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I. INTRODUCCION

“Deja que la comida sea tu medicina y la medicina tu comida”, Hip6crates.
La nocién de alimentacién equilibrada
es un concepto fundamental, resultado
de un siglo de investigaciones en

nutricion realizadas a partir del b

descubrimiento de los nutrientes y de
su importancia para el desarrollo y
crecimiento del cuerpo y su mantenimiento. Ha sido la principal fuerza impulsora
de la elaboracién de recomendaciones nutricionales y orientaciones alimentarias.
No obstante, a comienzos del siglo XXI la ciencia de la nutricién afronta nuevos
desafios.

En épocas pasadas se consideraba que una alimentacion equilibrada desde el punto
de vista nutricional era la que prevenia las carencias. En este sentido, la
alimentacion en los paises desarrollados se ha caracterizado por el abuso excesivo
de proteinas y grasas animales, con una influencia negativa sobre el equilibrio
idéneo de la dieta y con riesgos importantes para la salud. La dieta ideal serfa, por
tanto, aquélla que fuese capaz de garantizar el
equilibrio perfecto, sin carencias ni excesos. Sin
embargo, las carencias son habituales en sociedades con
menores posibilidades econémicas para acceder a los
alimentos y, en contraposicién, los problemas de

sobrealimentacion empiezan a ser preocupantes en los

paises méas desarrollados.

Actualmente las sociedades prosperas han avanzado de tal forma que el concepto
de alimentacién equilibrada ha pasado a significar el consumo de una dieta 6ptima
a base de alimentos que promuevan la salud y disminuyan el riesgo de
enfermedades crénicas relacionadas con la alimentacion. Se reconoce ademas que el
alimento no sélo es necesario para el sustento y desarrollo del cuerpo, sino que

también desempefia un papel clave en la calidad de la vida.
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Este hecho expresa implicitamente que los alimentos y los componentes
alimentarios pueden ejercer una influencia beneficiosa sobre las funciones
fisioloégicas al mejorar el estado de bienestar y salud, y reducir el riesgo de
enfermedad. En este contexto se encuadran los denominados “alimentos
funcionales”, cuya demanda por parte de los consumidores va en aumento, lo que
les convierte en productos con un importante desarrollo en el mercado. Los
alimentos funcionales no constituyen una entidad tunica, bien definida y
correctamente caracterizada. De hecho, una amplia variedad de productos
alimenticios se incluyen (o se incluiran en el futuro) en la categoria de alimentos
funcionales.
El perfil del consumidor ha cambiado drasticamente en la sociedad actual; han
surgido nuevas preferencias y necesidades del mercado. Son muchos los motivos
para apostar por nuevos productos:

e Exigencias de nuevos sectores de poblacién (poblacion infantil,

personas mayores, nuevas comunidades, globalizacién, influencia del

turismo...) y de la industria alimentaria.

e Mejora de aspectos organolépticos (aroma, color, sabor, textura,
jugosidad...).

e Aspectos nutricionales y de salud: alimentos dirigidos a determinados
sectores de la poblacion con requerimientos especificos (nifios,
embarazadas, tercera edad, personas con problemas cardiovasculares, etc.),
reduccién de ciertos nutrientes (grasas saturadas, sodio, aztucares,...) y/o
incorporacién de otros nutrientes (fibra alimentaria, vitaminas, minerales,
etc) o de compuestos bioactivos (antioxidantes, acidos grasos
poliinsaturados, etc.) que pueden reportar al consumidor un beneficio para

la salud y una mayor calidad de vida.

La cada vez mas diversificada industria alimentaria plantea necesidades de
produccién especificas para cada sector y producto, desarrollando nuevos
productos que sean capaces de cubrir las exigencias nutricionales de aquellas
personas que no pueden nutrirse adecuadamente con una alimentacién normal y

que requieren una suplementacién o una dieta. De esta manera, determinados
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sectores de poblaciéon podran optar a un amplio abanico de productos destinados a
una mejora de la salud.

En Espafia se estima que el 16% de la poblacion tiene una edad superior a 65 afios,
porcentaje que se prevé del 20% en el 2020. Este grupo de poblacién tiene un riesgo
mayor de malnutricién debido a una serie de factores fisiolo6gicos y sociales, siendo
la disfagia un proceso muy frecuente en ancianos y enfermos de Alzheimer que
puede alterar de una forma importante la calidad de vida y que agrava el problema
de malnutricién. Por otra parte, enfermos celiacos, personas con diabetes, colon
irritable o propensos a padecer cancer de colon, son también grupos de poblacién
sensibles a determinados tipos de alimentacién.

