valor nutricional que sus homdélogos convencionales: elevada cantidad de
grasas de baja calidad, y reducido contenido en vitamina D, fibra, calcio, hierro y
vitaminas del grupo B.

La extrusion es un procedimiento mecénico de induccién de energia térmica y
mecanica, mediante el que se aplica al alimento alta presion y temperatura
durante un corto periodo de tiempo. Permite obtener productos con diferentes
formas, texturas, tamafnos, sabores y una mejor composicion nutricional.

El objetivo del presente trabajo fue aplicar la tecnologia de extrusion con la
finalidad de producir una harina para el desarrollo de un snack con una adecuada
composicion nutricional que pueda emplearse como una nueva alternativa
dietética para las personas celiacas.

Para ello se prepararon diferentes mezclas de harinas de lenteja y distintos
cereales. Finalmente se ensay6 una mezcla de harina de lenteja y maiz al 50%
con diferentes grados de humedad. Esta mezcla fue sometida a extrusion a 130
°C y 180-200 bar de presion. Se determiné la humedad, el contenido en
proteinas, grasas, cenizas, carbohidratos, la capacidad antioxidante por distintos
métodos, el contenido en almidén y el indice glucémico de la mezcla de harina
en crudo y de las masas sometidas a extrusion.

El producto final obtenido presentd un reducido contenido en grasas y una
cantidad adecuada de proteinas y carbohidratos; ademas, no contiene azucares
ni sal afiadidos, por lo que es adecuado para formar parte de una dieta saludable.
El proceso de extrusion sobre la harina produjo un aumento estadisticamente
significativo de la capacidad antioxidante del producto final. También redujo la
humedad, lo que contribuye a la conservacion del producto final.

La aplicacion de la extrusién, por tanto, mejor6 de manera significativa las
propiedades nutricionales de un snack parcialmente formulado con harina de
leguminosa y maiz.



ABREVIATURAS

tTG: Transglutaminasa
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1. INTRODUCCION

1.1. SENSIBILIDAD AL GLUTEN (CELIACA Y NO CELIACA)

El gluten es una proteina compleja localizada en el trigo, cebada, centeno y
avena. Los seres humanos no poseemos las enzimas necesarias para lograr su
asimilacion total, y las peptidasas intestinales sélo consiguen su hidrdlisis hasta
péptidos de 30-40 aminoacidos, prolaminas, que conservan caracteristicas
potencialmente antigénicas. En sujetos con genes susceptibles estos péptidos
son capaces de traspasar la barrera epitelial, llegando a la lamina propria
intestinal, donde logran ser mostrados e identificados por células del sistema
inmune que, en ese instante, provocan una reaccion desfavorable de tipo
alérgico (hipersensibilidad al trigo) o autoinmune (enfermedad celiaca).

La intolerancia al gluten es una afeccién autoinmune sistémica producida por el
consumo de la proteina del trigo (gluten) y prolaminas relacionadas en personas
con genes susceptibles. Se caracteriza por una combinacién variable de
manifestaciones clinicas, anticuerpos especificos, haplotipos HLA DQ2 y DQ8 y
enteropatia. Su prevalencia mundial es del 0.5-1% (1).

El factor genético mejor caracterizado hasta el momento es la existencia de
haplotipos HLA DQ2 o DQ8 del locus MHC clase I, y se ha asociado con el 40%
del riesgo genético para esta enfermedad. Estas variantes estan presentes en el
30-35% de la poblacion general y en el 95% de la poblacion con celiaquia, lo que
indica que es una condicion necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de
la afeccion.

Otros factores predisponentes son la dieta, especialmente la edad a la que se
introducen los cereales con gluten, la forma de preparar estos alimentos, o la
cantidad de gluten ingerido; también algunas enfermedades infecciosas sufridas
al inicio de la vida y la microbiota intestinal.

En la patogenia de la enfermedad celiaca hay un momento crucial, y es cuando
algunas macromoléculas, como el gluten, pasan a la submucosa, debido a la
alteracion de la integridad de las uniones estrechas del epitelio intestinal. El
gluten, como ya se ha comentado, sélo se digiere parcialmente, generando
péptidos ricos en residuos de glutamina y prolina, llamados gliadina. Estos
péptidos pueden llegar a atravesar la barrera epitelial; entonces la enzima
transglutaminasa (tTG) los desamina, transformando los residuos de glutamina
en acido glutamico, de forma que se generan péptidos con mucha tendencia a
interaccionar con moléculas MHC tipo Il HLA-DQ2 o HLA-DQ8 presentes en la
superficie de las células presentadoras de antigenos de la lamina propria
intestinal. Estas células presentan estos péptidos a los linfocitos T-CD4, de forma
gue se produce una respuesta inmune de tipo celular y humoral. Asi, tiene lugar
una respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal que puede provocar el
aplanamiento de las vellosidades y, por tanto, una malabsorcién. Este proceso
inflamatorio puede extenderse a otros 6rganos, como la piel y las articulaciones,
originando las llamadas manifestaciones extradigestivas.

El sintoma mas frecuente en los sujetos celiacos es el dolor abdominal, seguido
de diarrea crénica o intermitente, estrefiimiento cronico, vémitos, pérdida de
peso, distensiéon abdominal y desnutricion. Dentro de las manifestaciones
extradigestivas se han documentado anemia ferropénica, fatiga, hipoplasia del
esmalte dental, aftas, dermatitis herpetiforme, osteopenia/osteoporosis,
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elevacion crénica de las transaminasas, talla reducida, retraso puberal,
infertilidad y abortos de repeticion. También se han referido algunos sintomas
neuroldgicos, como cefaleas, ataxia cerebral, epilepsia, neuropatia periférica,
depresion, alucinaciones, ansiedad o crisis de panico (2).

En algunas ocasiones se ha observado que los sintomas de algunos sujetos
celiacos no desaparecen o mejoran con el seguimiento de una dieta sin gluten,
después de haber sido diagnosticados: se consideran casos de enfermedad
celiaca refractaria. En algunos de estos pacientes se ha observado que sus
sintomas mejoran si, ademas de eliminar el gluten de la dieta, se excluyen otras
proteinas, como las prolaminas de la avena (aveninas) o del maiz (zeinas) y, a
veces, las caseinas de la leche de vaca (3). Esta enfermedad celiaca refractaria
se caracteriza por una malabsorcion persistente y la atrofia de las vellosidades
intestinales, a pesar de haber seguido una dieta libre de gluten de forma estricta
durante 6-12 meses. Asi, se ha establecido que cualquier proteina de la dieta
cuya digestién en el tracto gastrointestinal genere péptidos con secuencias y/o
cargas similares a las de los péptidos del gluten, podria exacerbar la enfermedad
celiaca (3).

También se ha observado que en el 20% de los casos la enfermedad celiaca se
asocia con otras patologias autoinmunes, como la diabetes tipo 1, la tiroiditis
autoinmune, la enfermedad inflamatoria intestinal, la hepatitis autoinmune y la
enfermedad de Addison. Y se ha documentado una relacion entre la deficiencia
selectiva de inmunoglobulina A y enfermedad celiaca, y algunas
cromosomopatias, como el sindrome de Down, de Turner y de Williams.

El diagnodstico de la enfermedad celiaca comienza con su sospecha cuando un
sujeto presenta sintomas compatibles o pertenece a algun grupo de riesgo. En
estos casos, se debe realizar un analisis en busca de anticuerpos anti-tTg y
antiendomisio (EMA), y evaluar si ha habido dafo intestinal, y en qué grado,
mediante una biopsia duodenal realizada por endoscopia. Si se determina que
el paciente presenta alguna atrofia de las vellosidades intestinales, se considera
gue la enfermedad celiaca esta activa, por o que debe iniciarse el tratamiento.
Sin embargo, si no se observa atrofia de las vellosidades, se considera que el
sujeto tiene una enfermedad celiaca potencial, pero no esta indicado iniciar el
tratamiento. En los casos dudosos y si hay discrepancias entre el resultado de
los anticuerpos y el de la biopsia duodenal, es conveniente determinar la HLA
DQ2-DQ8, ya que estos haplotipos estan presentes en cerca del 95% de los
individuos caucasicos con enfermedad celiaca.

Se ha demostrado una relacién directa entre los niveles de anticuerpos
antitransglutaminasa tisular (anti-tTg) y el grado de dafio histologico: los sujetos
con valores de anti-tTg diez veces por encima del punto de corte tienen una
probabilidad de atrofia de las vellosidades intestinales de casi el 100%. Por eso,
la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica
(SEGHNP), en su ultimo consenso, recomendo no realizar biopsias duodenales
en aguellos pacientes con sintomas tipicos, valores de anti-tTg mayores de 10
veces el punto de corte, EMA positivo y HLA DQ2-DQ8 (2).

