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DESARROLLO DE UN PROCESO ORIENTADO A LA MEJORA DEL PERFIL
NUTRICIONAL Y DIGESTIBILIDAD DE HARINA DE LENTEJA.

Vela, M., Asensio-Grau, A.", Heredia, A.1, Andrés, A1

RESUMEN

En los ultimos afios se ha mostrado un gran interés en el uso de fuentes de proteina vegetal,
como alternativa a la de origen animal, no sélo por su precio sino también por contribuir a una
mayor sostenibilidad ambiental. Las legumbres son un alimento con un alto valor nutricional y
son esenciales para el seguimiento de una una dieta equilibrada. Actualmente, la lenteja es una
de las mds consumidas ya que presenta un mayor contenido proteico frente a otras legumbres.
No obstante, su digestibilidad esta limitada por la presencia de factores anti nutricionales (FAN).
Sin embargo, el procesamiento de los alimentos puede tener un gran impacto en la
bioaccesibilidad de nutrientes, e incluso reducir el contenido de los FAN. Por ello, el objetivo de
este trabajo es desarrollar un proceso orientado a mejorar el perfil nutricional y la digestibilidad
de la harina de lentejas. El proceso que se plantea desarrollar esta basado en operaciones de
fermentacién fungica en estado sélido. Para evaluar el efecto de la fermentacién en la
digestibilidad de la harina de lentejas se utilizd un modelo de digestién in vitro estatico. Se
observo un incremento en proteina (18,5 %) y compuestos fendlicos (50%) y una disminucion
en carbohidratos (6%). En cuanto a la digestibilidad, el proceso de fermentacion hidroliza
parcialmente la proteina haciéndola mas bioaccesible y en el caso de los carbohidratos, se
observé un aumento de la fraccidon de almiddn resistente, lo que en conjunto se traduciria en
un menor indice glicémico de la harina fermentada.

PALABRAS CLAVE: legumbres, lenteja, Pleurotus ostreatus, fermentacion, actividad
antioxidante, polifenoles, digestion in vitro, protedlisis, glucdlisis.

ABSTRACT

In recent years, a great interest has been shown in the use of vegetable protein sources, as an
alternative to that of animal origin, not only for its price but also for contributing to greater
environmental sustainability. Legumes are a food with a high nutritional value and are essential
for following a balanced diet. Currently, lentil is one of the most consumed since it has a higher
protein content compared to other legumes. However, its digestibility is limited by the presence
of anti-nutritional factors (FAN). In this sense, food processing can have a great impact on the
bioaccessibility of nutrients, and even reduce the content of FAN. Therefore, the objective of
this work is to develop a process aimed at improving the nutritional profile and digestibility of
lentil flour. The process consists of solid-state fungal fermentation. The effect of fermentation
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on lentil flour digestibility was evaluated using a static in vitro digestion model. As a result of
fermentation, an increase of protein (18,5 %) and phenolic compounds (50 %), and also a
decrease on carbohydrates (6 %) were observed. Regarding nutrients digestibility, the
fermentation process partially hydrolysed the protein making it more bioaccessible. In case of
carbohydrates, a raise on the resistant starch due to the fermentation resulting in a lentil flour
with a lower glycemic index.

KEY WORDS: legumes, lentils, Pleurotus ostreatus, fermentation, antioxidant activity,
polyphenols, in vitro digestion, proteolysis, glycolysis.

RESUM

En els ultims anys s'ha mostrat un gran interés en I'Us de fonts de proteina vegetal, com a
alternativa a la d'origen animal, no sols pel seu preu sind també per contribuir a una major
sostenibilitat ambiental. Els llegums sén un aliment amb un alt valor nutricional i sén essencials
per al seguiment d'una una dieta equilibrada. Actualment, la llentilla és una de les més
consumides ja que presenta un major contingut proteic enfront d'altres llegums. No obstant
aix0, la seua digestibilitat esta limitada per la preséncia de factors anti nutricionals (FAN). En
aquest sentit, el processament dels aliments pot tindre un gran impacte en la bioaccessibilitat
de nutrients, i fins i tot reduir el contingut dels FAN. Per aix0, I'objectiu d'aquest treball és
desenvolupar un procés orientat a millorar el perfil nutricional i la digestibilitat de la farina de
llentilles. El procés que es planteja desenvolupar esta basat en operacions de fermentacié
fungica en estat solid. Per a avaluar I'efecte de la fermentacio en la digestibilitat de la farina de
llentilles es va utilitzar un model de digestid in vitro estatic. Es va observar un increment en
proteina (18,5%) i compostos fenolics (50%) i una disminucié en carbohidrats (6%). Respecte a
la digestibilitat, el procés de fermentacié va hidrolitzar parcialment la proteina fent-la més
bioaccessible i en el cas dels carbohidrats, es va observar un augment de la fraccié de midd
resistent, la qual cosa en conjunt es traduiria en un menor index glicemic de la farina
fermentada.

PARAULES CLAU: llegums, llenties, Pleurotus ostreatus, fermentacid, activitat antioxidant,
polifenols, digestid in vitro, proteolisi, glicolisi
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha incrementado la preocupacion sobre el impacto medioambiental que
produce la ganaderia, lo que ha conllevado a que un mayor nimero de personas adopten una
alimentacién vegana. Asi pues, existe un creciente interés en la busqueda de fuentes
alternativas a las proteinas de origen animal convencionales impulsado principalmente por la
sostenibilidad ambiental y principios éticos. En este contexto, las proteinas de origen vegetal, y
mas concretamente las de las legumbres, se presentan como una fuente sostenible desde un
punto de vista medioambiental. Su cultivo fomenta la agricultura sostenible al presentar baja
demanda hidrica y contribuir a la mitigacion del cambio climatico por su capacidad para fijar el
nitrégeno y mejorar la fertilidad del suelo y reducir la huella del carbono. Asimismo, son una
fuente de proteina dietética de bajo coste y presentan una mayor aceptabilidad por ejemplo
gue las proteinas de insecto, al estar mds arraigadas a nuestra cultura y habitos culinarios.

Las legumbres son una parte fundamental de la dieta humana y destacan por sus proteinas de
alto valor bioldgico ya que presentan aminoacidos esenciales, asi como otros nutrientes
necesarios para el organismo. El consumo de legumbres estd asociado con la mejora de la salud
cardiovascular (reduccion de presidon sanguinea, tejido adiposo y colesterol), disminucion de
obesidad (incrementa la saciedad), prevencion de diabetes (regulacion de las hormonas
digestivas) y la mejora de la salud gastrointestinal (presencia de fibra insoluble) (Delgado-
Andrade et al.,2016) Sin embargo, pese a los efectos saludables derivados de su consumo, se ha
producido un abandono progresivo en los ultimos afios. Algunos inconvenientes que dificultan
su consumo incluyen que requieren largos tiempos de cocinado, pueden causar flatulencia y en
algunos casos, maldigestion (Bressani, 1993).

Entre las legumbres, las lentejas (Lens culinaris) se encuentran entre las mds consumidas y
ocupan el cuarto lugar en volumen de produccién mundial (Longobardi et al., 2017). Al igual que
la mayoria de las legumbres, a excepcion de la soja, la lenteja es una rica fuente de proteinas,
que tiene entre 21 y 31% (base seca) (Urbano et al., 2007). Las proteinas de las lentejas son
principalmente proteinas de almacenamiento y se clasifican como albuminas, globulinas y
glutelinas, de acuerdo con su comportamiento a la solubilidad en agua (Kiosseoglou vy
Paraskevopoulou, 2011). Las proteinas de las leguminosas son ricas en lisina, pero deficientes
en aminodcidos que contienen azufre (cisteina, metionina y triptéfano) (Eggum y Beame, 1983).
También son fuentes de almiddn, fibra dietética, acidos grasos poliinsaturados, compuestos
antioxidantes, vitaminas y minerales que incluyen acido félico, tiamina y riboflavina (Adsule et
al., 1989; Jood et al.1998; Repo-Carrasco-Valenciay Serna, 2011). Por lo tanto, son componentes
importantes de una dieta saludable y particularmente relevantes para aquellos individuos que
presentan necesidad de incrementar la ingesta de proteinas en su dieta, como pueda ser el caso
de deportistas o personas de edad avanzada, entre otros colectivos. Sin embargo, su calidad
nutricional estd limitada por la presencia de factores antinutricionales (FAN) labiles al calor y
estables al calor que exhiben efectos fisioldgicos indeseables (Pusztai et al., 2004). Los FAN son
compuestos estructuralmente diferentes pero susceptibles de ser clasificados en dos categorias:
proteinas (como lectinas e inhibidores de proteasas) y otros, fitatos, taninos o pro-
antocianidinas, oligosacaridos, saponinas y alcaloides (Astiasaran y Martinez, 2000). Los
inhibidores de tripsina son proteinas de bajo peso molecular capaces de unirse e inactivar la
enzima digestiva, la tripsina, disminuyendo la digestibilidad de la proteina (Dave Oomah et al.,
2011, Astiasaran y Martinez, 2000). El acido fitico o fitatos reducen la biodisponibilidad de
minerales (Reddy et al., 1988). Los taninos, a pesar de ser compuestos fendlicos, presentan un
efecto negativo, ya que se unen a las proteinas a través de su enlace con el hidrégeno y las