Diversos trastornos gastrointestinales pueden producir alteraciones en la secrecién,
en la sensibilidad gastrica y en la absorcién de nutrientes. Aunque no siempre esta
implicada la dieta del individuo, los habitos alimenticios y los tipos de alimentos
que consumen juegan un papel importante en el inicio, tratamiento y prevencién de
muchos trastornos gastrointestinales.

La dieta, en la mayoria de los casos, influye en la reduccién del dolor, corrige las
deficiencias nutricionales y mejora el estado de bienestar del paciente y su calidad
de vida. Una textura adecuada de los alimentos, facilitar la digestion de nutrientes o
reducir la presencia de componentes perjudiciales son aspectos que producirfan una
mejora en el estado de bienestar y salud de dichos sectores de poblacién.

Entre los diversos grupos de alimentos basicos se encuentran las leguminosas que
forman parte de la dieta mediterranea y son de gran interés por su valor nutritivo,
como fuente de proteina, carbohidratos, fibra, minerales, vitaminas hidrosolubles y
compuestos fendlicos. No obstante, la presencia de compuestos antinutritivos
(principalmente termolabiles) afecta a su digestibilidad, por lo que la aplicacién de
tratamientos tecnoldgicos (especialmente térmicos) incrementaria la digestibilidad y
mejoraria el sabor y el aroma, las cualidades sensoriales y los atributos
nutricionales. Ademés de las ventajas que se obtienen con la aplicacién de
tratamientos térmicos convencionales en las leguminosas, la aplicacién de un
tratamiento de deshidratacién conllevaria una mayor seguridad microbioldgica, un
mayor tiempo de conservacién (sin la necesidad de afiadir ningtin aditivo), asi como

un mejor manejo y almacenamiento (bajo peso, reduccién de volumen).
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Por otra parte, la industria alimentaria muestra en la actualidad un creciente interés
en las leguminosas, no tanto por su valor nutritivo sino por las excelentes
propiedades tecno-funcionales que presentan sus harinas, que constituye la base
funcional de diversos productos principalmente los de bajo contenido proteico.

Por tanto, la aplicacién de procesos de deshidratacion industrial en legumbres serfa
una interesante opcién para conseguir harinas funcionales, donde se mejorarfa la
calidad nutricional y donde el producto deshidratado obtenido se podria destinar a
determinados sectores de la poblacién, que padecen algunas de las patologias

anteriormente mencionadas, o bien al enriquecimiento de alimentos.
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II. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

Actualmente el concepto de alimento estd basado no sé6lo en su aporte de nutrientes
sino también en los beneficios que puede proporcionar a la salud, lo que repercute
en la calidad de vida. A este respecto, las leguminosas, componente tradicional de la
dieta mediterranea, constituyen un alimento de indudable interés desde el punto de
vista nutricional y funcional. No obstante, los procesos a los que tienen que ser
sometidas previamente a su consumo afectan a su composicién y pueden modificar
sus caracteristicas nutricionales y saludables.

El Objetivo General de este estudio se centra en la caracterizacién, valoracion
nutricional y posibles aplicaciones de las harinas de leguminosas, -garbanzos,
lentejas y judias-, obtenidas a partir de un proceso industrial de deshidratacién. La
coccion es el proceso mas habitual al que se someten las legumbres, sin embargo,
actualmente el consumo de harinas de leguminosas-grano deshidratadas esta
adquiriendo gran relevancia para la industria alimentaria. Las modificaciones que
durante el proceso de deshidratacion sufren los componentes de la matriz de la
legumbre pueden, a su vez, reflejarse en las propiedades tecno-funcionales de las
harinas, tema del que hoy en dia existe escasa informacion.

En este contexto, surge la necesidad de caracterizar y clasificar estas materias
primas en relacién con sus propiedades nutricionales y sus beneficios para la salud,
permitiendo asi seleccionar la més idénea para su aplicacion posterior en productos
alimenticios destinados a grupos especificos de poblacion.

Este estudio pretende a su vez avanzar en el conocimiento de las modificaciones
que el procesamiento industrial de deshidratacion origina en los componentes de
las leguminosas y en las propiedades tecno-funcionales de las harinas obtenidas a
partir de ellas. Los resultados que derivan de esta investigacién resultan de gran
utilidad para la industria alimentaria y para que el consumidor disponga de
informacién sobre los beneficios de incluir estas harinas procesadas en la dieta

habitual.
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El objetivo global de este trabajo se concreta en los Objetivos Especificos que a
continuacién se relacionan.
- Caracterizacion inicial de las harinas de leguminosas de consumo
generalizado (Capitulo 1);
- Evaluacién del impacto del proceso de deshidratacién industrial sobre los
siguientes aspectos clave de la composicion de las harinas:
1. Presencia de factores antinutricionales (Capitulo 2);
2. Variaciones en el perfil de los compuestos fendlicos (Capitulo 3);
3. Modificaciones en la fraccién de carbohidratos, destacando el
estudio del almidén y de la fibra alimentaria como principales
componentes (Capitulo 4); y
4. Cambios en la solubilidad y digestibilidad de las proteinas
(Capitulo 5);
- Evaluacién de la repercusién del proceso de deshidratacién sobre las