Los criterios diagndsticos de enfermedad celiaca mas utilizados desde 1969 han
sido los establecidos por la European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) (4): son los criterios de Interlaken. En ellos
se consideraba imprescindible realizar tres biopsias intestinales para el



diagnostico: la primera para determinar si hay atrofia de las vellosidades al
consumir gluten; otra para comprobar si se normaliza la histologia después de
retirar el gluten; y una tercera para probar la reaparicion de la atrofia al
reintroducir el gluten. Posteriormente, en 1990, se revisaron estos criterios,
estableciéndose los nuevos “Criterios ESPGHAN 1990 para el diagndstico de la
enfermedad celiaca” (5). Segun éstos, ya solo era imprescindible realizar una
biopsia intestinal mientras se esta consumiendo gluten que demostrara la
existencia de las lesiones intestinales caracteristicas de esta enfermedad. En los
nifios menores de 2 afos, o si el diagnostico no esta claro, es obligatorio realizar
una prueba de provocacion.

Las nuevas “ESPGHAN guidelines for the diagnosis for celiac disease in children
and adolescents. An evidence-based approach” (6), publicadas en 2012,
planteaban la posibilidad de no realizar biopsias en algunos casos: pacientes
sintomaticos con anticuerpos anti-tTg mayores de 10 veces el limite superior de
la normalidad, anticuerpos antiendomisio positivos en una segunda muestra, y
HLA DQ2/DQ8. Ademas, a partir de este momento, sélo debe realizarse la
prueba de provocacion si existen dudas en el diagnostico. En el afio 2017 dos
estudios (7,8) confirmaron la precision de este modelo.

Por ultimo, en 2020 se actualizaron los criterios de la ESPGHAN (9), del siguiente
modo:

* Los anticuerpos antitransglutaminasa tisular IgA deben determinarse en primer
lugar, junto con la IgA sérica. Si hay un déficit de IgA, se deben estudiar también
los anticuerpos isotipo IgG.

* No es imprescindible efectuar una biopsia intestinal en pacientes asintomaticos.
Sin embargo, esta decision debe ser evaluada de forma individual y con el
consentimiento de los padres (en el caso de menores) o del paciente, dado el
menor valor predictivo positivo de niveles altos de anticuerpos
antitransglutaminasa tisular.

» En pacientes con diabetes mellitus tipo 1 asintomaticos, el diagndstico de la
enfermedad celiaca debe hacerse mediante biopsia intestinal.

» Se mantiene la necesidad de diagndéstico con biopsia intestinal en sujetos con
déficit de IgA, dada la falta de datos sobre el valor predictivo de la lesién intestinal
de los anticuerpos IgG.

* No es necesario el estudio de HLA en pacientes a los que se realiza biopsia
intestinal 0 en los que presentan anticuerpos antitransglutaminasa tisular
mayores de 10 veces el limite superior de la normalidad. Esto estaria indicado
sé6lo para cribado de poblacién de riesgo y en casos dudosos.

Un adecuado diagnéstico de la enfermedad celiaca es fundamental, ya que
puede ayudar a prevenir futuras patologias. Por un lado, un infradiagnostico
puede afectar a la calidad de vida, alteraciones en el crecimiento y desarrollo,
problemas de esterilidad, neoplasias gastrointestinales o enfermedades
autoinmunes; por otro, un sobrediagndstico también puede afectar a la calidad
de vida, ya que tiene una importante repercusion econdmica y riesgo de dieta
desequilibrada, estrefiimiento o sobrepeso (10).



No existe ningun tratamiento especifico para la enfermedad celiaca, excepto la
adherencia a una dieta libre de gluten durante toda la vida. Es decir, no consumir
trigo, centeno, cebada y, en muchos casos, avena.

Sensibilidad no celiaca al gluten

La sensibilidad no celiaca al gluten es una enfermedad que presentan pacientes
en los que se han descartado enfermedad celiaca y alergia al trigo, que se
caracteriza por una serie de sintomas digestivos y extradigestivos relacionados
con la ingesta de gluten y otras proteinas del trigo (2). Su prevalencia en la
poblacion general es mayor que la de la enfermedad celiaca: en torno al 6%,
(11).

En esta patologia se ha documentado que los haplotipos HLA DQ2/DQ8 estan
presentes en solo alrededor del 50% de los pacientes (cifra mayor que el 30-35%
reportado en poblacién general), pero menor que la descrita en celiacos, que es
de aproximadamente un 95% (12).

En estos pacientes no se han observado alteraciones en la permeabilidad
intestinal y parece que se activan mecanismos de inmunidad innata, en lugar de
inmunidad adquirida. En 2010, Sapone y cols. (11) describieron las
caracteristicas clinicas y diagnésticas de este cuadro, diferenciandolo de la
enfermedad celiaca por la ausencia de un mecanismo autoinmune involucrado
en su patogenia. Este grupo define la sensibilidad no celiaca al gluten como una
reaccion adversa al gluten en la que se han descartado los mecanismos
alérgicos (principalmente IgE) y autoinmunes (principalmente tTG2 y EMA).

En la sensibilidad no celiaca al gluten, otras proteinas distintas del gluten, como
los inhibidores de la alfa-amilasa/tripsina, algunos carbohidratos (FODMAPS) e
incluso la levadura, podrian provocar los sintomas propios de la enfermedad.

Su cuadro clinico es similar al de la enfermedad celiaca: dolor abdominal, diarrea
cronica, fatiga, distension abdominal, eczema, cefalea, visidn borrosa,
depresion, anemia, parestesias en piernas, brazos y manos y dolor articular.
Debido a esta semejanza en los sintomas entre ambas enfermedades, el
diagnostico se realiza en presencia de sintomas con serologia de enfermedad
celiaca negativa, pruebas de inmuno-alergia negativas, biopsia duodenal normal,
y desaparicion de los sintomas con el seguimiento de una dieta libre de
gluten/trigo durante al menos 3 semanas. La confirmacion del diagnostico se
basa en la reaparicion de sintomas al volver a ingerir alimentos con gluten.

El tratamiento de la sensibilidad no celiaca al gluten es una dieta libre de gluten.
Pero, en este caso, a diferencia de la enfermedad celiaca, no se requiere una
adherencia estricta, puesto que no se han descrito hasta ahora complicaciones
a largo plazo (2).

En las ultimas décadas, se ha observado que la enfermedad celiaca es una
enfermedad global, relativamente frecuente, que afecta tanto a nifios como a
adultos. Segun un estudio realizado en la comunidad de Aragon entre los afios
2011y 2016 (13), la prevalencia de la enfermedad celiaca ha sufrido un aumento
significativo debido a la mayor conciencia social sobre esta patologia, tanto de la
poblacién general hacia los sintomas de la enfermedad celiaca, como de los
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especialistas sanitarios para detectar la enfermedad en nifios y adultos, a una
mejora de los métodos de diagndstico y a su mejor conocimiento desde el punto
de vista médico y cientifico en los ultimos afios. Este estudio, realizado en la
poblacion de pacientes con enfermedades del aparato digestivo de los servicios
de salud de Aragdn, de entre 1 y 107 afios, evidencié que el 16,8% de estos
sujetos mostraba una fuerte evidencia de enfermedad celiaca; el 4,4%, una
pequefa evidencia; y, finalmente, el 78,8% no tenia evidencia de la enfermedad.
Asi, observaron un aumento significativo en el diagndstico de esta enfermedad
desde el afio 2000, superando los 500 casos en los ultimos 3 afios de estudio.

El mercado de los productos sin gluten en el mundo se ha desarrollado de forma
espectacular en los ultimos afios. Esto se ha asociado con el incremento de los
problemas de salud relacionados con la ingesta de gluten (enfermedad celiaca),
sensibilidad no celiaca al gluten y alergia al trigo. Gran parte de este desarrollo
se ha debido a la enorme influencia que estos grupos de poblacién han tenido
en la industria alimentaria. Actualmente se ha mejorado significativamente la
disponibilidad de alimentos sin gluten en practicamente todo el mundo (14).

Pero también se ha observado que existe un grupo de personas, aparentemente
sanas, cada vez mayor que optan por una dieta libre de gluten por considerarla
mas saludable. Sin embargo, no toda alimentacion libre de gluten puede
considerarse como saludable y equilibrada. Se ha observado que la exclusién de
gluten de la dieta puede derivar en dietas desequilibradas. Esto es debido a que
muchos de estos alimentos sin gluten presentan un elevado contenido en grasas
y son pobres en fibra, vitamina D, calcio, hierro y vitaminas del grupo B. Estos
productos sin gluten presentan, por tanto, un peor perfil nutricional que sus
homélogos con gluten, por lo que no son necesariamente mas saludables que
los convencionales (15).

Es muy importante que, ante la intolerancia al gluten, se preste atencion a estos
alimentos sin gluten y que se garantice que estos pacientes puedan realizar una
dieta nutricionalmente equilibrada, que cumpla los objetivos nutricionales y que
aporte una cantidad de energia y nutrientes adecuada en funcion de las
recomendaciones. Es absolutamente importante, por tanto, seguir los principios
de la alimentacién saludable. Por eso, no es imprescindible eliminar los cereales
de la dieta, sino que se pueden utilizar otras alternativas saludables: cereales,
como arroz, maiz, mijo, sorgo o teff; pseudocereales, como quinoa o chia;
tubérculos, como tapioca o yuca; etc. También existen distintos tipos de harina
gue ayudaran a elaborar una gran variedad de alimentos aptos para la
alimentacion libre de gluten: harinas de cereales (arroz, maiz, mijo), de
leguminosas (soja, garbanzos, lentejas) o de vegetales y tubérculos (tapioca,
fécula de patata). El empleo de pastas elaboradas con harina de leguminosas
como alimento para intolerantes al gluten contribuye a elevar el valor nutricional
de la dieta, ya que mejoran el perfil de aminoacidos e incrementan el contenido
de minerales y fibra dietética.