interacciones hidréfobas, inhibiendo la accién de las enzimas digestivas (Quesada et al. 1995) y
reduciendo asi su calidad nutricional (Hahn et al., 1984). La presencia, distribucién e impacto
negativo de la ingestién de FAN en materias primas vegetales ha sido ampliamente estudiado
(Grant, 1991). De hecho, es bien sabido que el procesamiento de alimentos puede tener un
marcado efecto sobre la biodisponibilidad de nutrientes dado que los mismo pueden reducir el
contenido y naturaleza de los FAN. Estos tratamientos pueden implicar la aplicacion de calor
(incluyendo tostado, secado, freir, hornear o hervir), ser de naturaleza mecanica como la
molienda, o pueden implicar un remojo, germinacién o fermentacién microbiana. La molienda
da como resultado una disminucién del tamafio de particula de las estructuras nativas de los
alimentos soélidos y puede promover una mejora en la digestibilidad. La molienda facilita la
permeabilidad de los alimentos a los fluidos digestivos y, por lo tanto, la hidrdlisis de los
macronutrientes por parte de las enzimas digestivas. En cuanto al remojo o la germinacion de
las legumbres, estos procesos inducen la hidrdlisis de los fitatos para reducir los fosfatos de
inositol y, por lo tanto, aumentan la biodisponibilidad de zinc, hierro y calcio, la solubilidad de
los polifenoles y la digestion de carbohidratos (Martinez Villaluenga et al., 2010; Pajak et al.,
2019). Por su parte la fermentacidn permite (i) enriquecer sustratos en compuestos funcionales,
como péptidos bioactivos de bajo amargor, vitaminas o fendlicos; (ii) aumentar el contenido en
proteinas mediante el crecimiento de proteina unicelular (biomasa) (Zannini et al., 2012) y su
digestibilidad como consecuencia de la actividad metabdlica del hongo (Bustos et al., 2017), asi
como (iii) disminuir el contenido en antinutrientes. La fermentacion puede llevarse a cabo en
estado liquido y sdlido. Asi, la fermentacidon en estado sdlido consiste en el crecimiento
microbiano y la formacién de productos en particulas sélidas en ausencia (o casi ausencia) de
agua, pero con la humedad suficiente del sustrato para permitir el crecimiento y metabolismo
del microorganismo (Pandey, 2003).

La fermentacién en estado sdélido ofrece numerosas ventajas frente a la fermentacion en estado
liguido ya que es una técnica mas simple y que implica un menor coste. Asimismo, esta técnica
también permite una mayor productividad, una mejor oxigenacién del medio y representa una
aproximacién mas exacta al habitat natural para multitud de microorganismos (Rodriguez y
Sanroman). La fermentaciéon en estado sélido ha sido aplicada anteriormente a frijoles
(Espinosa-Pdez et al., 2017; Worku, & Sahu, 2017), lentejas (Torino et al., 2013), guisantes (Ma
et al., 2018), soja (Lee et al., 2019) o quinoa (Li et al., 2018; Starzyriska-Janiszewska et al., 2019),
entre otras legumbres y cereales en el dmbito alimentario. De igual forma, La fermentacién en
estado sélido también se ha utilizado para la valorizacidn de subproductos agro-industriales
ricos en carbohidratos complejos no fermentables como la lignocelulosa (Vassilev y De Oliveira-
Mendes, 2018). Por lo tanto, la fermentacidn en estado sélido podria aplicarse como parte de
un proceso de multiples etapas, incluidas las operaciones de la unidad de estabilizaciéon (como
la molienda o el secado, entre otros), para obtener harinas prometedoras y confiables de las
lentejas para productos funcionales ricos en proteinas basados en lentejas. La obtencidn de
harinas de legumbres con un perfil nutricional y digestibilidad mejorados, permitiria ampliar la
oferta de productos de funcionales ricos en proteinas no animales.

Existen diferentes microorganismos que se utilizan para la fermentacién en estado sélido de
alimentos: las bacterias, las levaduras y los hongos (Rodriguez y Sanroman., 2006). Es muy
frecuente llevar a cabo la fermentacidon con especies de bacterias del género lactobacillus.
Algunos autores han estudiado el efecto de la fermentacién en judias verdes utilizando la cepa
Lactobacillus cellobiosis (Chen et al. 1983), pero la fermentacién resulté en un producto final
muy acido. La cepa de levadura mas conocida por su utilizacion en la fermentacidn de cerveza,
vino y pan es la Saccharomyces cerevisiae. No obstante, esta también ha sido utilizada en la
fermentacidn de granos de cacao (Visintin et al. 2017). Respecto a los hongos, los que se utilizan
con mas frecuencia para este fin son del género Aspergillius, por ejemplo, el Aspergillious Oryzae
que se ha utilizado para la fermentaciéon del sorgo y harina de guisantes (Kumitch et al. 2020) y



el Rhizopus, el Rhizopus oligosporus que se ha utilizado para la fermentacidn de granos de soja,
semillas de mijo y cacahuetes (Egounlety & Aworh.,2003). También existe un grupo de hongos
que son comestibles y forman parte de la dieta humana como por ejemplo el Pleurotus
ostreatus, Lentinus sajor-caju y el Lentinus edodes, aunque estos no se utilizan frecuentemente
en la fermentacion de alimentos. El hongo Pleurotus ostreatus, es el mas utilizado para la
revalorizacidon de subproductos de la industria agroalimentaria ya que puede utilizar como
sustrato diversos materiales lignoceluldsicos (Kulkarni et al 2020. ; Reddy et al. 2003) . Este
hongo es una seta comestible de alto valor nutricional, ya que es bajo en calorias y grasas, pero
posee acidos grasos y aminodcidos esenciales, asi como vitaminas y minerales (Agrahar-
Murugkar y Subbulakshmi, 2005; Sanmee et al., 2003). De acuerdo con Jayakumar et al., 2009,
el Pleurotus ostreatus también presenta compuestos bioactivos como compuestos fenélicos, y
otros componentes como el acido ascdrbico, el a-tocoferol, el B-caroteno y compuestos
flavonoides (rutina y crisina). Asimismo, el hongo Pleurotus ostreatus posee la capacidad de
deslignificar el material vegetal del sustrato, facilitando su degradacion (Tripathiy Yadav, 2015).
Atendiendo a la capacidad fermentativa del hongo y a su composicién nutricional se plantea su
utilizacion como agente potenciador de las propiedades nutricionales y digestivas de legumbres.

Pese a los potenciales beneficios en cuanto a perfil nutricional y efectos sobre la salud derivados
de la utilizacién de harinas fermentadas, el proceso de digestion sera el que, eventualmente,
determine el grado de digestibilidad y bioaccesibilidad de los componentes de las mismas.
Actualmente, existen diferentes técnicas que permiten estudiar el comportamiento
gastrointestinal de los alimentos, asi como la influencia que tienen ciertos procesos, como la
fermentacién, en la digestibilidad de los macronutrientes de un alimento. Entre estos, los
métodos de digestibilidad in vitro son los mas utilizados ya que tienen la ventaja de ser rapidos,
econdmicos y sin las restricciones éticas que conllevarian los estudios in vivo. (Minekus et al.,
2014). Ademas, estos se caracterizan por ser muy eficaces a la hora de simular los procesos de
digestion que ocurren en el cuerpo humano, imitando las condiciones fisioldgicas in vivo y
teniendo en cuenta distintos factores como las enzimas digestivas, el pH, el tiempo de digestion.



2. OBIJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1 Objetivos

Actualmente, existe una demanda creciente por parte del mercado de fuentes de proteina
alternativas a las de animales. Este interés estd impulsado por la sostenibilidad ambiental, el
bajo coste y la seguridad alimentaria.

En este contexto, el objetivo general del trabajo es el desarrollo de un proceso basado en la
fermentacién en estado sélido con Pleurotus ostreatus orientado a la mejora del perfil
nutricional y digestibilidad de harina de lentejas, con vistas a obtener fuentes de proteina
alternativas y sostenibles para el enriquecimiento proteico de alimentos, asi como al desarrollo
de alimentos con legumbres de digestibilidad mejorada.

Para la consecucidn de este objetivo general se plantean distintos objetivos especificos:

1. Evaluar el impacto de la fermentacion en los macronutrientes de la harina de lentejas:
proteinas, carbohidratos y lipidos.

2. Evaluar el impacto de la fermentacién en las propiedades fisicas de la harina de lentejas:
color, tamafio de particula, capacidad de retencidn de agua e indice de absorcidn de
lipidos.

3. Evaluar el impacto de la fermentacion en la actividad antioxidante y el contenido de
polifenoles de la harina de lentejas.

4. Evaluar el impacto de la fermentacién en la digestibilidad de proteinas y carbohidratos
en la harina de lentejas.

5. Evaluar el impacto de la fermentacion en la bioaccesibilidad de compuestos
antioxidantes y polifenoles de la harina de lentejas.

2.2 Plan de trabajo

1. Estandarizacion del tratamiento de esterilizacidon de las lentejas previa al proceso de
fermentacién en estado sélido.

2. Siembra e incubacidn del hongo para obtencion del inéculo iniciador del proceso de
fermentacion.

3. Inoculacién y fermentacién en estado sélido de las lentejas.

4. Obtenciéon de harinas de lenteja mediante secado y molienda de los sustratos
fermentados.

5. Caracterizacién de las harinas de lenteja fermentada en cuanto a su contenido en
humedad y de macronutrientes: proteinas, carbohidratos y lipidos; asi como en cuanto
a sus propiedades fisicas: color, tamafio de particula, capacidad de retencion de agua e
indice de absorcidn de lipidos.

6. Determinacion de la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles en las harinas
de lenteja fermentadas

7. Digestidn in vitro de las harinas de lenteja con seguimiento de la digestibilidad de las
proteinas y carbohidratos, asi como de la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes
y polifenoles totales.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima

Para este estudio, se utilizd lenteja (Lens culinaris) de la variedad Castellana procedente de
Canada y adquirida en un supermercado de la ciudad de Valencia (Espaiia). La cepa Pleurotus
ostreatus fue adquirida en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (20311/ Lote 18-10-
2016) (Universidad de Valencia, Valencia, Espafia).

3.2 Reactivos quimicos o bioquimicos

Los reactivos empleados para formular el medio de cultivo fueron de extracto de levadura, de
malta, glucosa y agar, todos ellos suministrados por Scharlau (Spain).

Para la realizacion de los fluidos digestivos, se emplearon los productos nombrados a
continuacién: pepsina obtenida de mucosa gastrica porcina (2500 U/ g proteina), extracto de
bilis bovina, pancreatina bovina, KCl, KH,PO,, NaHCOs3, NaCl, MgCl,(H20)s, (NH4)2CO5 y CaCl,,
todos ellos adquiridos en Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), y NaOH y HCl obtenidos en
AppliChem Panreac (USA).

Para las determinaciones analiticas, se utilizaron los siguientes reactivos: CH3OH, CH3CH,0H,
seroalbimina bovina, acido galico, Ci14H1504 (Trolox), CssHasNsOs (DPPH), FeCls-6H,0, CisH12Ns
(TPTZ), C,H3NaO; - 3H20, C;H40,, CigH24N6Ss (ABTS), K,S,0g, acido tricloroacético (TCA), acido
dinitrosalicilico (DNS), glucosa, tartatro N-K e invertasa, todos ellos obtenidos de Sigma-Aldrich
(Spain), ademas de EDTA y urea cristalina para analisis (ACS), adquiridos en AppliChem Panreac
(USA). Amiloglucosidasa fue adquirida en Megazyme (E-AMGDF, Megazyme, Ireland).

3.3 Fermentacion flingica en estado sélido

3.3.1 Obtencion del cultivo iniciador

Para la recuperacién de la cepa Pleurotus ostreatus, se tomaron colonias aisladas del cultivo en
placa facilitado por la CECT, éstas se sembraron en placas Petri con medio de cultivo compuesto
por 0,4% de extracto de levadura, 0,1% de extracto de malta, 0,4% de glucosa y 1,5% de agar
(Espinosa-Pdez et al., 2017) y se incubaron durante 14 dias a 28 °C (Selecta J.P. 200207). Una vez
obtenido el micelio, se inoculé con un asa de siembra el medio liquido (0,4% de extracto de
levadura, 0,1% de extracto de malta y 0,4% de glucosa) y de nuevo se incubd a 28 °C hasta
obtener una cantidad final de biomasa seca de 100 mg en 100 mL de caldo. La biomasa se
determind de la siguiente manera: se pesaron tres placas Petri vacias con papel de filtro. A
continuacidn, se filtré el contenido del matraz mediante un embudo provisto del filtro de papel
correspondiente con el fin de separar el micelio de la fase liquida. Posteriormente, se coloco el
filtro con el micelio obtenido en la placa Petri vacia y se introdujo en la estufa de secado durante
48 horas hasta eliminar toda el agua. Con la diferencia de peso seco y el de la placa con filtro
vacio se estimo el peso seco de micelio obtenido tras 14 dias de incubacién del caldo de cultivo.



La Figura 1, muestra la placa Petri sembrada con el micelio del hongo tras 7 dias de incubacién
a 28 °C. La Figura 2 muestran el caldo de cultivo inoculado con el hongo tras 1 y 14 dias de
incubacion.

Figura 2. Caldo de cultivo inoculado con Pleurotus ostreatus tras 1 dia (izquierda) y 14 dias (derecha)
de incubacion a 28 °C.

3.3.2 Proceso fermentativo

Las lentejas se sometieron a una fermentacion fungica en estado sélido de acuerdo a Espinosa-
Paez et al. (2017) con ligeras modificaciones. Asi, las semillas de lenteja se autoclavaron en tarros
de cristal a 121°C durante un tiempo de 20 min y relacidn lentejas: agua destilada (p:v) de 1:0,74.

Una vez esterilizadas las lentejas, éstas se inocularon con 8 mL de medio de cultivo liquido,
previa homogeneizacién del mismo en vortex (Heidolph, Reax top), y los frascos de vidrio se
llevaron a incubacidn a 28 °C durante 14 dias, tiempo durante el cual tuvo lugar la fermentacién.
Durante este periodo, se realizé un seguimiento visual de la evolucién del sustrato (lentejas) y
del crecimiento del hongo. La fermentacién de cada bote se interrumpié cuando visualmente se
verificd que las lentejas estaban totalmente cubiertas de micelio blanco. Se abrieron los botes y
se dispusieron las lentejas fermentadas en bandejas metalicas y se procedié a su estabilizacion



por secado por aire caliente en una estufa (Selecta J.P. 200207) durante 48 horas. Una vez
deshidratadas, se procedié a la molienda durante 1 minuto, a velocidad maxima en Termomix
(modelo Tm.31).

En la Figura 3 se puede observar la evolucidn del proceso fermentativo.

Figura 3. Evolucidn del proceso fermentativo de las lentejas a diferentes tiempos de incubacion
a 28 2C.A: 5 dias en la camara de incubacion, B: 7 dias en la cdmara de incubacién y C: 14 dias
en la camara de incubacion.