propiedades tecnofuncionales de las harinas de leguminosas (Capitulo 6).
Este estudio forma parte del proyecto de investigacién CAL03-042, “Valoracion de
propiedades funcionales en materias primmas vegetales, base de productos dietéticos,
seguridad en su proceso de elaboracién”, enmarcado en las Acciones Estratégicas

del Programa Nacional de Alimentacién del Ministerio de Ciencia y Tecnologfa.

Para lograr estos objetivos se ha llevado a cabo el siguiente Plan de Trabajo:
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III. ANTECEDENTES

1. IMPORTANCIA DE LAS LEGUMINOSAS EN LA
ALIMENTACION

Las legumbres que pueden ser utilizadas en alimentacién humana y animal
revisten una especial importancia nutritiva y econémica debido a su
presencia en la alimentaciéon de millones de personas de todo el mundo
(FAO, 2003).

Las leguminosas tienen importancia desde el
punto de vista agricola por la superficie
mundial que se dedica a su cultivo y por su

capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico

debido a la simbiosis con la bacteria Rhizobium
del suelo, lo que permite elevar la fertilidad total del terreno, reemplazando
parcialmente el uso de fertilizantes nitrogenados caros.

Junto con los cereales, han sido utilizadas por el hombre desde la mas remota
antigiiedad y son esenciales para su alimentacién, siendo habitual su
consumo diario en la mayor parte del mundo. Presentan beneficios
significativos para la nutricién humana y para la salud cuando se consumen
con regularidad en dietas bien equilibradas, provocando una menor
incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes entre otras
(Mazu y col., 1998; Zulet y Martinez, 2001). Solo una pequefia fraccion de las
1300 especies existentes en la familia Leguminoseae es destinada para la
alimentacion animal, principalmente soja, cacahuete y alfalfa (Tharanathan y
Mahadevamma, 2003).

Las leguminosas han sido empleadas, en funcién de su composicion, de
forma directa como ingredientes de las dietas o de piensos compuestos para
animales y, alternativamente, en la obtencién de aceites vegetales, en la
preparacién de concentrados de proteina y en la formulacién de comidas
vegetarianas o de regimenes especiales. La industria alimentaria esta

continuamente ensayando tecnologias e ingredientes para producir nuevos
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alimentos o mejorar algunas propiedades organolépticas, funcionales y
nutritivas de los ya existentes, de tal modo que sean apetecibles para el
consumidor y satisfagan sus necesidades.

La utilizacién de las legumbres como alimentos se concentra en los paises en
desarrollo, que representan el 90% del consumo mundial de legumbres
destinadas a alimentacién humana. Las legumbres revisten una importancia
especial para los paises de bajos ingresos y con déficit de alimentos, cuyas
principales fuentes de proteinas y energia son los productos de origen no
animal contribuyendo al 10% de las proteinas diarias recomendadas y un 5%
del aporte energético de la poblacién (FAO, 2003). Durante los afios noventa,
la utilizacién de legumbres en estos paises aument6 a un ritmo anual del 2%
hasta alcanzar los 32 millones de toneladas en 1999, frente a una tasa mundial
de crecimiento del 0,3%. Alrededor del 75% de las legumbres en estos paises
se destina al consumo humano, mientras que el uso como pienso representa
menos del 15%. En este sentido, en Junio del 2002, el Parlamento Europeo
aprobd un informe sobre el fomento del consumo de proteinas vegetales en la
Unién Europea, debido al aumento en la demanda en este tipo de proteinas
(www.agrodigital.com, 2002).

La produccién mundial de legumbres se estima en cerca de 61 millones de
toneladas (Figura 1), siendo los paises industrializados los que aportan la
mayor producciéon. La Unién Europea es una importante productora de

leguminosas superando la media mundial per cépita.
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Figura 1. Produccién mundial de leguminosas. Fuente: www.fao.org, 2009.
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Sin embargo, Espafia, a pesar de ser un pais con gran superficie agricola,
importa hasta el 70% de la legumbre que se comercializa, la cual procede de
diversos paises (Canada, Estados Unidos, Méjico, Argentina, Turquia...),
debido principalmente a los precios tan competitivos que ofrecen. Por esta
razén y para mantener las producciones autéctonas de calidad estan
cobrando importancia las Indicaciones Geograficas Protegidas, como, “Faba
de Asturias”, “Judia del Barco de Avila” o “Lenteja de Armuifia”, provocando
que el consumo no descienda e incrementando ligeramente afio tras afio.