1.2. MATERIAS PRIMAS: LENTEJAS

La lenteja (Lens culinaris) es un alimento perteneciente al grupo de las
legumbres. Las legumbres pueden clasificarse en dos grupos principales,



leguminosas grano o legumbres y leguminosas oleaginosas. Las lentejas se
encuentran en el grupo de leguminosas grano o legumbres, que destacan por un
contenido moderado en proteinas, alto en hidratos de carbono complejos como
el almidén y fibra alimentaria, y bajo contenido en grasa, que es principalmente
de tipo insaturado. A su importancia nutricional hay que afadir los beneficios de
Su consumo en situaciones fisioldgicas y patoldgicas, derivados de la estructura
singular y especifica de sus nutrientes y de la presencia de componentes no
nutricionales que tienen un efecto especial sobre la biodisponibilidad de
proteinas, hidratos de carbono y minerales.

Existe una gran cantidad de variedades de lentejas, dependiendo de la forma,
color de la semilla madura, tamafio de la planta y precocidad. Algunas de las
principales variedades que se pueden encontrar son las siguientes:

* Lenteja de La Armufa: tiene un tamano aproximado de 6-9 mm de
diametro. Su color es verdoso y presenta un moteado. Su principal zona
de cultivo esta en la regién de La Armufia, en Salamanca.

* Lenteja rubia castellana: su tamafio se encuentra entre 7 y 9 mm de
diametro. Presenta un color verde claro con motas mas oscuras. Pueden
sufrir oxidacion y oscurecimiento a causa de la luz. La forma de su grano
es ancho, aplastado y con forma de lente. En Espafa se cultiva
principalmente en la comunidad autonoma de Castilla la Mancha.

* Lenteja pardina o lenteja francesa: su tamafio varia en torno a 3-5 mm
de didmetro. Tiene un color marrdn rojizo o marron terroso, con pequefos
puntos negros en su piel y albumen amarillo. Su mayor produccion en
Espafa se realiza en la Tierra de Campos, en la comunidad de Castilla y
Ledn.

 Lenteja verdina, lenteja Estdn o lenteja de Lanzarote: es de pequefio
tamano, entre 3,5y 5 mm de diametro. Su color es verde claro. El cultivo
de esta variedad en Esparfia se concentra en Castilla 'y Leon.

* Lenteja beluga o lenteja caviar: presenta un color negro brillante
caracteristico. Su cotiledon es de color amarillo. Su forma es semiesférica
y son de pequefio tamafio.

* Lenteja Crimson o lenteja coral: son lentejas pequefas, entre 3 y 5 mm
de didmetro. Tienen un albumen de color rojizo.

* Lenteja Urad dal: son lentejas de color blanco que proceden de la India.

Ademas de por su variedad, estas legumbres pueden ser divididas por su tamafio
(16):

* Raza macrosperma: su diametro oscila entre 6 y 8 mm. El peso de 100
semillas debe ser superior a 4,5 g.

* Raza microsperma: el diametro de las semillas debe comprender un
tamafo aproximado de entre 3y 6 mm. El peso de 100 semillas debe ser
inferior a 4,5 g.

Las lentejas contienen un 19,8-31,4% de proteinas. La proteina de las lentejas
presenta algunas limitaciones nutricionales, como su bajo contenido en
aminoacidos azufrados y triptéfano. Ademas, la digestibilidad de esta proteina
es menor en comparacion con otras fuentes, debido a su estructura y a la



presencia de compuestos antinutrientes. La utilizacién nutritiva de la proteina
puede mejorar significativamente si se complementa con proteina de cereales o
con proteinas de origen animal (17).

Los hidratos de carbono (CHO) suponen el 40,1-57,4% de su composicién
guimica. EI componente mayoritario es el almidén, un CHO complejo. También
contiene oligosacaridos, a-galactésidos, y, en menor proporcién, azucares
sencillos, como glucosa o sacarosa. La fibra alimentaria en la lenteja se
encuentra en torno al 10,1-21,4%, y se compone de un conjunto muy amplio de
polisacaridos complejos, como celulosa, hemicelulosas, pectinas, gomas o
mucilagos, acompafados de lignina (17).

El contenido de lipidos de las lentejas varia en torno al 0,7-3,8%. En general,
esta grasa es de buena calidad nutricional, con mayor contenido en acidos
grasos insaturados, predominando los acidos grasos oleico, linoleico y linolénico
a7).

Las lentejas son una fuente de numerosos minerales esenciales para la salud
gue incluyen macroelementos, como K, P, Ca y Mg, microelementos, como Fe,
Zn, Se, Cuy Mn, y oligoelementos o elementos traza, como Al, Cr, Ni, Mo, Pb 'y
Co. Por regla general, el potasio es el mineral mas abundante, seguido de
fosforo, calcio, magnesio y sodio (17).

En cuanto a la presencia de vitaminas, las lentejas son buena fuente de
vitaminas hidrosolubles, como tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, acido
félico, acido pantoténico y biotina. El contenido en vitaminas puede verse
afectado por los métodos de procesado, mientras que tratamientos
biotecnolégicos, como la germinacion o la fermentacion, tienen un claro efecto
beneficioso sobre el contenido de algunas vitaminas (17).

Por ultimo, las legumbres se caracterizan por contener una serie de sustancias
bioactivas que se conocen como factores o compuestos no nutricionales;
algunos se consideran antinutrientes, aunque también se han demostrado
diversas propiedades beneficiosas de estas sustancias. Los principales
componentes no nutricionales de las lentejas son (17,18):

- Inhibidores de las proteasas: pueden interferir en la absorcion de las
proteinas y en la utilizacion metabdlica de los distintos aminoacidos. El
procesamiento térmico de las lentejas para su consumo inactiva
eficientemente estos compuestos. Por otro lado, pueden ejercer también
efectos beneficiosos para la salud, actuando como agentes
antiinflamatorios y anticancerigenos.

- Lectinas: se asocian con hidratos de carbono en su forma libre o forman
estructuras mas complejas en el intestino delgado, y pueden causar dafios
en la pared intestinal, afectando a la absorciéon y el transporte de
nutrientes, con la consiguiente generacién de diarreas. Otros efectos
perjudiciales son la inflamacion, la aglutinacion de las células sanguineas
y los vémitos. También se han descrito algunos efectos beneficiosos,
como su papel como anticancerigeno y su efecto prebidtico. Incluso se ha
descrito su capacidad como coadyuvante de vacunas orales, al
incrementar la produccion de anticuerpos. Su eliminacion se produce con
un tratamiento con agua a 100 °C durante 10 minutos.



- Acido fitico: actiia como quelante de metales bivalentes como calcio,
hierro o cinc, lo que disminuye su biodisponibilidad. También es capaz de
guelar metales téxicos o con elevada capacidad para generar radicales
libres. Otros efectos beneficiosos son su actividad hipoglucemiante e
hipolipemiante, y su capacidad antioxidante y de proteccién contra
lesiones del ADN. Su eliminacion se realiza mediante tratamiento con
vapor de agua (en un autoclave) a 120 °C, durante 2 horas, incubacién en
agua (60°C, 10 horas), molienda (para eliminar la capa externa), adicién
de fitasas, extraccion acuosa (18 horas), fermentacion y germinacion.

- Saponinas: pueden reducir la utilizacién de los nutrientes al alterar la
permeabilidad del intestino delgado. También tiene efectos beneficiosos,
puesto que pueden reducir las concentraciones de colesterol, incrementar
la excrecion de acidos biliares y la inhibicion del crecimiento de células
tumorales. Se eliminan del alimento mediante extraccién acuosa.

- Alfa-galactoésidos: es un componente que produce flatulencia. Se elimina
mediante remojo en agua, germinacion o fermentacion.

Por otra parte, al tratarse de productos de origen vegetal, las lentejas incluyen
en su composicion fenoles, entre los que destacan acidos fendlicos, tocoferoles
y vitamina C. Varios estudios han demostrado que las leguminosas presentan
actividad antioxidante (19-25) que ayuda en la prevencion de enfermedades y la
promocioén de la salud. Un estudio realizado en 2010 (26), centrado en el estudio
del contenido total de fenoles en lentejas pardinas, identifico un total de 35
compuestos fendlicos: 69% de catequinas y proantocianidinas; 17% de
flavonoles; 5% de flavonas y flavanonas; 5% de hidroxibenzoicos; y 3,5% de
hidroxicinamicos. Sin embargo, a pesar de que las lentejas son las leguminosas
con mayor contenido en fenoles totales, no son las legumbres con mayor
capacidad antioxidante (aunque ésta es muy elevada, debida a los fenoles) (27).