3.4 Proceso de digestion in vitro

La digestidn in vitro de la harina fermentada y la harina control se llevaron a cabo utilizando un
sistema de digestion estatico de acuerdo con el protocolo internacional INFOGEST Cost Action
(Minekus et al., 2014). La digestidn in vitro consistié en simular las tres etapas de digestién: oral,
etapa gastrica e intestinal. Para llevar a cabo la digestién gastrointestinal se prepararon las
disoluciones stock para formular los fluidos digestivos simulados (salival, gastrico e intestinal)
(Tabla 1). Las disoluciones stock se prepararon semanalmente y a partir de las mismas se
prepararon a diario segun lo especificado en la Tabla 2 y afiadiendo las enzimas necesarias para
cada etapa, asi como las sales biliares en la etapa intestinal. Se describe a continuacion los
detalles de la simulacion de cada una de las etapas:

a) Etapa oral: La etapa oral se llevd a cabo mezclando 5 gramos de cada harina, control y
fermentada, con 5 mL de fluido salivar procedente de individuos sanos, bajo su
consentimiento. Las mezclas, que constituyen el bolo oral, se homogeneizaron en el
vortex (Heidolph, Reax top) durante 30 segundos y se esperd 3 minutos antes de
proceder a la etapa gastrica.

b) Etapa gastrica: La etapa gastrica se llevd a cabo mezclando los 10 mL del bolo oral de
cada muestra con 10 mL de SGF (fluido gastrico), se midié el pH y se rectificé con HCI
(1M) hasta llegar a pH 2,8 £ 0,1. La concentracion de pepsina del SGF fue de 2000 U/mL.
A continuacidon, la mezcla se mantuvo durante 2 horas en una camara
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termostaticamente controlada (Selecta, Espafia) a 37 ° C acoplada a un agitador (Intelli-
Mixer RM 2, Elmi Ldt., Baltico y Rusia) a una velocidad de 55 rpm y movimientos
rotatorios. El pH fue medido cada 30 minutos y reajustado cuando fue necesario.

c) Etapaintestinal: La etapa intestinal se llevé a cabo después de los 120 minutos de etapa
gastrica, mezclando los 20 mL del quimo gastrico con 20 mL de SIF (fluido intestinal). A
continuacién, se ajustod el pH a 7,0 £ 0,1 con NaOH 1M. La concentracién de pancreatina
fue 100 U/mLy de sales biliares fue de 10 mM.

Después de la digestion, las muestras digeridas se introdujeron en un congelador (Akralab,
LTF40SD) a — 20 °C para su posterior andlisis. Se realizaron tres ensayos de digestién para una

de las harinas.

Tabla 1. Composicion, para un volumen final de 1 L, de las disoluciones stock para posterior
preparacion de los fluidos digestivos.

Reactivos SGS pH 3 (mL) SIS pH 7 (mL)
KCI 13,8 13,6
KH2PO4 1,8 1,6
NaHCOs 25 95
NaCl 23,6 18,3
MgCl2(H20)s 0,8 2,2
(NH4)2COs3 1 -
Ajuste de pH
NaOH (1N) - -
HCI (6N) 2,6 1,4
H20 931,4 867,9

SGS: stock gastrico simulado, SIS: stock intestinal simulado.

Tabla 2. Ejemplo de un experimento de digestidén in vitro.

Etapa de Digestion

Oral Gastrica Intestinal (FIS)
(FSS) (FGS)
Alimento o digerido 59 10 mL bolo 20 mL quimo
alimento alimenticio
Disolucion stock (SSS, SGS, SIS) (mL) * 7,5 11
CaClz(H20) (0,3 M) (mL) - 0,005 0,04
Enzimas Amilasa Pepsina Pancreatina Sales
salivar Porcina Bovina biliares
Actividad enzimatica (U/mL) o - 2.000 U/mL 100 U/mL 10 mM
concentracion biliar (mM) en el total
digerido (volumen final (mL) en cada etapa
de la digestion).
Volumen de solucién enzimatica/ solucién - 2 5 2,5
de sales biliares afadida (mL)
Agua (mL) - 0,295 1,31
HCI (1 N) para ajustar el pH (mL) - 0,2 -
NaOH (1N) para ajustar el pH (mL) - - 0,15
Volumen final (mL) 10 20 40

* Se afiadieron 5 ml de saliva de un individuo sano.



3.5 Determinaciones analiticas

3.5.1 Contenido en humedad, proteina y grasa

Para determinar el contenido en humedad de la harina de lenteja control y de la harina
fermentada se utilizé el método oficial AOAC (2000). Para ello, se introdujeron las harinas en la
estufa a 60 °C durante 48 horas y posteriormente en la estufa a vacio a 60 °C durante 48 horas
hasta alcanzar peso constante. El contenido en humedad se calculd por la variacién de masas de
las harinas antes y después del secado. El contenido en proteinas de las harinas de lenteja se
determind mediante el método Kjeldahl segin AOAC (2000). El contenido en lipidos de las
harinas de lenteja se determiné por el método de Soxhlet (AOAC, 2000) que consiste en una
extraccién de la grasa de la muestra con éter de petrdleo. El contenido en carbohidratos se
estimd por balances teniendo en cuenta el contenido en proteina, grasa y cenizas.

3.5.2 Color

Se evalué la diferencia en el color (AE) entre las harinas a partir de las coordenadas en el espacio
CIELAB. Las muestras de harina se introdujeron en las cubetas en un colorimetro (CR-400, Konika
Minolta Sensing, Japdn) y se midieron las coordenadas en el espacio CIELAB (a*, b*, L*). Las
medidas se realizaron por triplicado tanto en la harina control como en la fermentada. A partir
de las coordenadas se estimé la diferencia global de color entre las harinas (AE) (Gilabert, 2002)
mediante la siguiente ecuacion:

AE =+/Aa* + Ab* + AL* Ecuacién 1

3.5.3 Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua (CRA) es un indicador del volumen de agua que la matriz del
alimento puede retener. Para poder estimar el CRA se colocd 1 g de muestra en un tubo de
centrifuga y se afiadié agua en exceso (6 mL). Posteriormente, se homogenizé durante 1 minuto
con el vortex (Heidolph, Reax top) y se centrifugaron los tubos a 3200 rpm a 24 °C y durante 30
minutos. Por ultimo, se midié el volumen de agua no retenida. Para el calculo de CRA se empled
la siguiente ecuacion (Bermudez, 1994; Granito et al., 2009):

|4 tenid .
CRA = -fduaretenica Ecuacién 2

Mmuestra

Donde Vagua retenida €5 €l volumen de agua que retiene la muestra (mL) y Mmuestra €5 1a masa de la
muestra que retiene dicha cantidad de agua (g).



3.5.4 indice de absorcion de lipidos (IAL)

EL indice de absorcion de lipidos (IAL) muestra el volumen de aceite que la matriz del alimento
es capaz de absorber. Para poder calcular el IAL se pesé 1 g de harina en tubos falcon-15 y se
agregod aceite en exceso (6 mL). A continuacidn, se agité durante 1 minuto con el vértex
(Heidolph, Reax top) y se centrifugd a 3200 revoluciones por minuto, a 24°C y durante 30
minutos. Después, se midid el volumen de aceite no absorbido. Por ultimo, se calculd el IAL
mediante la siguiente ecuacidn (Bermudez, 1994; Granito et al.,2009).

1% i i .z
IAL — aceite absorbido Ecuacién 3

Mmuestra

Donde Vaceite absorbido €S €l volumen de aceite que absorbe la muestra (ML) Yy Mmuestra €5 la masa
de la muestra que retiene dicha cantidad de aceite (g).

3.5.5 Tamaiio de particula

El tamafo de las particulas de las muestras de harina se determindé mediante un difractdmetro
ldser modelo Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K), conectado a una
unidad de manipulacién de muestra Scirocco 2000 para via seca. Esta técnica permite
determinar la distribucidon de tamafios de particula, representando el volumen que ocupa un
determinado conjunto de particulas de un mismo tamafo con respecto al volumen del conjunto
de particulas de los demds tamafos que componen la muestra.

3.5.6 Protedlisis

La protedlisis se determiné como proteina soluble en acido tricloroacético (TCA) (Lamothe et al.,
2014). Para ello, durante la digestidn gastrica e intestinal de las harinas (control y fermentada)
se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (0, 30, 60, 90 y 120 minutos) en las que se afiadié una
disolucion de TCA hasta obtener una concentracion final del 12% (p/p). A continuacidn, las
muestras se agitaron con el vortex (Heidolph, Reax top), y se dejaron reposar durante 10
minutos. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 8000 rpm durante 15 minutos (Eppendorf,
MiniSpin plus), se diluyeron en tampoén (50 mM EDTA y 8 M Urea, a pH 10), y se midié la
absorbancia de las mismas por espectrofotometria ultravioleta (Thermo scientific, modelo
Helios Zeta UV/Vis) a una longitud de onda de 280 nm. Para la cuantificacién de la proteina
soluble en TCA, se realiz6 una recta de calibrado a partir de albimina sérica bovina (BSA).