El consumo de legumbres en Espafia ha descendido de forma acusada a
partir de los afios sesenta. Las causas son multiples, entre las que se
encuentran el desarrollo del sector ganadero, el escaso interés del sector
industrial en cuanto a la comercializacién de semillas de leguminosas y la
tendencia de los consumidores a elegir proteinas de origen animal. Sin
embargo, en la dltima década el consumo en Espafa se ha estabilizado,
estableciéndose en el 2006 en 191,09 millones de kilogramos al afio (Figura 2),
destacando los garbanzos como la principal legumbre de consumo (71,77
millones de kg). Dichas cifras probablemente sean la consecuencia del gran
énfasis de cientificos y empresas alimentarias en el desarrollo de nuevos

productos para introducir mas facilmente las legumbres en la vida moderna.

=== Garbanzos === Judias Lentejas
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Figura 2. Evolucién nacional de la produccién de las principales leguminosas
grano. Fuente: www.marm.es, 2009.
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2. EVALUACION DE LOS COMPONENTES DE INTERES
NUTRICIONAL DE LAS LEGUMINOSAS

El valor nutritivo de las leguminosas se debe esencialmente a su contenido
proteico, a la vez que son fuente importante de carbohidratos complejos,
algunos de absorciéon lenta como el almidén y otros no digeribles como los
componentes de la fibra alimentaria. Por otro lado, presentan un bajo
contenido en lipidos (excepto en el caso de semillas oleaginosas), estando
mayoritariamente constituidos por 4cidos grasos poliinsaturados (Zulet y
Martinez, 2001). Pero a pesar de que contienen innumerables propiedades
nutritivas muy positivas, presentan una serie de compuestos antinutritivos
que influyen negativamente en la calidad nutricional. Sin embargo, la
composicién de las leguminosas varia considerablemente entre las distintas
especies, e incluso entre variedades dentro de una misma especie (McCance y
Winddson, 1992). A continuacién en la Tabla 1 se muestra la composicién

nutricional de las principales leguminosas de consumo humano.

Tabla 1. Composicién nutricional (g/100g) de las principales leguminosas de
consumo humano.

Leguminosa Proteinas Lipidos Carbohidratos Humedad Fibra Energia
(Kcal/100g)
Judias 17-23 1-2 45-59 8-12 25-27 286
Garbanzos 1721 4-6 50-60 6-10 13-17 329
Guisantes 20-26 1-3 46-50 7-9 14-18 317
Lentejas 20-28 1-3 50-58 7-9 9-13 314
Habas 23-34 1-2 55-60 6-9 17-21 331
Soja 38-42 17-20 26-29 8-10 9-13 398

Fuente: Zulet y Martinez, 2001.

En la Figura 3 esta representada la media de la composicién nutricional de
las leguminosas mas importantes, destacando la fraccién de almidén y
proteina como las mas abundantes respecto al total de los componentes. Son
las fracciones mayoritarias y las que tendran un mayor peso en las

propiedades tecno-funcionales de las harinas de leguminosas.

20



Antecedentes

CENiza LIPIDOS
4% 2%

FIBRA

Figura 3. Representacion grafica del perfil nutricional de las leguminosas.

2.1 Carbohidratos

El valor nutritivo de las leguminosas se debe especialmente a su aporte en
carbohidratos (24-68%), siendo el almidén el polisacdrido mayoritario
(Salunkhe y Kadam, 1989). También cabe destacar el papel que desempefia la
fibra alimentaria y los efectos beneficiosos que produce debido
principalmente a sus propiedades fisico-quimicas.

El procesamiento térmico puede influir de manera importante en los
carbohidratos, especialmente en lo que se refiere a la velocidad de digestién,
al alcance de la digestién del almidén en el intestino delgado y al contenido y
las propiedades funcionales de los distintos componentes de la fibra

alimentaria.

2.1.1. Almidén

Definicién

El almidoén es el principal constituyente de las leguminosas, a excepcion de
las semillas de soja, cacahuetes y altramuces. Constituye la mayor reserva de
polisacaridos de las plantas superiores y representa el 51-67% en judias, 25-
50% en guisantes y 40-57% en lentejas (Salunkhe y Kadam, 1989). El almidén
se encuentra localizado dentro de unos pequefios granulos que presentan
estructura cristalina, observado por microscopia con luz polarizada. Estos

granulos no son solubles en agua frfa, aunque pueden absorber cierta
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cantidad de agua originando un pequefio hinchamiento. Si son sometidos a
altas temperaturas experimentan un ligero aumento de la viscosidad, debido
a la formacién de un gel por la adhesién de unos granulos a otros.