1.3. TECNOLOGIA DE EXTRUSION

La extrusion de alimentos es una tecnologia emergente en la industria
alimentaria que permite procesar y producir gran cantidad de productos de
diferente tamafio, forma, textura y sabor y, lo mas importante, con propiedades
nutricionales mejoradas. La extrusidbn es un procedimiento mecanico de
induccion de energia térmica y mecéanica, mediante el que se aplica al alimento
alta presion y temperatura durante un corto espacio de tiempo (28). Es una forma
de coccion répida, continua y homogénea. La extrusién es una técnica de
procesamiento alimentaria que permite mejorar la digestibilidad de los alimentos
y otros aspectos nutricionales.

La tecnologia de coccidn por extrusién es un proceso a alta temperatura y corto
tiempo, necesario para producir cambios nutricionales, fisico-quimicos y
estructurales en materiales crudos, haciendo pasar a la materia prima por
diferentes condiciones de temperatura, humedad, velocidad del tornillo y
alimentacién. También se caracteriza por tener un control automatizado, alta
productividad y versatilidad, y tiene una alta adaptabilidad a las condiciones de
procesamiento, eficiencia energética y un bajo coste. Este método es una técnica



de procesamiento en la industria alimentaria, y es considerado un proceso de
fabricacion eficiente.

En el caso de la extrusion de la harina, durante este proceso se pueden producir
diferentes cambios estructurales y distintas reacciones que modifican sus
propiedades, como gelatinizacién del almidén, formacién de un complejo entre
la amilosa y los lipidos, degradacion de pigmentos, reaccion de Maillard,
alteraciones en el contenido de polifenoles, inactivacion de los distintos
compuestos antinutrientes (cémo acido fitico, lectina, tripsina, inhibidores de la
guimotripsina y desnaturalizacion de las proteinas), texturizacion y mejora de las
caracteristicas sensoriales.

Estas reacciones son fundamentales para el desarrollo de la estructura y
funcionalidad del producto final. El proceso de extrusion es un método eficaz
para obtener productos como snacks expandidos, cereales de desayuno,
galletas, almidones modificados, proteina de vegetales texturizada, pasta,
sustitutos de la carne y alimentos para mascotas (29).

El extrusionado se puede realizar en dos condiciones:

- Extrusionado en seco: el material que se utiliza sufre alteraciones
provocadas por la presion y el calor.

- Extrusionado en humedo: en este caso, ademas de la presion y el calor,
se afiade vapor (humedad) al material extruido. Este tipo de extrusionado
es el que se realiza mas frecuentemente. La Unica condicion necesaria
para llevar a cabo este proceso es que el material a extruir no debe
contener apenas grasa en su composicion.

Equipo de extrusion

Una maquina de extrusion consta de distintas partes: un sistema de alimentacion
de los alimentos o materias primas, un sistema de fusidn-plastificacion, un
sistema de bombeo y presurizacion, donde normalmente también se mezclan los
productos y un dispositivo que da la forma final al material fundido (filamentos,
bolas, etc.). La Figura 1 muestra un esquema de una maquina extrusora de
tornillo Unico.

Tolva
Fesistencias eléctricas .
- Cabezal

'l'. '_iIindn:- ’/'| H‘H

Tormillo L Bogqulla
1 1

Figura 1. Esquema de una maquina extrusora de tornillo Gnico. Tomada de
Beltran M y Marcilla A (30).



El sistema de alimentacion mas comun en este tipo de maquinas es una tolva.
El alimento o la materia prima que se va a extrusionar generalmente se introduce
en forma de polvo o granza. El sistema de fusion-plastificacion, sistema de
bombeo y presurizacion (y mezclado) esta formado por un tornillo de Arquimedes
que gira en el interior de un cilindro que se calienta con resistencias eléctricas
(Figura 1). Al final del cilindro se coloca un cabezal con una boquilla de salida
con la forma deseada, de modo que, al pasar por ella el producto, éste adquiere
dicha forma. El sistema cilindro-tornillo es la parte mas importante de la maquina
extrusionadora, puesto que, cuando gira, se compacta el alimento sélido, de
forma que se fusiona el material y es transportado hacia el cabezal con la boquilla
de conformado. Asi, se produce al mismo tiempo la presurizacion y la mezcla del
material.

Las maquinas de extrusion se pueden dividir en tres partes:

e La zona de alimentacién: donde se encuentra la tolva; en esta parte la
profundidad del canal del tornillo es maxima. Su funcién es compactar el
alimento o materia prima y transportarlo hacia la siguiente zona a una
velocidad adecuada.

e La zona de transicion o compresion: es la zona intermedia; en esta parte
la profundidad del canal se reduce gradualmente.

o La zona de dosificado: es la parte mas cercana a la boquilla de salida; la
profundidad de canal es constante y muy pequefia. En esta parte el
material fundido se homogeneiza y se presuriza; es decir, se le obliga a
atravesar a presion la boquilla de conformado, de forma que, al salir,
adquiere la forma final deseada.

La presion va aumentando a medida que el material se va alejando de la zona
de alimentacion (hacia la zona de salida o dosificado).

Existen otros tipos de maquinas extrusoras, aunque son menos empleadas en la
industria alimentaria, como las extrusoras multitornillo, que tienen mas de un
tornillo o cilindro. Las mas importantes son las de dos tornillos, entre las que
existe una gran variedad en funcion de si los tornillos tienen giro contrario (Io mas
frecuente) o giran en paralelo; y del grado de interpretacion de los mismos. Estas
maquinas tienen importantes ventajas, como una buena capacidad de mezclado
y desgasificacion, y un buen control del tiempo de residencia y de su distribucion.
Sin embargo, son muy caras y dificiles de manejar (30).

Las extrusoras se clasifican en humedas o secas, por un lado, y en simples o de
doble hélice (Tabla 1), por otro. La extrusion seca utiliza niveles de humedad por
debajo del 20%.

Tipo de extrusionadora Produccién Versatilidad
Hélice simple (extrusién seca) Pequefia Restringida
Hélice simple (extrusion hiumeda) Grande Elevada
Hélice doble (extrusién humeda) Grande Total

Tabla 1. Tipos de maquinas extrusoras. Tomada de Beltran M y Marcilla A (30).
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Efectos en los alimentos

El proceso de extrusion incrementa la vida util del alimento desde unas pocas
semanas a unos 9-12 meses, aungue el alimento puede ser consumido
inmediatamente por el consumidor. Se ha establecido que el sistema de
extrusion es actualmente la forma mas eficiente de procesar alimentos o
combinaciones de los mismos con baja actividad de agua, de forma que se
transforman en alimentos estables durante unos 12 meses, dependiendo de las
condiciones de almacenamiento y envasado.

El proceso de extrusién puede provocar distintos efectos en los alimentos crudos,
ya que pueden someterse a temperaturas de hasta 250 °C y una presion de mas
de 100 bars. Se ha observado que este método puede provocar distintos
cambios en las propiedades nutricionales de los alimentos:

- La extrusién afecta a la digestibilidad de las proteinas, y a la
solubilizacion de la fibra. El tratamiento térmico provoca Ila
desnaturalizacion de las proteinas.

- La extrusion también afecta al contenido total de fibra dietética,
aumentandolo o reduciéndolo en funcion de la materia prima, las
condiciones del proceso y la funcionalidad de las diferentes fracciones.
Numerosos estudios han descrito cambios en la ratio fibra dietética
soluble/fibra dietética insoluble tras el procesado (31), lo que puede tener
implicaciones nutricionales y funcionales.

- También se ha documentado la inactivacion de las enzimas
responsables de la oxidacion lipidica, la reduccion del contenido de
factores antinutritivos y la disminucion de la carga microbiana.

- El proceso de extrusion también afecta de forma importante a los
carbohidratos, especialmente al almidon, ya que puede gelatinizar. La
retrogradacion del almidon gelatinizado induce la formacion de almidon
resistente, que es un tipo de almiddn que resiste la digestion en el intestino
delgado y puede ser digerido en el intestino grueso, donde es fermentado
por la microflora del colon. Este efecto puedes ser positivo, por su posible
papel en la reduccién del riesgo de cancer de colon (32).

La extrusion permite convertir granos de cereales enteros en productos
palatables y practicos. La capacidad para reducir toxinas y microorganismos,
mientras se incrementa la digestibilidad, hace de la extrusién una técnica muy
adecuada para la produccién de productos alimenticios. La coccidn por extrusion
puede mejorar o reducir la calidad nutricional de los alimentos (33).

Efectos de la extrusion sobre la harina de lentejas

Ciudad-Mulero et al. (34) analizaron la composicién fitoquimica y la actividad
antioxidante de diferentes formulaciones de harina de lentejas: crudas, extruidas
a 140 °C y extruidas a 160 °C. También evaluaron los cambios inducidos por los
procesos de coccidn y extrusion en las muestras.