3.5.7 Glucdlisis

Los azucares liberados durante la digestion se determinaron como monosacaridos a partir del
método colorimétrico del acido dinitrosalicilico (DNS) después de una digestion secundaria con
invertasa + amiloglucosidasa (Armellini et al., 2019). Durante la digestidn gastrointestinal de las
dos harinas (fermentada y control), se tomaron alicuotas de 1 mL a distintos tiempos de la etapa
intestinal (0, 20 y 120 min) y se mezclaron con 4 mL de etanol durante 30 minutos. Transcurrido
el tiempo, las muestras se centrifugaron a 1000 g-force durante 10 minutos a 20 °C. Se tomaron
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50 plL de sobrenadante junto con 250 ulL de una soluciéon enzimatica (amiloglucosidasa al 1% e
invertasa al 1%) y 750 pL de una disoluciéon de DNS (1% de glucosa, 1% de NaOH 1 M, 5% de
DNS) en tubos de vidrio. Para que se lleve a cabo la reaccidn colorimétrica por parte del DNS los
tubos se calentaron a 100 °C durante 15 minutos. Entonces, las muestras se enfriaron, se
diluyeron en 5 mL de agua destilada y se midieron por espectrofotometria (Thermo scientific,
modelo Helios Zeta UV/Vis) a una longitud de onda de 530 nm. La cuantificacion de los azlcares
liberados durante la digestidn se realizd a partir de una recta patrén de glucosa.

El almiddn de digestion rapida (ADR) se determind a los 20 minutos de digestidn intestinal,
mientras que el almiddn de digestion lenta (ADL) correspondio a los azlcares liberados después
de 120 minutos de digestidn intestinal. El almiddn resistente a la digestién (ARD) es el almiddn
gue no ha sido liberado en forma de glucosa y este se estimé como la diferencia entre la glucosa
gue forma el almiddn total de la muestra y la glucosa liberada durante la digestién. Para ello, se
determind el almiddn total de las dos harinas previamente a la digestion mediante una hidrdlisis
enzimatica. Una muestra de 100 mg de harina se gelatinizé con 2 mL de dimetil sulfoxide a 100
°C durante 10 minutos y se digirié con 8 ml de tampdn acetato con 0,1 mL de amiloglucosidasa
durante 30 minutos a 37 °C (Mishra et al., 2007).

3.5.8 Polifenoles totales

Los polifenoles totales se cuantificaron en las dos muestras de harinas (fermentada y control)
previamente y posteriormente a la digestién. Para ello, se realizé una extraccidn con metanol al
80% en proporcion 1:10 (p/v) para las muestras de harinas. Para analizar los compuestos
fendlicos tras la digestion gastrointestinal de las harinas, una vez termina la digestion se tomé
una alicuota de la fraccién liquida del digerido (a partir de ahora fraccién bioaccesible o
bioabsorbible), dénde se encuentran los compuestos fendlicos liberados y se realizd una
extraccion con metanol al 80 % en una proporcion de 1:20 (p/v). Durante la extraccién las
muestras se mantuvieron con el disolvente (metanol al 80 %) en agitacién durante 2 horas a 55
rpm a 25°C (agitador Intelli-Mixer RM-2). A continuacién, se centrifugaron durante 20 minutos
a 14 g-fuerza y a una temperatura de 20°C. Por ultimo, se recuperd el sobrenadante y se
analizaron los polifenoles totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu de acuerdo con Chang
et al., 2006. Para ello, se introdujeron 125 uL de extracto metandlico o agua, en el caso del
blanco, en una cubeta, y se afiadieron 0,5 ml de agua bidestilada y 125 pL de reactivo Folin-
Ciocalteu. Después de 5 minutos de espera, se anadieron 1,25 mL de carbonato sédico al 7%
(p/v), 1 mL de agua bidestilada y se dejo en reposo durante 30 minutos. Pasado el tiempo, se
medié la absorbancia a 760 nm por espectrofotometria visible (espectrofotémetro UV-visible,
Thermo Electron Corporation, USA). Para la cuantificacion de los polifenoles totales se utilizd
el acido galico como patrén de la recta.

3.5.9 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind en las dos muestras de harinas (fermentada y control)
previamente y posteriormente a la digestion en la fraccién bioabsorbible. La extraccién de los
compuestos antioxidantes se realizé de la misma manera que para la determinacién de
polifenoles (3.5.8).
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La actividad antioxidante se determind en el extracto metandlico mediante tres métodos
(Thaipong et al., 2006) que se describen a continuacién:

a) FRAP

El método FRAP consiste en reducir el FE3* presente en el TPTZ a FE*2, cuanto mayor es la
actividad antioxidante de la muestra, mayor es la cantidad de FE3* que se reduce. El complejo
reducido presenta una coloracién azul intensa que presenta su maxima absorcién a 593 nm.
Para la formacidn del radical libre Fe3* se realizé una disolucién 300 mM de tampdn acetato, 10
mM de TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazina) y 20 mM de FeCl;:6H,O en proporcion 10:1:1
respectivamente, y se mantuvo a 37 °C previamente a su uso.

Para realizar la determinacidn, se anadié en una cubeta 75 pL de extractoy 2,925 mL del reactivo
FRAP. Se mantuvo en reposo y oscuridad durante 30 minutos y se midid la absorbancia por
espectrofotometria (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) a 593 nm. Para poder
cuantificar la actividad antioxidante se utilizé trolox, un analogo de la vitamina E.

b) DPPH

El ensayo DPPH consiste en la reduccion del radical DPPH a DPPH-H. La solucién DPPH de trabajo
se realiz6 diariamente y para ello se prepard una disolucion de DPPH en metanol al 80 % (0,035

g/L).

Para realizar la medida, se introdujeron en la cubeta espectrofotométrica 2,92 mL de DPPHy 75
pL de extracto metandlico. A continuacién, las muestras se mantuvieron en oscuridad durante
24 horas y posteriormente se midid la absorbancia a 515 nm por espectrofotometria (Thermo
scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis). Para la cuantificacidon de la actividad antioxidante se
utilizé trolox como patrdén de la recta.

c) ABTS

Este ensayo consiste en reducir el radical ABTS+ a partir de los compuestos antioxidantes de la
muestra. Para la formacion del radical ABTS+ se prepard una disolucién de ABTS 7,4 mM vy
persulfato potasico 2,6 mM en proporcidon 1:1 y se mantuvo en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, se diluyeron 2 mL de la solucién ABTS en
80 ml de metanol para obtener una absorbancia por espectrofotometria de 1,1+0,02 a 734 nm.

Para realizar la medida, en una cubeta espectrofotométrica se afiadieron 50 pL de extracto
metandlico y 2,85 mL de la solucion ABTS, se dejé en reposo y oscuridad durante 2 horas y se
midié la absorbancia a 734 nm por espectrofotometria (Thermo scientific, modelo Helios Zeta
UV/Vis). Para la cuantificacidn de la actividad antioxidante se utilizd trolox como patrén de la
recta.

3.5.10 Analisis estadistico

Con el fin de estudiar las posibles diferencias significativas entre las muestras se realizaron
analisis de la varianza unifactoriales (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Para
llevar a cabo los analisis se utilizd el programa Statgraphics Centurion XV. Todas las
determinaciones analiticas se realizaron al menos por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Impacto de la fermentacion en las caracteristicas de la harina de lenteja.