El almidén estd constituido por dos grandes polimeros: la amilosa,
polisacarido no ramificado que presenta configuracién helicoidal y la
amilopectina, que es un polimero muy ramificado y con un mayor peso
molecular (Figura 4). Sus propiedades funcionales vienen determinadas por
la organizacién de estas macromoléculas en la estructura granular y por la
relacién amilosa/amilopectina que se establece en el granulo de almidén.
Desde un punto de vista tecnolégico, la degradacion del almidén por una
amplia variedad de enzimas tales como o- y P-amilasas, glucoamilasas,
pululanasas, etc., es la responsable del alto valor comercial del almidén en la
produccién de glucosa y oligodextrinas. Junto a la amilosa y amilopectina, se
encuentran también cantidades variables de sales minerales, proteina y

compuestos lipidicos (Vasanathan y Hoover, 1992).

b7 i 0 i A\ —— Amilosa

— Amilopectina

Figura 4. Estructura de los principales componentes del almidén.

Principales usos de las fracciones del almidon en la alimentacién

El almidén tiene numerosas aplicaciones tanto en la industria alimentaria
como en industrias no-alimentarias. Ademas del papel que desarrolla en la
contribucién energética, es el mayor responsable de la textura y las
propiedades organolépticas que presentan muchos alimentos. Cabe destacar
la capacidad de gelificaciéon que posee y las propiedades relacionadas con

ésta (comportamiento de fluido, envoltorio o suspensién de alimentos).
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Los almidones de los alimentos comunes proceden de las semillas (como
trigo, maiz, arroz y cebada) y las raices (como patata y mandioca). Los
almidones modificados quimicamente se utilizan en cantidades menores
como aditivos alimentarios (espesantes, gelificantes, agentes de
recubrimiento, emulgentes y estabilizantes), debido a sus funciones
tecnolégicas en algunos alimentos, al influir en sus propiedades fisicas. En la
industria de las golosinas se utilizan almidones no gelatinizados para dar
forma a distintas masas. Los almidones modificados con fosfatos se utilizan
como espesantes en productos precocinados e instantineos, asi como en
ciertos tipos de pudin y cremas de preparacién en frio.

La produccién de almidén procedente de legumbres es todavia pequefia si se
compara con la produccién total de almidén, la cual se sittia en torno a los 6
millones de toneladas anuales. Sin embargo, las caracteristicas que poseen los
almidones que provienen de legumbres, y particularmente el contenido de
amilosa, ofrecen un amplio potencial para nuevas aplicaciones, tanto para
uso no alimentario como para nutricion humana. En el campo de la
agroquimica y las industrias farmacetticas se utiliza almidones de legumbres
como agentes de encapsulacién o material de cubierta para la elaboracion de

tabletas (Duranti, 2006).

Influencia del calor en las caracteristicas del almidén. Digestibilidad

El procesamiento de los alimentos afecta a la estructura del almidén
pudiendo provocar la gelatinizacién parcial o total, asi como una parcial
retrogradacién. La aplicacién de calor en presencia de agua produce la
gelatinizaciéon del almidon, lo que conlleva una pérdida irreversible de la
estructura cristalina de los granulos, una pérdida total de la birrefringencia,
un incremento en el tamafio de los granulos (probablemente no uniforme),
un aumento de la viscosidad, etc... (Ring y col., 1988). Este proceso
incrementa de forma espectacular la disponibilidad del almidén para ser
atacado por las enzimas digestivas.

Durante la coccién y otros procesos, los granulos de almidén no estan

completamente disueltos, aunque el grado de gelatinizacién que
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normalmente se alcanza es suficiente para permitir que se digiera
rapidamente una gran proporcién de almidén. Cuando este proceso queda
incompleto, como en la coccion al vapor, permanece una gran proporcién de
almidén que se digiere lentamente.

El almidén gelatinizado no es estable, puesto que al pasar el tiempo o
enfriarse, tiene lugar un proceso de reasociacién de granulos de almidén,
conocido como retrogradacion. La tendencia hacia la retrogradacién del
almidén depende de las proporciones relativas de amilosa y amilopectina (la
amilosa se reasocia mds rapidamente). El recalentamiento de los alimentos
con almidén también influye en este proceso. La digestibilidad del almidén
se ve por ello particularmente influenciada por el grado de procesamiento y
la retrogradacién, pudiendo reducirse la digestibilidad del almidon en el
intestino delgado. El almidén retrogradado también se suma a la proporcion
de almidén resistente en los alimentos, por ejemplo, en las patatas cocidas y
enfriadas.