Sus resultados demostraron que el contenido total de fibra dietética aumento
significativamente en las harinas extruidas a 140 °C y 160°C.
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También se observé que el procesamiento de las harinas (tratamiento mecanico,
tratamiento térmico, coccidn por extrusion y bioprocesamiento) provoco pérdidas
de los compuestos antioxidantes, debido a las altas temperaturas utilizadas en
estos procesos. En el caso de la vitamina E, diversos factores pueden afectar a
su contenido, como la mezcla, el acondicionamiento, la temperatura de coccion,
las revoluciones por minuto del tornillo, la presion, la humedad, etc. En este
estudio el procesamiento produjo una reduccion del 81,5-92,0% del contenido
total de tocoferol, y no se encontré ninguna isoforma de vitamina E (alfa-tocoferol
y beta-tocoferol) tras el proceso de extrusidn; el mayor contenido de tocoferol se
determind en las muestras crudas. Sin embargo, la capacidad antioxidante total
aumentd o se mantuvo sin cambios con la extrusion, al comparar las harinas
extrusionadas con las mezclas crudas (34).
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2. JUSTIFICACION

El mercado mundial de los productos sin gluten ha experimentado un gran
avance en los ultimos afios debido a un aumento en los problemas de salud
relacionados con el gluten y la alergia al trigo. Ademas, hay ciertos grupos de
poblacion que optan por el consumo de estos alimentos, ya que los consideran
una opcién mas saludable.

Sin embargo, una alimentacion sin gluten no siempre es saludable y equilibrada.
Para considerarla como tal, no se deben eliminar los cereales de la dieta, sino
incluir sélo aquellos cereales u otras alternativas (libres de gluten) permitidas
para estos pacientes, como sorgo, mijo, quinoa, chia, arroz, maiz, etc. También
se pueden utilizar harinas obtenidas de los productos indicados, de vegetales y
tubérculos, y de leguminosas.

Por otra parte, se ha observado que en muchas ocasiones los alimentos sin
gluten no presentan un adecuado perfil nutricional, puesto que contienen mayor
cantidad de grasa y menor de fibra, vitamina D, hierro, vitaminas del grupo B y
calcio que sus homologos convencionales (15). Esto es especialmente tangible
en grupos de alimentos considerados de consumo ocasional, como bolleria o
aperitivos dulces y salados.

La utilizacion de la tecnologia de extrusion presenta una gran ventaja a la hora
de desarrollar un producto libre de gluten por la mejora tecno-funcional que
puede aportar.

Por ello, en el presente trabajo se planteo el disefio y produccion de un snack
elaborado con harina de leguminosas y otras harinas libres de gluten, para
ofrecer una nueva alternativa saludable en la alimentacién de personas con
enfermedad celiaca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue la obtencion un snack de harina de lenteja y maiz
utilizando la extrusion como tecnologia de transformacion de la harina mezcla.

3.2. Objetivos especificos
Los objetivos especificos del trabajo fueron los siguientes:

o Diseflo del snack, con especial atencion a sus caracteristicas
organolépticas, adecuadas para el consumo.

e Analisis de las caracteristicas fisicoquimicas del snack, como su
composicion nutricional, indice glucémico, capacidad antioxidante y
contenido en almiddn.

o Evaluacion de la adecuacion del snack, a partir de su composicion, para
poder ser considerado como una opcion saludable en la dieta de una
persona celiaca.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO

Se disen6 un estudio factorial teniendo en cuenta diferentes concentraciones de
harina de lenteja suplementada con maiz, arroz y diferentes grados de humedad.

Las condiciones que se plantearon para llevar a cabo las mezclas de harinas

fueron las siguientes:

N° Lenteja Hlue nr:feq:d Maiz | Humedad | Agua | Porcentaje | Humedad
mezcla (9) (% )J (g9) | maiz (%) (9) lenteja (%) | total (%)
500 10.57 500 14.05 169.2 50 25
500 10.57 500 14.05 |110.74 50 20
1000 10.57 |1000| 14.05 |104.56 50 15

Tabla 2. Condiciones de las mezclas previas al proceso de extrusion.

La intencion principal del estudio era analizar diferentes mezclas de harina, pero
debido a la situacion sanitaria que empezo en el mes de marzo relativa a la
pandemia del COVID-19, no pudo llevarse a cabo por completo, y solo se realizé
el estudio con la mezcla de harina de lenteja y harina de maiz.

4.2. MATERIAL

Inicialmente se utilizaron harina de lenteja, harina de maiz, harina de avena y
harina de arroz.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Andlisis de las harinas

Se selecciond una porcién de cada harina y se determiné la humedad, el
contenido en proteinas, grasas, cenizas, carbohidratos, la capacidad
antioxidante, el contenido en almidon y el indice glucémico.

4.3.1.1. Determinacion de la humedad

Se seleccion6 una porcion de 10 g de cada tipo de harina y se determind su
humedad con el analizador de humedad Sartorius MA35.
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4.3.1.2. Andlisis de la composicidon nutricional

4.3.1.2.1. Determinacion de nitrégeno y proteina

El contenido de nitrégeno de las mezclas de harina se determin6 con el método
de Dumas (AOAC 2005, método 990.03), en un analizador elemental CN-2000.

El contenido en proteinas se obtiene multiplicando el valor del nitrégeno total de
la muestra por 6,25.

4.3.1.2.2. Determinacion de la grasa total

La grasa de las muestras se determin6 por el método Soxlet, empleando el
extractor Socatec System 2055, de Tecator. Para ello se afiadio previamente éter
de petréleo a las mezclas de harinas en seco y se dejé actuar durante 4 horas.

4.3.1.2.3. Determinacion del contenido en cenizas

Para determinar las cenizas (contenido en minerales) de las muestras, se
introdujeron en un horno mufla a 550 °C durante aproximadamente 5 horas, de
forma que todos los componentes organicos de las muestras se oxidan
completamente. El contenido en cenizas se obtiene pesando el residuo
inorganico que queda después de la ignicion.

4.3.1.2.4. Determinacion del contenido en hidratos de carbono

El contenido en hidratos de carbono de la muestra se obtuvo por diferencia,
restando al peso inicial de la muestra el contenido en agua, proteinas, grasas y
cenizas.

4.3.1.3. Andlisis de la capacidad antioxidante

Existen distintos métodos para el analisis de la capacidad antioxidante de un
alimento, dependiendo del grado de interaccién de los antioxidantes con las
macromoléculas o su disposicion en los alimentos, ya que su capacidad para ser
extraidos puede variar significativamente (35-37).

4.3.1.3.1. Extraccion de las muestras para analizar su capacidad antioxidante

Se afladié 1 g de la muestra a 10 ml de una solucion extractora metanol: agua
(50:50). La mezcla se incub6 a 25°C y 250 rpm durante 60 minutos. A
continuacion, se centrifugd 10 minutos a 25 °C y a una velocidad de 4000 rpm.

Se extrajo el sobrenadante, se filtr6 y se afiadido a una solucién metanol: agua
(50:50), enrasandola a 15 ml.
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4.3.1.3.2. Determinacion de polifenoles totales (TP)

Se mezclaron 140 pl de las muestras preparadas con 280 pl del reactivo de Folin-
Ciocalteu (diluido en proporcion 1/10) y 980 ul de una disolucion de sodio
carbonatado 42,86 mM. La mezcla se agito y se dej6 en reposo 100 minutos en
la oscuridad. Pasado este tiempo, las mezclas se centrifugaron a 13500 rpm
durante 3 minutos.

Se midio la absorbancia de las muestras a 760 nm en un espectrofotometro. Los
resultados obtenidos se expresaron como mg de acido galico por 100 g de
muestra, empleando una curva de calibracion de acido galico (70 uM a 9,8 uM).

4.3.1.3.3. Método ORAC

El método ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity, o capacidad atrapadora
de radicales oxigeno) analiza la capacidad de eliminacion de los antioxidantes
contra el radical peroxilo, empleando una sonda fluorescente (fluoresceina). El
método se basa en que los radicales peroxilo oxidan a la fluoresceina, de forma
gue ésta pierde su fluorescencia. Si en el medio hay antioxidantes presentes,
inhiben la reaccion entre el radical peroxilo y la fluoresceina, de forma que no se
reduzca la fluorescencia (38,39).

Para ello se emplea una curva de estandares de Trolox (120, 90, 60, 30, 15y 7,5
MM). Los extractos de la muestra y los estandares se diluyeron (1:20 y 1:10) en
un tampon fosfato. En los pocillos de las placas se agregaron 150 pl de
fluoresceina y 25 pl de los estandares de Trolox o de los extractos de la muestra
o de tampdn (para el blanco). Estas mezclas se incubaron al bafio maria durante
8 minutos a 37°C. Después se afadio el iniciador de la reaccién: AAPH (2,2’-
azobis (2-methyl-propionamidine) dihydrochloride) 153 mM, preparado en un
tampon fosfato.

Se determiné la fluorescencia en un lector de placas, leyendo a 485 nm y 528
nm cada minuto durante 90 minutos.

Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de Trolox por 100 g de
muestra.

4.3.1.3.4. Método TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox)

La oxidacién en los alimentos provoca que se genere persulfato potasico del
ABTS (2,2’-azinobis-(3etilbenzotiazolin)-6-sulfonato sal diamonica), dando lugar
a un compuesto coloreado que se puede determinar a 734 nm. Asi, este método
evalla la capacidad de los antioxidantes para reducir el ABTS y evitar el proceso
de oxidacion en los alimentos, de forma que cuanto menos color se determine,
mayor capacidad antioxidante habra (40).