La Figura 4 muestra los resultados de analisis del tamafo de particula de la harina fermentada
y de la harina control. El impacto de la fermentacidn en este pardmetro se traduce en una ligera
disminucién, aunque estadisticamente significativa, del tamafio de particula. Este cambio esta
probablemente relacionado con la degradacién/ consumo del sustrato (lenteja) por parte del
hongo utilizado en la fermentacidn, asi como con los cambios microestructurales que pueden
sufrir los granulos de almidén como consecuencia de la fermentaciéon. Los cambios en la
microestructura del almidén durante los procesos de fermentacidn parecen estar asociados a
los valores de pH que se alcanzan durante este proceso, pudiendo causar la solubilizacién y

precipitacion de proteinas en la superficie de los granulos de almidén (Sotomayor, C et al. 1999;
Frias et al.1996).
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Figura 4. Distribucion del tamafio de particula de la harina fermentada y la harina control.

*Control 1y 2 corresponden a la réplica 1y 2 de la harina control dénde se han realizado mdltiples repeticiones de
cada réplica. Fermentada 1y 2 corresponden a la réplica 1y 2 de la harina fermentada dénde se han realizado
multiples repeticiones de cada réplica.

Los cambios de tamafio de particula pueden implicar asimismo cambios en otras caracteristicas,
como por ejemplo en la capacidad de absorcién de aceite (IAA) o en la capacidad de retencion
de agua (CRA), siendo estos parametros tecnoldgicos de gran interés de cara al uso de estas
harinas en el desarrollo de alimentos funcionales. En la Tabla 3 se muestran los resultados de
ambos pardmetros, donde se puede apreciar que, a pesar de las diferencias en el tamafio de
particula, no se observan diferencias significativas en su capacidad de absorcién de aceite y en
su capacidad de retencién de agua. Por tanto, puede decirse que la fermentacién en estado
solido con Pleurotus ostreatus no implica cambios sustanciales en estas propiedades

tecnoldgicas de la harina de lentejas al menos en las condiciones de fermentacién utilizadas en
este estudio.
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Tabla 3. indice de Absorcién de Aceite (IAA) y Capacidad de Retencidn de Agua (CRA) en harina
de lenteja antes (control) y después de la fermentacion.

Muestra 1AA CRA

(ml aceite/g harina) (ml de agua / g harina)
Harina control 1,31 +0,02(a) 1,93 +0,17(a)
Harina fermentada 1,230 £ 0,114(a) 1,84 +0,07(a)

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a las propiedades fisicas (I.A.L y C.R.A) entre las dos
harinas.

Sin embargo, la fermentacién produjo cambios importantes en el color tal y como puede
observarse tanto visualmente (Figura 5) como al medir las coordenadas de color (Tabla 4). La
harina fermentada presenta un color mds oscuro con un valor de AE de 8,2 + 0,9 por lo que
puede decirse que es un cambio de color facilmente apreciable por el ojo humano (Mathias-
Rettig y Ah-hen, 2014). Este oscurecimiento ha sido también observado tras la fermentacion en
estado sdélido para la obtencién de harina de tempeh de garbanzo (Reyes-Moreno et al., 2004)
atribuyéndolo al cambio de color del micelio como consecuencia del secado (Suarez et al., 2009).

Figura 5. Cambios en el color de las harinas de lenteja. Izquierda: harina control. Derecha: harina
fermentada

Los hongos, al carecer de pelicula protectora, son vulnerables a cambios fisicos, microbianos y
dafios mecanicos (Gonzalez P. et al. 2011). En este sentido, tanto la molienda como el proceso
de secado son etapas que sin duda afectan a las propiedades del mismo. Los cambios de color
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observados tienen que ver seguramente con estas etapas en las que se desencadenan
reacciones de pardeamiento enzimatico responsables del oscurecimiento observado en las
harinas fermentadas (Sudrez, et al 2009). Los cambios de color del micelio a causa del
pardeamiento enzimdtico, dependen de numerosos factores como la concentracién de la
enzima, compuestos fendlicos, pH, temperatura, oxigeno disponible y actividad de agua, por lo
que estos aspectos se identifican como pardmetros a controlar en futuros estudios de cara al
control y modulacién de las propiedades de las nuevas harinas obtenidas.

Tabla 4. Coordenadas de color de las harinas de lenteja

Muestra L a’ b* AE”
Harina control 60,2 £ 1,5(b) 5,4 £ 0,4(a) 14,9 £ 0,8(a)
8,2+0,9
Harina fermentada 52,5 +0,9(a) 7,05 +0,15(b) 16,7 +0,3(b)

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a los distintos parametros de color entre las dos harinas.

Adicionalmente a los cambios fisicoquimicos comentados anteriormente, los procesos de
fermentacién en estado sdlido implican cambios de composicion como consecuencia del
consumo de sustrato y del crecimiento del microorganismo en cuestion. La Tabla 5 muestra la
composicion nutricional de la harina de lenteja antes y después del proceso de fermentacion.
Las diferencias de humedad de ambos tipos de harina se deben a que ambas fueron sometidas
a las mismas condiciones de secado a pesar de la humedad de partida era mas alta en las
muestras fermentadas como consecuencia del indculo afiadido por lo que en estudios futuros y
para una mejor comparacion, las harinas deberian llevarse al mismo nivel de humedad final y
poder evaluar el impacto de la humedad final en las propiedades y vida util de la harina
fermentada. Se observan diferencias significativas en el contenido en proteina y carbohidratos,
con un aumento neto entorno al 18,5 % en el caso de la proteina y una disminucién en torno al
6 % en el caso de los carbohidratos, mientras que no se observan cambios en el contenido en
grasa.

Tabla 5. Composicién nutricional de las harinas de lenteja.

Harina control Harina fermentada
Proteina (g proteina/g harina b.s.) 0,233 + 0,004(a) 0,276 + 0,007(b)
Lipidos (g lipidos/ g harina b.s.) 0,0246 + 0,0007(a) 0,02309 + 0,00102(a)
Carbohidratos (g carbohidrato/ g harina 0,74 £ 0,006(b) 0,6973 +0,0113(a)
b.s.)
Humedad (g agua/g harina b.s) 0,018 + 0,004(a) 0,033 +0,008(b)
Cenizas (g cenizas/g harina b.s) 0,00282 + 0,00005(a) 0,0031 +0,0005(a)
Energia (kcal/g harina b.s) 6,5 7,5

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a los distintos macronutrientes entre las dos harinas.

15



El incremento de proteina en la harina fermentada se atribuye a la bioconversién a proteina
micelial de algunos de los carbohidratos del sustrato colonizado por el hongo en crecimiento
(lyayi, 2004; Adamovic et al. 1998; Kutlu et al. 2000). Ademds, parece ser que el caracter aciddfilo
de las especies de Pleurotus y su capacidad para reducir el pH mediante la liberacién de acidos
organicos evita la pérdida de nitrégeno a través de la volatilizacion del amoniaco (Haddadin, MS.
et al. 1999; Cohen, R et al. 2002). Por otro lado, cabe resaltar que las proteinas del micelio de
los hongos comestibles son ricas en aminoacidos esenciales y las enzimas flngicas extracelulares
producidas por el hongo en crecimiento durante el proceso de bioconversién también son de
naturaleza proteica, por lo que la harina fermentada ademas de incrementar su fraccién proteica
lo hace con proteinas de mayor valor biolégico (Alofe et al., 1998; Manzi et al., 1999; Kadari,
1999).

La Tabla 6 muestra los cambios en cuanto a contenido en polifenoles totales y actividad
antioxidante de las harinas de lenteja producidos por el proceso de fermentacién. Si bien las
variaciones netas de proteinas y carbohidratos comentadas anteriormente no son muy notables,
el incremento neto de compuestos fendlicos es sustancial (53%) repercutiendo también en la
capacidad antioxidante de la harina fermentada. El Pleurotus ostreatus es un hongo comestible
gue aporta gran cantidad de compuestos fendlicos por lo que su crecimiento y proliferacién
utilizando la lenteja como sustrato justifica el incremento de estos compuestos en la harina
fermentada (Mishra et al.,2013). Adicionalmente, segin Espinosa Paez et al. 2017 este hongo es
basidiomiceto y excreta distintos tipos de lacasas (fenol-oxidasas), que utiliza para degradar la
lignina y obtener nutrientes del sustrato. Estas lacasas catalizan reacciones de oxidacién y
pueden polimerizar, despolimerizar o transformar gran cantidad de compuestos fendlicos.
Segun estos autores, otras causas del aumento de polifenoles pueden ser la hidrdlisis de fenoles
enlazados y la desaminacién de aminodacidos aromaticos y precursores de fenilalanina y tirosina
de acidos fendlicos. Este aumento de contenido en polifenoles justifica el aumento de actividad
antioxidante observado. Dado que la actividad antioxidante se llevé a cabo segun tres métodos
analiticos (FRAP, DPPH, y ABTS) se realizaron correlaciones de Pearson para estudiar la relacion
entre los tres métodos y el contenido de polifenoles de las harinas. La tabla 6 muestra los
resultados de esta correlacién en la que se observa una correlacion lineal (0,8446 (p<0,05) entre
el contenido de polifenoles totales y el método FRAP, por lo que este método resultaria ser el
mas indicado para medir la actividad antioxidante en la harina de lenteja. Estas correlaciones
resultan utiles para determinar la naturaleza de los compuestos antioxidantes presentes en la
muestra; segun la literatura, el método FRAP es util para reducir diferentes antioxidantes no
enzimaticos como vitamina C (acido ascérbico) y acido urico, entre otros, pero no detecta
antioxidantes que contienen grupos SH, como por ejemplo el glutatidn, acido lipdico y algunos
aminoacidos (Cao et al., 1998; Fernandez Pachdn et al., 2006; Mora H., 2009).
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Tabla 6. Actividad antioxidante y contenido en polifenoles de las harinas de lenteja.