El primer paso de la digestiéon ocurre en la boca, donde el alimento se pone
en contacto con la a-amilasa salivar; una vez que llega al estémago se
produce una inactivacién de la enzima debido a las condiciones de acidez
gastrica (Gray, 2003), aunque dicha hidrélisis se ve reanudada en el duodeno,
donde la a-amilasa pancreética continda con la ruptura de los enlaces a (1,4),
produciendo pequefias cantidades de glucosa en mezcla con maltosa,
maltotriosa y dextrinas. La velocidad de la digestién del almidén viene
determinada por las caracteristicas fisicas del alimento: forma, grado de
cristalizacion de los granulos de almidon, recristalizacion y caracteristicas de
retrogradacion, los complejos amilosa-lipidos, contenido de inhibidores de a-
amilasa y también por la presencia de polisacdridos no amilaceos. Estudios
recientes (Edwards, 1995) han revelado que la digestibilidad del almidén
depende en cierta parte de la fibra alimentaria que esté asociada, la cual
provoca una disminucién del tiempo de transito intestinal y por lo tanto,
reduce el tiempo disponible para la digestiéon del almidén en el intestino
delgado. Los factores responsables de la digestién incompleta del almidén

han sido divididos en dos tipos: factores intrinsicos y extrinsecos.
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Factores intrinsecos

El tamafio de particula del alimento puede afectar a la digestion del almidén
por parte de las amilasas debido al area superficial. Asi, particulas maés
pequefias con mayor superficie relativa son digeridas mas rapidamente que
particulas mayores (Franco y Ciacco, 1992).

Otro factor que también afecta a la digestibilidad es la cristalinidad del
almidén. Existen tres tipos de formas amildceas, A, B y C, si nos basamos en
las caracteristicas del patrén de difraccion de rayos X del almidén. El
almidon de cereales es mayoritariamente del tipo A, mientras que el almidén
de tubérculos muestra formas B, encontrandose almidén C en legumbres que
se caracterizan por ser mas resistentes a la digestion.

Factores extrinsecos

El acto de comer expone al alimento a distintos factores externos que podrian
alterar la susceptibilidad del almidén a la accién de la amilasa. Un ejemplo
de ello es el grado de masticacién que determina el acceso fisico al almidén
que se encuentra en una estructura rigida. Existen otros factores como el
tiempo de trénsito, la forma del alimento, la concentracién de amilasa en el
intestino, la cantidad de almidén y la presencia de otros componentes en el
alimento que podrian afectar a la hidrdlisis enzimaética del almidon.

Por lo tanto, el patron de la digestibilidad del almidén en relacién a su estado

fisico y al procesado podria resumirse tal y como aparece en el Esquema 1.

Estado del alimento Estado fisico del Almidén Digestibilidad
Crudo Granulo de almidén nativo Parcialmente resistente
parcialmente cristalino (tipp By C)

tipo A, B6C
Absorcion de agua, (tipo 60

hinchamiento l Calor, humedad
Cocido (*viscosidad) Gelatinizado (no-cristalino) Digerible
. L Refrigerado y alta
Refrigeracion humedad l
Refrigerado &Viscosidad) Retrogradado (parcialmente- Almidén Resistente
recristalizado)

Esquema 1. Patrén de digestibilidad del almidén en relacién a su estado fisico y
al procesado.

25



Antecedentes

Almidén Resistente

De acuerdo con la definicién actual, el almidén resistente (AR) se define
como: “almidén y productos de la degradacién del almidén que no se
absorben en el intestino delgado de los seres humanos sanos”. Mientras que
el almidén facilmente digerible es disociado por las amilasas del pancreas en
20 minutos, aproximadamente, el tiempo de degradacién puede durar mas
de dos horas en el caso del almidén resistente. En el intestino grueso es
donde se produce su fermentacién de forma mdas o menos completa por la
microflora; durante este proceso, ademas de metano, hidrégeno y diéxido de
carbono, se forman acidos grasos de cadena corta (dcidos acético, propiénico
y butirico), con lo que no sélo se reduce el pH en el intestino grueso, sino
que, como consecuencia de ello, también aumenta la cantidad de agua en las
heces (Cummings y Macfarlene, 1991). Recientes estudios han investigado el
papel de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) en la salud. Se les ha
atribuido diversos efectos fisiologicos beneficiosos en las enfermedades de
colon, debido a su rapida absorcién en la mucosa del intestino.

Respecto a la formacién del almidén resistente, se requiere una longitud de
cadena minima de 30-40 unidades de glucosa. Mientras que la longitud de las
cadenas de amilosa promueve la formacién de AR, la presencia de lipidos
impide su produccién, debido a la creaciéon del complejo almidon-lipido
(Champ y col, 1999). El porcentaje de amilosa estd directamente
correlacionado con el AR, cuanto mayor es el contenido de amilosa, mayor
contenido de AR. Las caracteristicas de no digestibilidad que se le atribuyen,
se deben en parte a las fuertes interacciones macromoleculares que se
establecen entre las largas cadenas de amilosa y las cadenas ramificadas de la

amilopectina (Figura 5).
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Figura 5. Posibles interacciones ente las cadenas de Am y Ap.
(Am= amilosa; Ap=amilopectina)

La proporcién en la que se encuentra el almidén resistente en los alimentos
no solo varia dependiendo del tipo de alimento que estemos analizando, sino

del tratamiento térmico al que le sometamos (ejemplo: patata fria y caliente),

(Tabla 2).