Para llevar a cabo el método, primero se preparo la solucion de ABTS 7 mM, a
la que se afadi6 persulfato de potasio 2,45 mM en agua ultrapura. La mezcla se
incubo a temperatura ambiente en la oscuridad durante 24 h; después se diluyé
hasta obtener una absorbancia de 0,70 a 734 nm. También se prepar6 una curva
de estandares de Trolox (240, 120, 60, 30, 15y 7,5 uM) con etanol: agua (50:50).

Se mezclaron en tubos Eppendorf 10 mg de cada muestra con 160 ul de una
solucion etanol: agua (50:50). También se prepararon tubos Eppendorf con 160
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pl de cada concentracion de la curva de estandares de Trolox. Se agregaron a
cada tubo 1,6 ml de la solucion de ABTS diluida. Los tubos se mantuvieron en
agitacion 30 minutos a 25 °C. Posteriormente se centrifugaron 2 minutos a 1400
rpm.

Se afadieron 300 pl de las muestras y estandares, por duplicado, en los pocillos
de una microplaca, asi como de la solucién etanol: agua para el blanco. Se ley6
la absorbancia a 730 nm en un espectrofotometro. Los resultados se expresan
en umoles de equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de muestra.

4.3.1.3.5. Método DPPH

La finalidad del método DPPH es conocer cudl es la capacidad con que un
antioxidante logar atrapar los radicales libres. Para ello se observa el cambio de
color que sufre la molécula de DPPH (2,2-difenil1-picrilhidrazilo). Este radical, si
se encuentra con antioxidantes, sufre una disminucion de su coloracion (41).

Para el ensayo se afadieron en cada pocillo de una microplaca 25 pl de la
muestra, 100 pl de agua ultrapura y 125 pl de la soluciéon DPPH, y se midi6 la
absorbancia de las muestras a 515 nm en el espectrofotometro.

Los resultados se expresan en umoles de equivalentes de Trolox por cada 100
gramos de muestra.

4.3.1.4. Determinacion del almidén

Para llevar a cabo este analisis, es necesario convertir el almidén en glucosa, a
partir de la conversion hidrolitica.

Se prepard una mezcla de 0,1 g de muestra con 200 pl de una solucion etanol:
agua (80:20), ala que se afadieron 3 ml de una solucion a-amilasa termoestable.
La mezcla se someti6 al bafio maria a 95°C durante 12 minutos con agitacion en
intervalos de 4 minutos. Se dejo enfriar.

Posteriormente, se afiadieron 100 pl de amiloglucosidasa. Se colocé de nuevo
la mezcla al bafio maria, a 50°C y durante 30 minutos. Asi, las dextrinas que
forman parte del almidon son hidrolizadas a D-glucosa.

A continuacion, se enras6 el volumen de las muestras con agua ultrapura hasta
alcanzar los 10 ml y se centrifugaron a 3000 rpm, 25°C, durante 10 minutos. Se
extrajeron 20 ul del sobrenadante, diluido 1:10, y se mezclaron con 600 pl del
reactivo GOPOD (glucosa oxidasa/peroxidasa). Este reactivo fue previamente
preparado mediante el kit Megazyme, el cual se prepara mezclando glucosa
oxidasa, peroxidasa y 4-aminoantipirina. Esta mezcla del sobrenadante junto con
el reactivo GOPOD fue incubada al bafio maria durante 20 minutos a una
temperatura de 50°C.

Para terminar, se afiadieron 200 ul de esta mezcla en las celdas de la placa para
introducirlas en el espectrofotdmetro. Se midi6é la absorbancia a 510 nm. Los
resultados se expresan como % de almidén segun la ecuacion:
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% almidon = (Abs muestra corregida por el blanco de ensayo) * F * (VF/0,02) *
* (1/1000) * (100/W) * (162/180)

donde:

- F: 20/Abs obtenida por el estandar de glucosa (20 pg glucosa en rxn).

- VF/0,02: VF: volumen final (100 ml); 0,02: ml de la muestra afiadidos en la
reaccion (20 pl).

- 162/180: ajuste de D-glucosa libre a D-glucosa anhidro (que es como se
encuentra en el almidén).

4.3.1.5. Determinacion del indice glucémico (IG)

Mediante este proceso, realizado in vitro, se analiza la velocidad a la que el
almidon de los alimentos es digerido en nuestro organismo.

Se pes6 una cantidad de muestra que correspondiera a 50 mg de almidén
biodisponible, a la que se le afiadieron 2 ml de buffer Tris-maleato (100 mM).
También se prepard un blanco (pan blanco), que se proceso del mismo modo
gue las muestras. Las mezclas se calentaron a 37°C al bafio maria con agitacion
orbital media, para obtener una disolucion homogénea.

Durante la incubacion, se agregaron a cada muestra 2 ml de una solucion a-
amilasa (20 mg/ml) y amiloglucosidasa (6,6 U/ml) en buffer Tris-maleato. Y se
fueron extrayendo alicuotas de 150 pul de las muestras a los 0, 10, 20, 30, 60, 90
y 120 minutos.

Las alicuotas extraidas se colocaron inmediatamente en un bafio de agua a
100°C durante 5 minutos para inactivar la a-amilasa. A continuacion, las
muestras se colocaron en hielo.

Posteriormente, se afiadieron a las muestras 150 pL de etanol, se agitaron para
homogeneizarlas, y se centrifugaron a 10000 rpm, 4 °C, durante 5 minutos.

Se extrajeron 270 ul del sobrenadante, que se echaron en tubos Eppendorf, a
los que se afadieron 150 pl de una disolucion de etanol: egua (1:1). Se
centrifugaron de nuevo a 10000 rpm, 4 °C, durante 5 minutos.

A continuacion, se afiadieron 600 pl de reactivo GOPOD en tubos Eppendorf, a
los que también se agregaron 20 ul de una disolucién etanol: agua (1:1) en el
tubo considerado como blanco, 20 pl del sobrenadante de la muestra obtenida
en el procedimiento anterior, o 20 pl de una solucién de glucosa (1 mg/ml) en el
estandar de glucosa. Estas preparaciones se colocaron en un bafio maria a 50
°C durante 20 minutos, para que el reactivo GOPOD reaccionara.

Por ultimo, se afadieron 200 pl de estas muestras en los pocillos de una
microplaca, que se introdujo en el espectrofotometro para medir su absorbancia
a 510 nm.

Los resultados se expresan como concentracion de glucosa (ug/ml), utilizado
como referencia la absorbancia del estandar de glucosa (1 mg/ml), segun la
ecuacioén siguiente:
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Abs muestra (corregida) * 1000

Mg glucosa /ml =
Abs estandar de glucosa (corregida y valor medio)

A continuacion, se calcul6 el indice de hidrdlisis (IH) del siguiente modo:

AUC muestra
IH = *100
AUC pan blanco

donde AUC: area bajo la curva para cada muestra.

Finalmente, se estim6 el indice glucémico empleando la ecuacion de Granfeldt
et al. (42):

IG = 8,198 + (0,862 * IH)

4.3.2. Formulacion y elaboracion de las masas

Las masas se elaboraron a partir de 3 mezclas distintas, en funcion de la
cantidad de harina y de agua. Todas las mezclas contenian un 50% de harina de
lenteja, sobre la que se afiadié un 50% de otra harina libre de gluten.

Para mezclar las harinas se empled un tamiz y un molino Fidibus medium.

Los tres tipos de mezclas se diferenciaban en la cantidad de agua afiadida, en
funcidon de la cantidad de humedad deseada. La Tabla 3 refleja los 3 tipos de
muestras con distintos grados de humedad obtenidos a partir de la mezcla de
harina de lenteja y maiz. Se realizaron, del mismo modo, mezclas de harina de
lenteja con harina de avena y arroz.

N° de mezcla | Harina de lenteja (g) | Harina de maiz (g) Agua (g)
1 500 500 169.2 g (25% de humedad)
2 500 500 110.7 g (20% de humedad)
3 1000 1000 104.56 g (15% de humedad)

Tabla 3. Tipos de muestras de harina de lenteja y maiz.

Las mezclas fueron tamizadas para eliminar los grumos y se almacenaron a 4°C
de temperatura, en bolsas envasadas al vacio.

4.3.3. Extrusionado

Se utilizé el extrusor Kompaktextruder ke 19 brabender (Figura 2). El proceso
tuvo una duracion aproximada de 60 minutos.
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Figura 2. Extrusor Kompaktextruder ke 19 brabender utilizado en el proyecto.

Para comenzar, se vertio en la tolva del extrusor la mayor parte del contenido de
la mezcla 1, con objeto de iniciar el funcionamiento del extrusor y que las distintas
partes que lo conforman vayan alcanzando la temperatura adecuada
progresivamente. Las muestras obtenidas en este proceso fueron desechadas,
al no estar procesadas con las condiciones adecuadas.

Después, se continud con la mezcla 2. Esta mezcla tenia menor humedad que
la anterior, lo que favorece el aumento de temperatura del extrusor.