Harina control Harina fermentada
Polifenoles (mg acido galico/ g harina b.s.) 2,09 £ 0,02(a) 3,2+ 0,06(b)
FRAP (mg trolox/ g harina b.s.) 1,53 £0,14(a) 1,82 £ 0,07(b)
ABTS (mg trolox/ g harina b.s.) 2,504 + 0,008(a) 2,6 £0,3(a)
DPPH (mg trolox/ g harina b.s.) 4,6 +0,2(a) 4,45 +0,18(a)

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a polifenoles y actividad antioxidante (FRAP, ABTS y
DPPH) entre las dos harinas.

4.2 Impacto de la fermentacion en la digestibilidad de la harina de lenteja.

Asi como en la seccidn anterior de resultados, Unicamente se ha analizado la influencia de la
fermentacién en las caracteristicas de las harinas de lenteja, en este apartado se aborda el
estudio del impacto de la fermentacién en la digestibilidad de los macronutrientes de las
harinas, en concreto proteinas y carbohidratos, asi como el efecto de la fermentacién en Ia
actividad antioxidante y el contenido de polifenoles en las harinas después de la digestion
gastrointestinal.

4.2.1 Impacto de la fermentacidn en la digestibilidad de las proteinas.

La determinacién de proteina soluble en TCA permite evaluar la cantidad de proteina digerida y
por tanto absorbible por la pared intestinal del duodeno. Esta determinacion se llevéd a cabo
antes del proceso de digestion gastrointestinal (tiempo O en la Figura 7) arrojando que el
proceso de fermentacidén con Pleurotus no solo incrementa el contenido en proteina de la
harina, sino que ademas se trata de una proteina mds bioaccesible por encontrarse parcialmente
hidrolizada. En la Figura 7 se representa la evolucidon de la fraccién soluble en TCA a lo largo de
las distintas etapas de la digestidn gastrointestinal, expresada en gramos de proteina soluble en
TCA en 100 gramos de proteina inicial. Estos resultados permiten hacer un seguimiento de la
protedlisis, proceso mediante el cual las proteinas son hidrolizadas por las enzimas digestivas y
son absorbibles en el intestino delgado en forma de moléculas mas sencillas, como pueden ser
los péptidos. La digestion de las proteinas comienza en el estdmago, con la intervencién de su
componente acido, que tiene dos funciones, favorecer la desnaturalizacién de las proteinas y
activar la pepsina de su forma zimdgeno. La pepsina desdobla proteinas y péptidos, en sitios
especificos de la unidn peptidica, como el grupo carboxilo de algunos aminodcidos. Cuando la
proteina, parcialmente fraccionada, pasa al intestino delgado, las enzimas pancreaticas tripsina,
quimotripsina y carboxipeptidasas A y Bson las responsables de continuar su digestion.
Finalmente, la hidrdlisis final de los péptidos producidos por las enzimas pancredticas tiene lugar
en la superficie de las membranas de las microvellosidades de las células de la mucosa intestinal.
En el seguimiento de la fraccién soluble en TCA a lo largo de la digestion (Figura 6) no se observan

17



apenas diferencias de actividad hidrolitica por parte de las enzimas proteoliticas, gastricas e
intestinales, con cada uno de los sustratos (harina control y harina fermentada) ya que las
diferencias en cada punto se mantienen practicamente constantes a lo largo de toda la
simulacidn de la digestion. No obstante, y entendiendo que estos son resultados preliminares
gue se deben confirmar, se observa un ligero aumento de la extensidn de la protedlisis en la
harina fermentada (en torno a un 3%).
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Figura 6. Extensidn de la protedlisis (g de proteina soluble en TCA/ 100 g proteina en b.s.) de la
harina control y de la harina fermentada a lo largo de la simulacién in vitro de la digestion
gastrointestinal.

*Existen diferencias significativas (p<0.05) para la extensidn de la protedlisis entre la harina fermentada y la harina
control.

Segln reportan algunos autores, los aumentos del contenido proteico en los sustratos
fermentados en estado sélido a menudo se asocian con una mejora en la digestibilidad de las
proteinas como consecuencia de la eliminacidon de compuestos antinutricionales como el acido
fitico (Di Lena, G et al. 1997) y los taninos (Alemawor F, et al. 2009). Asimismo, en un estudio de
fermentacidn de harina de sorgo se atribuye la mejora de la digestibilidad de las proteinas a la
disminucién de la actividad inhibidora de tripsina y a la disminucién del contenido de taninos
producidos por la fermentacion (Magdi A. Osman, 2004). El objetivo del presente trabajo arroja
por tanto resultados preliminares que requieren de estudios de mayor calado en el que se
analicen ademds los cambios en la concentracion de antinutrientes que podrian influir en la
digestibilidad de las proteinas de la lenteja.
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4.2.2 Impacto de la fermentacion en la digestibilidad de carbohidratos.

Otro de los macronutrientes de interés de las lentejas son sus carbohidratos que requieren de
una compleja transformacion durante la digestion oro-gastro-intestinal para su absorcidn.
Brevemente, el bolo alimenticio resultado de la trituracion en la fase oral con la participacién de
la saliva, enzimas, etc. pasa por el eséfago hasta el estdmago, donde se inactivard la amilasa
salival (pH dptimo 6.8—7.2) como consecuencia del pH acido del estomago (1-3). En la fase
gastrica se detiene por tanto la digestion de los carbohidratos que pasaran al lumen del intestino
delgado (duodeno), donde tendra lugar la mayor parte de la digestién y absorcidon de estos
nutrientes. En el intestino delgado se encuentran libres las enzimas alfa amilasa pancreatica, la
cual tiene la misma funcién hidrolitica que su contraparte salival y cortar enlaces alfa 1-4
glucosidicos. Esta enzima proviene del pancreas que, gracias a su accién exocrina, libera enzimas
(incluida la amilasa) hacia el intestino delgado. Constituyendo al epitelio del intestino delgado
se encuentran los enterocitos también denominados células absorbentes, y participan tanto en
la digestion como en la absorciéon de nutrientes. En el lumen de estas células estan las
denominadas enzimas del borde de cepillo: la maltasa, que hidroliza maltosa (dos glucosas
unidas a través de enlace glucosidico); la sacarasa/isomaltasa, que hidroliza enlaces alfa, 1-4 y
alfa, 1-6 (esta enzima permitira cortar los puntos de ramificacién que no pueden hidrolizar las
enzimas que sélo cortan enlaces alfa, 1-4); lalactasa que hidroliza la lactosa a glucosa y
galactosa; vy, la trealasa, que hidroliza la trehalosa (dos glucosas) e hidroliza los enlaces alfa, 1-
1. El almiddn resistente a la digestion alcanzard el colon, lugar donde sufrird fermentacién a
través del microbiota produciendo acidos grasos de cadena corta, los cuales pueden ser
absorbidos por el epitelio.