Tabla 2. Proporcién de almidén total y resistente en algunos alimentos.

Alimento Almidén Total Almidoén Resistente
(g/100 g m.s.) (g/100 g almidon total)

Pan blanco 77 1,2

Pan integral 60 1,7

Copos de maiz 78 3,8
Patata cocida y 74 6,8

fria 75 13,3

Espaguetis cocidos 79 6,3
Guisantes cocidos 20 25
Habichuelas verdes cocidas 45 40

Fuente: Champ y col., (1999).

Se han identificado cuatro tipos de almidén resistente (Tabla 3): aquél que se
encuentra inaccesible fisicamente (AR1), granulos de almidén nativos (AR2),
almidon retrogradado (AR3) y almidén modificado quimicamente (AR4).

Las legumbres son una de las principales fuentes de almidén resistente 1
(AR1), ya que la gruesa pared celular que tienen hace que el almidén sea

inaccesible al ataque enzimatico.
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Tabla 3. Clasificacién del almidén resistente (AR)

Almidén Descripcion Fuente Alimentaria

AR1 El almidén que estd fisicamente Granos parcialmente
encerrado, dentro de estructuras molidos y semillas.
celulares intactas.

AR2 Gréanulos de almidén crudo. Maiz, patata cruda y

platanos verdes.

AR3 La amilosa retrogradada en los Patata refrigerada,
alimentos preparados. Los almidones cocida, pan, cereales.
de los alimentos se pueden volver
parcialmente indigeribles por procesos
fisicos o quimicos y por enfriamiento.

AR4 Almidén modificado quimicamente. Modificacién

inducida.

Fuente: Gray (2003).

2.1.2. Fibra Alimentaria

Definicion

Los cereales, las legumbres, hortalizas, frutas y otras semillas son la mayor

fuente alimentaria de fibra y de carbohidratos no digeribles.

La fibra alimentaria o dietética es una mezcla compleja de carbohidratos que
estan asociados a otros componentes no-carbohidratos (Figura 6). Consiste en
el residuo vegetal no digerible, que incluye los polisacaridos no amilédceos y
la lignina. La fibra alimentaria presenta una serie de propiedades fisico-
quimicas que explican los efectos fisiolégicos que se le atribuyen. No
obstante, es dificil encontrar los términos exactos para definir la fibra

alimentaria, no so6lo por los componentes de ésta, sino también porque debe

responder a sus propiedades fisico-quimicas y sus beneficios fisiologicos.
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CELULA 1

Pared primaria

Las tres capas de
la pared secundaria

PARED CELULAR

Lamina media

Citosol
Membrana plasmatica

Capas de la pared celular:
Lamina media

Pared primaria

Pared secundaria ——\4
Figura 6. Estructura y partes de la pared celular, origen fundamental de la fibra
alimentaria.

Segtn la tltima definicién del Codex Alimentario (2006) la fibra alimentaria
se definiria como carbohidratos de grado de polimerizacién =3 (donde se
excluye a los mono- y disacaridos) resistentes a la digestion enzimaética, los
cuales no son absorbidos en el intestino delgado. Las fracciones de lignina
y/u otros componentes, es decir, fracciones proteicas, compuestos fenoélicos,
ceras, saponinas, fitatos, cutina y fitoesteroles, estan intimamente asociados a
los polisacéridos. En este caso, estas sustancias estdn incluidas en la
definiciéon de fibra alimentaria porque pueden proporcionar un efecto
beneficioso adicional. Sin embargo, cuando estos compuestos se afiaden a un
alimento que contiene polisacdridos no digestibles, no pueden ser
considerados como fibra porque no se encuentran estrechamente asociados,
tal como se indicaba anteriormente.

En la Tabla 4. se muestran las principales fuentes de fibra alimentaria y de

carbohidratos no digeribles, donde destacan los cereales y las legumbres.
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Tabla 4. Componentes de la fibra alimentaria presentes en alimentos.

Componente de la fibra  Principal fuente alimentaria

Celulosa Hortalizas, Plantas lefiosas, cereales
Hemicelulosa Granos de cereal
Lignina Salvado de cereal, arroz y cubierta de

legumbres, plantas lefiosas

B-glucanos Granos de cereales (avena, cebada,
centeno y trigo)

Pectinas Frutas, hortalizas, legumbres, aztcar de
remolacha, patata

Gomas Legumbres, algas, microorganismos
(gomas guar, carragenanos,
galactomananos, xantanos, arabinanos)

Inulina y Achicoria, cebollas
oligofructosas/ fructo-
oligosacaridos
Oligosacaridos Leche humana, legumbres
Galactooligosacaridos Legumbres

Fuente: Gray (2006).