Una vez conseguida la temperatura adecuada de coccion del snack, se vertio el
contenido de la mezcla 3, y se recogieron las muestras del snack obtenido en
este proceso.

Para finalizar, se realizo el proceso de apagado de la maquina con la cantidad
restante de la mezcla 1, puesto que, al tener una humedad mayor, permite el
enfriado y apagado de la maquina.

El Anexo 1 refleja las caracteristicas de trabajo del extrusor durante el
procesamiento de esta mezcla.

En este proceso se obtuvieron cuatro muestras del snack:
e Snack extruido a una temperatura final de 110-120°C.
e Snack extruido a una temperatura final de 120-125°C.
e Snack extruido a una temperatura final de 125-130°C.

e Snack extruido a una temperatura final superior a 130 °C. Esta muestra
fue la que tenia la temperatura final de tratamiento y sobre la que se
ejercio una presion estable de 180-200 bar.

Estas muestras fueron horneadas a una temperatura de 40°C para proceder a
su secado. Una vez secadas fueron envasadas al vacio y almacenadas a
temperatura ambiente.
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4.3.4. Triturado y molienda

La siguiente fase del proceso fue el triturado y la molienda de los snacks
extruidos en la fase anterior. Se empled una trituradora Moulinex 750W.

Una vez trituradas y molidas, las muestras fueron envasadas al vacio y
almacenadas a temperatura ambiente.

4.3.5. Anédlisis de los snacks

Se seleccioné una muestra del snack triturado y molido y se determiné la
humedad, el contenido en proteinas, grasas, cenizas, carbohidratos, la
capacidad antioxidante, el contenido en almidon y el indice glucémico,
empleando los mismos procedimientos que para el analisis de las harinas.

4.3.6. Analisis estadistico
Las variables se expresaron como media (DE).

Las diferencias en la capacidad antioxidante de la mezcla de harina de lenteja y
maiz antes y después de la extrusion se analizaron con el test U de Mann-
Whitney (dado que el numero de muestras analizado fue reducido: entre 3y 8,
en funcién del método empleado). La significacion se alcanzo con p<0,05.

Las diferencias en la composicion nutricional, en el contenido en almidon y en el
indice glucémico de la mezcla de harina de lenteja y maiz antes y después de la
extrusion no se analizaron estadisticamente porque soélo se pudieron determinar
estos indicadores en 2 muestras de cada tipo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los enfermos celiacos presentan una intolerancia al gluten de por vida y su Unico
tratamiento es la supresion de los alimentos que contienen este complejo
proteico de su dieta. La adherencia a una dieta libre de gluten es fundamental
para ellos, puesto que, en caso contrario, se reinstauran los sintomas asociados
a la ingesta de gluten, con la consiguiente reduccion en la calidad de vida (43).
Ademas, el incumplimiento terapéutico a largo plazo provoca una mayor
incidencia de las distintas enfermedades asociadas a la enfermedad celiaca (44).
También se ha demostrado que los pacientes mas expuestos al gluten, por no
seguir dietas sin gluten o por un diagndstico tardio, presentan mayor riesgo de
desarrollar diabetes (45).

Planificar una dieta sin gluten puede resultar dificil al principio del tratamiento,
pues se deben eliminar los cereales que lo contienen (trigo, cebada, centeno y
avena) que, en nuestro medio, son basicos en la alimentacion, especialmente el
trigo. El mercado trata de responder a estas necesidades proponiendo otras
alternativas, como ya se ha comentado: productos elaborados con harinas de
otros cereales, leguminosas, tubérculos, etc. que emulan a los productos
convencionales con gluten: pastas, panes y otros productos de bolleria y
pasteleria, etc. Sin embargo, en muchas ocasiones los alimentos sin gluten,
aunque son aptos para estos pacientes desde el punto de vista del tratamiento
dietético, no son muy adecuados desde el punto de vista nutricional. Se trata de
productos con mayor contenido en grasas saturadas, azlUcares o sal y peor
composicion en proteinas, vitaminas y fibra, en comparacion con sus homoélogos
con gluten. Ademas, esto productos son mas caros, lo que repercute también en
la calidad de vida de los sujetos que deben consumirlos (43). La ingesta de estos
alimentos como parte importante de la dieta podria asociarse también con otras
patologias crénicas de alta prevalencia, como diabetes tipo 2,
obesidad/sobrepeso, enfermedad cardiovascular, etc.

Por otra parte, las personas con alguna intolerancia al gluten también ven con
mucha frecuencia limitado el acceso a muchos alimentos que no deberian llevar
gluten en su composicion (derivados carnicos, postres lacteos, pimentén, etc.),
pero que si lo contienen, por estar elaborados con aditivos y/o ingredientes
(harinas de cereales) no permitidos para ellos.

La industria alimentaria deberia tener esto en cuenta, y reformular muchos de
estos productos, mejorando su composicién nutricional, al mismo tiempo que se
aumenta la variedad de productos para los pacientes celiacos.

Por eso, el objetivo inicial del trabajo fue la obtencion de un snack saludable libre
de gluten, adecuado para la poblacion celiaca. La intencion inicial fue elaborar
varios snacks con distintas mezclas de harinas para obtener diversas opciones
saludables. Ademas de la mezcla de harina de lenteja y harina de maiz
finalmente utilizada, se iban a ensayar mezclas de harina de lenteja con harina
de arroz y harina de avena; harina de maiz sola; y harina de arroz sola. Estas
harinas se prepararon y extrusionaron, pero ante la situacion sanitaria debido a
la pandemia de la COVID-19 durante el proyecto, no hubo posibilidad de analizar
su composicion nutricional, ni el resto de parametros de interés, ni se han podido
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obtener los snacks producto de su extrusion. También se iban a realizar un
andlisis sensorial y nutricional mas exhaustivo, pero por el mismo motivo, no fue
posible.

Asi, los resultados del estudio se obtuvieron Unicamente con la mezcla de harina
de lenteja y harina de maiz al 50%, antes de la extrusion y en el producto
extrusionado a una temperatura de 130°C y a una presion estable de 180-200
bar.

5.1. Composicién nutricional

La Tabla 4 recoge los resultados de la composicién quimica de la mezcla de
harina de lenteja y harina de maiz antes y después de la extrusion:

L o Antes de la extrusion Después de la extrusion
Composicion quimica ) )

Media (DE) Media (DE)
Humedad (%) 11,7 (0,11) 5,0 (0,0)
Proteinas (%) 15,2 (0,08) 9,1(0,0)
Grasas (%) 1,14 (0,06) 1,29 (0,14)
Hidratos de carbono (%) 70,2 (0,02) 83,1 (0,14)
Cenizas (%) 1,84 (0,01) 1,50 (0,0)

Tabla 4. Composicion nutricional de la mezcla de harina de lenteja y harina de
maiz antes y después del proceso de extrusion.

El analisis de la composicion nutricional de la mezcla de harina de lenteja con
harina de maiz evidencié una reduccion significativa (p<0.05) de la humedad
provocada por la extrusion, como se esperaba, puesto que, durante este
proceso, las muestras alcanzan elevadas temperaturas. Ademas, cuando el
producto atraviesa la boquilla de conformado (lo que provoca su expansion), la
diferencia de presion hace que parte de su agua de constitucion se evapore de
manera instantanea. Esta reduccion en la humedad favorece la conservacion del
snack, ya que puede aumentar considerablemente su vida Util.

La extrusion también disminuyo el contenido de proteinas en la mezcla evaluada.
Sin embargo, distintos estudios (46,47) han documentado un aumento en el
contenido de proteinas tras el proceso de extrusion. Es posible que, en el
presente trabajo, la disminucion del contenido proteico se asocie a un reducido
contenido en almidon. El aumento de la temperatura durante el procesado
provoca la desnaturalizacion de las proteinas; y su solubilidad también se ve
afectada. Sin embargo, si la mezcla de harinas hubiera presentado una cantidad
elevada de almiddn, la proteina habria permanecido en el interior de la matriz
(48), con lo que no se habria perdido. Por otra parte, durante la extrusion las
condiciones de humedad y temperatura favorecen la reaccion de Maillard (en la
gue los grupos amino libres de las proteinas reaccionan con los azucares). Estas
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reacciones reducen la disponibilidad y digestibilidad de los amino&cidos (49). Si
la reaccién de Maillard es importante, se pueden producir pérdidas muy grandes
de aminoacidos, como la lisina (50). La disponibilidad de este aminoé&cido
también puede verse afectada por las fuerzas fisicas que recibe la muestra
durante el proceso de extrusion (51)(52).

Aunque, en porcentaje, el contenido de grasas aumentd ligeramente tras el
proceso de extrusion, esto se explica por la disminucion en el contenido de
humedad, de modo que la cantidad total de grasas no se modifico. Por otra parte,
el reducido porcentaje de humedad de la mezcla de harina y las temperaturas
empleadas (no excesivamente elevadas), no se asocian a cambios en el
contenido de grasas de las muestras, tal como document6 Flores Nogales (53).