El modelo de digestion in vitro utilizado en este estudio, es un modelo simplificado que
Unicamente permite evaluar la accién hidrolitica de la amilasa salival y la amilasa pancreatica
pero cuyos resultados permiten evaluar el impacto de la fermentacién en la digestibilidad de los
carbohidratos y comparar ambos sustratos. En la Figura 7 se representa la digestibilidad del
almiddn de las harinas control y fermentada, expresado en g de glucosa libre por gramo de
almiddn, en las distintas etapas de la digestion gastrointestinal. Se observa un aumento gradual
de la concentracion de glucosa libre a lo largo de la digestidn, lo que pone de manifiesto la
actividad de las enzimas digestivas utilizadas en la simulacion. Por otro lado, se observa una
menor extension de la glucdlisis en la harina fermentada.
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Figura 7. Extension de la glucdlisis (g glucosa libre/ g almiddn inicial) de la harina control y de la
harina fermentada durante la digestién in vitro gastrointestinal.

*Existen diferencias significativas (p<0.05) para la extensidn de la glucdlisis entre la harina fermentada y la harina
control.

Estos resultados permiten evaluar las distintas fracciones del almidén; se denomina almiddn de
digestion rapida a la fraccion de almiddn hidrolizadas después de 20 minutos de la etapa
intestinal. Asi mismo, se denomina almiddn de digestidn lenta a la fraccién digerida a los 120
minutos de la etapa intestinal. La fraccidn de almidén que no es posible digerir se le denomina
almiddn resistente que proseguird a la fase coldnica como se ha comentado anteriormente. Una
digestion lenta del almiddn se corresponde con un menor indice glicémico, lo que esta
relacionado con una menor concentracién de glucosa en sangre después de su ingesta y por
tanto mucho mas saludable (Bohn et al., 2017). En la Tabla 7 se muestran los resultados de las
distintas fracciones de almiddn que constituyen cada harina de lenteja. Se puede observar una
disminucion significativa en la fraccion de almidon de digestion rapida para la harina
fermentada, probablemente por su consumo como fuente de energia para el crecimiento de
Pleurotus ostreatus durante la fermentacion; esto justifica el aumento significativo de la fraccion
de almiddn resistente, lo que en conjunto se traduciria en un menor indice glicémico de la harina
fermentada.

Tabla 7. Fracciones de almiddn digerible para la harina fermentada y la harina control.

Muestra ADR (%) ADL (%) ARD (%)
Harina control 29+ 2 (b) 4,10+ 0,98 (b) 66,5+ 0,8 (a)
Harina fermentada 21,8+ 0,5 (a) 2,0+0,3(a) 76,2+ 0,8 (b)

ADR: Almiddn de digestion rapida expresado como porcentaje del almiddn total, ADL: Almidén de digestion lenta
expresado como porcentaje del almidén total y ARD: Almidon resistente a la digestion expresado como porcentaje
del almiddn total.

*Diferentes letras (a-b) significa que existen diferencias significativas (p<0,05) entre la harina control y la harina
fermentada
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4.2.3 Efecto de la fermentacion en el contenido de polifenoles y en la actividad antioxidante.

El incremento de polifenoles y de la actividad antioxidante como consecuencia de la
fermentacién con Pleurotus sera positivo en tanto en cuanto dichos compuestos y su actividad
superen el proceso de digestién y puedan ser absorbidos por la pared del intestino delgado. Se
denomina bioaccesibilidad a la fraccion de un compuesto liberada de la matriz alimentaria con
la que se ingiere y convertida a la forma reconocible y/o accesible para su absorcidn.

En la Tabla 8 se muestran los cambios de concentracidn de polifenoles totales y los cambios de
actividad antioxidante de las harinas de lenteja después de someterlas a un proceso in vitro de
digestion gastrointestinal. Si se comparan estos resultados con los obtenidos en la Tabla 7, es
decir, antes de la digestidn, se observa un aumento sustancial en la concentracién de polifenoles
en la fase micelar del digerido y por ende un aumento de la actividad antioxidante. Estos
resultados ponen de manifiesto que la matriz alimentaria en la que se encuentran estos
compuestos ejerce papel muy importante en la extractabilidad de estos compuestos y también
un papel protector de su degradacion durante el proceso de digestién. La mayoria de los
polifenoles estan asociados a compuestos de alto peso molecular en la matriz alimentaria, como
proteinas y carbohidratos, lo que dificulta o imposibilita su extraccion antes de la digestion
(Akillioglu-Karakaya,2010). Asi pues, la hidrdlisis de proteinas y almidén, asi como las
condiciones 4cidas del medio promueven la liberacién y solubilizacién de polifenoles (Pérez-
Jiménez J. et al.2005). Por otro lado, en los resultados obtenidos en este estudio se observa que
las diferencias entre harinas en lo que se refiere a contenido en polifenoles de los digeridos es
menor que las diferencias observadas en las harinas sin digerir en las que se observaba un
incremento significativo de estos compuestos como consecuencia del proceso de fermentacion.
Ademas, y a pesar de ser mayor la concentracién de polifenoles en el digerido de la harina
fermentada, la actividad antioxidante es menor o igual (dependiendo del método) lo que estaria
evidenciando una mayor labilidad a la digestién de los compuestos polifendlicos generados por
la fermentacién.

Tabla 8. Efecto de la fermentacién en la actividad antioxidante y en el contenido total de
polifenoles medidos en la fraccion micelar del digerido después de la digestion gastrointestinal.

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0.05) en cuanto al contenido de polifenoles y actividad antioxidante

Polifenoles totales FRAP ABTS DPPH
(mg AG/g harinab.s.) (mgTE/gharinab.s.) (mgTE/gharinab.s.) (mgTE/gharinab.s.)

H. Control 7,11 £0.07(a) 3,63 + 0.05(b) 5,61+ 0.54(a) 6 +0.3(b)

H. Fermentada 7,73 £0.16(b) 2,35+ 0.07(a) 5,6 £0.3(a) 4.7 £ 0.4(a)

(FRAP, ABTS y DPPH) entre las dos harinas después de la digestion gastrointestinal.
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5. CONCLUSIONES

La fermentacion en estado sdélido con Pleurotus ostreatus no implica cambios sustanciales
en el indice de Absorcién de aceite y Capacidad de retencidn de agua de la harina de lenteja,
al menos en las condiciones de fermentacidn utilizadas en este estudio.

La harina fermentada de lenteja presentd un color mds oscuro como resultado de las
reacciones de pardeamiento enzimatico que se desencadenan en las etapas de secado y
molienda.

Se observaron diferencias significativas en el contenido en proteina y carbohidratos de las
harinas fermentadas, con un aumento neto del 18,5 % en el caso de la proteina y una
disminucién del 6 % en el caso de los carbohidratos. Adema3s, este incremento de la fraccién
proteica corresponde a proteinas de mayor valor biolégico.

El proceso de fermentacidn con Pleurotus no solo incrementa el contenido en proteina de
la harina, sino que ademas se trata de una proteina mas bioaccesible por encontrarse
parcialmente hidrolizada.

En cuanto a la digestibilidad de carbohidratos, se observé una menor extensién de la
glucdlisis en la harina fermentada, una disminucion en la fraccion de almidén de digestidn
rapida y un aumento de la fraccién de almiddn resistente, lo que en conjunto se traduciria
en un menor indice glicémico de la harina fermentada.

El incremento neto de compuestos fendlicos que provoca la fermentacion en estado sélido
de las lentejas es sustancial y del orden del 50%, repercutiendo también en la capacidad
antioxidante de la harina fermentada.

Los resultados de digestidon revelaron que la matriz alimentaria en la que se encuentran
estos compuestos ejerce papel muy importante en su extractabilidad y también como
proteccion frente su degradacién durante el proceso de digestidn. Esto se traduce en una
mayor concentracién de polifenoles en el digerido de la harina fermentada, pero igual o
menor actividad antioxidante, evidenciando una mayor labilidad a la digestién de los
compuestos polifendlicos generados durante la fermentacion.

Finalmente, y a modo de conclusién general:

El presente trabajo avala por tanto la aplicacion de la fermentacidn con Pleurotus ostreatus en
lenteja para la obtencién de una harina con propiedades nutricionales y digestivas mejores a las
de su homénimo sin fermentar. El producto desarrollado podria tener un elevado potencial en
la elaboracion de alimentos funcionales, como sustituto de otras materias primas de
caracteristicas y coste similares, o como ingrediente funcional como alternativa a proteinas de
origen animal.
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