Al contrario que las proteinas, la cantidad de hidratos de carbono de la mezcla
de harinas después de la extrusion fue mayor que la de la mezcla en crudo. Este
incremento en la cantidad de hidratos de carbono se debe a que, al trabajar con
una humedad inferior al 20%, no se ha producido la gelatinizacion del almidon,
proceso que requiere mayor cantidad de agua (47). Por otro lado, este aumento
también podria deberse a una modificacion estructural inducida por la ruptura de
las células a lo largo del proceso de extrusion (48).

En cuanto al contenido en cenizas, la extrusion también produjo su reduccion,
respecto a la mezcla en crudo. Una pequefia parte de la pérdida puede
explicarse por la volatilizacion y lixiviacion de determinados elementos durante
el proceso de extrusion. Este comportamiento también fue reportado por otros
autores que vieron un descenso en cenizas tras la aplicacion del proceso de
extrusion en leguminosas (31).

5.2. Andlisis de antioxidantes

Para analizar el contenido de antioxidantes se emplearon diferentes métodos:
contenido en polifenoles totales y métodos ORAC, TEAC (o ABTS) y DPPH. La
Tabla 5 muestra los valores de la capacidad antioxidante de la mezcla evaluada
en crudo y después de la extrusion con todos los métodos:

Capacidad antioxidante

Métodos

Antes de la extrusiéon
Media (DE)

Después de la extrusion
Media (DE)

Fenoles totales (mg GAE/100 g)

58,14 (0,51)

92,26 (1,25)*

ORAC (umol eg. Trolox/100 g)

798,7 (198,5)

1694,7 (202,8)*

TEAC (ABTS) (umol eq. Trolox/100 g)

1018,2 (52,7)

3504,2 (365,8)*

DPPH (umol eq. Trolox/100 g)

458,4 (50,4)

601,0 (46,5)

*p<0,05 producto extruido frente a producto en crudo.

Tabla 5. Capacidad antioxidante de la mezcla de harina de lenteja y harina de
maiz antes y después del proceso de extrusion evaluada por diferentes

métodos.
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La capacidad antioxidante de la mezcla analizada fue mayor de forma
estadisticamente significativa después de la extrusion, resultado que se obtuvo
con todos los métodos de andlisis empleados. Algunos autores han
documentado una reduccién en la cantidad de compuestos antioxidantes
(vitamina E) con la extrusion en harina de lentejas, aunque también indicaron
gue la capacidad antioxidante total aument6 o no se modificé (34). Este aumento
de compuestos antioxidantes podria explicarse por la variacion en la
cuantificacion y el método de extraccion de los compuestos fendlicos (54). Otros
estudios (55,56) han reportado que, tras la extrusion, los fenoles presentes en
las muestras aumentan, debido posiblemente a una degradaciéon de los
aminoacidos de las proteinas. También, teniendo en cuenta la reaccion de
Maillard que se produce durante el proceso de extrusion, esta reaccidn provoca
un aumento en la actividad antioxidante. Esto es debido a que la reaccion de
Maillard puede incrementar la formacion de elementos con capacidad
antioxidante, como las melanoidinas (57).

5.3. Andlisis de almidoén

Los resultados del analisis del almidén se recogen en la Tabla 6. El proceso de
extrusion aumento, en porcentaje, el contenido en este nutriente.

_ Antes de la extrusion Después de la extrusion
Variable ) _
Media (DE) Media (DE)
Almidon (%) 42,90 (1,04) 69,03 (5,86)

Tabla 6. Contenido de almidon de la mezcla de harina de lenteja y harina de
maiz antes y después del proceso de extrusion.

El almidon es uno de los componentes de los cereales a los que mas afecta el
proceso de extrusion. Esta técnica provoca la gelatinizacion del almidon (58), lo
gue favorece la expansién del producto, puesto que aporta mayor capacidad de
retencion de aire en la masa que estd siendo extruida (59). Ademas, los
componentes que forman el almidon, la amilosa y la amilopectina, durante la
extrusion son hidrolizados a maltodextrinas. Estos cambios pueden hacer que el
contenido en almidén disminuya con la extrusion (58). Sin embargo, en el
presente trabajo el porcentaje de almidon aumentd con el procesamiento. Esto
podria deberse a la formacion de complejos almidon-proteina y amilosa-lipido,
compuestos que reducen la expansion del producto, y que inhiben la digestion
del almidén (60, 61). Ademas, al presentar la muestra cantidad de humedad
inferior al 20%, no se favorece la gelatinizacion y consecuente pérdida del
almidon (47).

5.4. Andlisis de indice glucémico

Por ultimo, la Tabla 7 resume el resultado del indice glucémico (IG) en la muestra
antes y después de su procesado.
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_ Antes de la extrusion Después de la extrusion
Variable ) ,
Media (DE) Media (DE)
indice glucémico 81,09 89,90

Tabla 7. indice glucémico de la mezcla de harina de lenteja y harina de maiz
antes y después de la coccidn por extrusion.

El proceso de extrusion provoco un aumento del IG de la mezcla de harina, de
forma que la harina extrusionada presenta un IG alto. Algunos estudios
realizados con amaranto (62,63) evidenciaron que los productos extruidos tenian
un indice glucémico inferior a otros métodos de coccion distintos a la extrusion.
El aumento del indice glucémico en el presente trabajo pudo estar determinado
por la reducida cantidad de humedad que presentd la muestra, lo que provoca
gue el indice glucémico aumente. Como ya se ha comentado, la baja cantidad
de humedad pudo provocar que la gelatinizacion del almidén fuera menor (lo que
ha sido confirmado por los resultados), de forma que el indice glucémico
aumente (64). Diversos trabajos apoyan esta afirmacion, como el de Reyes-
Pérez y colaboradores, en el que demostraron que, cuanto mayor sea el
porcentaje de humedad, mas se reduce el valor del indice glucémico durante la
extrusion (65).

La situacion sanitaria derivada de la pandemia de la COVID-19 imposibilitd
realizar el andlisis sensorial del producto final, por lo que se desconocen las
caracteristicas sensoriales del snack, tan importantes para la aceptabilidad del
consumidor.

A la luz de los resultados obtenidos, por tanto, puede considerarse que el snack
disefiado en el presente trabajo, obtenido a partir de una mezcla de harina de
lenteja y harina de maiz y sometido a un proceso de extrusién a 130 °C y una
presion estable de 180-200 bar, es adecuado para la poblacién con enfermedad
celiaca o alguna intolerancia al gluten. Por un lado, obviamente, por la ausencia
de gluten en el producto. Por otro, por su composicién nutricional, ya que
presenta un reducido contenido en grasas que, ademas, son insaturadas, un
elevado aporte de proteinas y carbohidratos, y un adecuado aporte de
antioxidantes; ademas, el snack no contiene azucares ni sal afiadidos. Aunque
el indice glucémico puede considerarse alto, hay que tener en cuenta que se
trata de un snack y, por tanto, que es un alimento de consumo ocasional, con el
gue se pretende aumentar la variedad de alimentos de la dieta de personas con
alguna intolerancia al gluten de forma mas saludable.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha obtenido una harina idénea para la formulacion de un snack sin
gluten especialmente adecuado para la poblacion con enfermedad celiaca
o alguna intolerancia al gluten a partir de una mezcla de harina de lenteja
y harina de maiz al 50% y un proceso de extrusion a 130 °C y 180-200 bar
de presion.

2. La composicién nutricional de la harina favorece su inclusiobn como parte
de una dieta saludable, ya que presenta un reducido contenido en grasas
y una cantidad adecuada de proteinas y carbohidratos; ademas, no
contiene azucares ni sal afadidos.

3. El proceso de extrusibn sobre la harina produjo un aumento
estadisticamente significativo de la capacidad antioxidante del producto
final.

4. La extrusion contribuye a la conservacion del producto final, al reducir
significativamente su porcentaje de humedad, o que aumenta su vida Uutil.

5. La reducida humedad de la mezcla de harinas empleadas para la
obtencion del producto final reduce la gelatinizacion del almidén durante
la extrusion.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Caracteristicas de trabajo del extrusor durante el procesamiento de la
mezcla de harina de lentejas y harina de maiz.

N° de Hora \(elocidad RPM T21 | T22 | T23 | T2 4 m:;a Presion
mezcla | (min) | alimentador °C) | (°C) | (°C) | (°C) °C) (bar)
1 0:00 10 50 30 30 50 80 80
1 1.20 10 80 30 30 50 80 80
1 5.30 15 120 30 30 50 80 80
1 7.00 15 120 30 30 60 90 90
1 8.15 15 140 30 30 60 90 90
1 9.00 20 140 30 30 60 90 90
2 10.00 20 140 30 30 70 | 100 | 100
2 11.30 20 140 30 30 70 110 110
2 15.30 25 140 30 30 70 | 110 | 110
2 16.20 25 150 30 30 70 | 110 | 110
2 17.10 25 150 30 30 70 | 120 | 120 200
2 19.20 25 150 30 30 70 | 130 | 130
2 23.30 25 150 30 30 75 | 135 | 135 180
3 25.20 25 150 30 30 75 | 135 | 135
3 29.15 20 150 30 30 75 | 135 | 135
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