La terminologia que diferencia fibra soluble (FS) e insoluble (FI) permite una
atil y sencilla categorizacion de la fibra alimentaria con diferentes
propiedades fisiolégicas. Tradicionalmente se emplea el término fibras
solubles porque muchas de ellas forman geles viscosos en el intestino
delgado (pectinas y -glucanos) y afectan principalmente a la absorcion de
glucosa y grasa. Por otro lado, las fibras con una gran influencia en el
funcionamiento del intestino grueso, son las fibras insolubles (celulosa, parte

de las hemicelulosas y lignina).

Efectos de la presencia de Fibra Insoluble en los alimentos
En el mercado existe una amplia variedad de fracciones de fibra alimentaria

empleadas como suplementos con fines dietéticos o para la elaboraciéon de
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alimentos funcionales, como productos de panaderia, galletas con alto
contenido de fibra... Sin embargo, la inclusién de esta fraccién en los
alimentos podria provocar alteraciones no deseadas, principalmente en su
sabor, textura y palatabilidad, debido a las modificaciones quimicas, fisicas o
enzimaticas que sufren los polisacaridos presentes (Thompson, 2000).
Algunos autores han estudiado los efectos que la fibra insoluble procedente
del salvado de trigo ejerce sobre el tracto intestinal. La fibra insoluble (FI)
incrementa el volumen fecal, diluyendo su contenido, por lo que disminuyen
las interacciones entre la mucosa intestinal y cualquier posible metabolito
carcinogénico presente en las heces (Thebaudin y col.,, 1997). Ademas, la FI
disminuye el tiempo de transito intestinal, reduciendo el tiempo de contacto
de los mutagenos fecales con el epitelio intestinal. La FI se caracteriza por ser
un sustrato fermentativo de la microflora digestiva, lo que provoca un
aumento de su actividad y la modificacién o reduccién de la produccién de
mutédgenos. Algunas fibras son capaces de adsorber agentes mutagénicos que
son eliminados en las heces. A pesar de todos estos resultados, no se puede
confirmar el papel anticarcinogénico de la fibra alimentaria.

Los mecanismos de mejora del control glicémico durante la ingesta de fibra
alimentaria parecen estar relacionados con la absorcién lenta de los
carbohidratos, de manera que reduce o retrasa su absorcién. Los alimentos
con indice glicémico bajo, tales como las legumbres, pueden ser
potencialmente ttiles en la prevencién y tratamiento de la diabetes tipo II y
pueden mejorar la tolerancia a la glucosa, siendo también interesante para
individuos con diabetes tipo I (Chandalia y col., 2000; Jenkins y col., 2003;
Gray, 2006).

Efectos de la presencia de Fibra Soluble en los alimentos

La fibra soluble (FS) se caracteriza por poseer una viscosidad significativa
que facilita el transito del alimento a través del intestino. La alta viscosidad
de la FS puede influir en la absorcion retrasando el vaciado gastrico,
dificultando la mezcla en la parte superior del intestino delgado, cambiando

el lugar de absorcién y disminuyendo el tiempo de transito en el intestino
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delgado. Asi, se consigue un mayor control de los niveles de glucosa post-
prandial y de lipidos (Gray, 2006).

A la fibra soluble se le atribuye el papel protector contra el cdncer de colon,
debido a la fermentacién que realiza la microflora en el intestino grueso.
También se ha estudiado cierta implicacién en la disminucién de los niveles
de colesterol total y LDL en sangre. La retencién de las sales biliares por la FS
produce cambios en el metabolismo del colesterol, como pérdidas de
colesterol, no disponibilidad de sales biliares para la formacién de las micelas
(lo cual inhibe la absorcién de los lipidos y el colesterol), aumento de sales
biliares en el bolo fecal en la parte baja del intestino delgado y produccién de
AGCC que provocan un bajo pH en el colon y previenen contra la diarrea,
especialmente el propionato y butirato, los cuales exhiben beneficios
especificos relacionados con una mejora de la salud.

En la Tabla 5 se recogen los estudios mds destacados que verifican la relacién

de la Fibra Alimentaria (FA) y sus efectos beneficiosos en la salud.
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Tabla 5. Fracciones de la fibra alimentaria y sus implicaciones en la salud.

Fraccion Efectos/Mecanismo Implicacién Referencia
Alimentaria Fisiolégica
FA y glucosa en sangre
FA Reduccion de la glucosa Disminuye grado  Chandalia y col.,
en sangre hiperinsulinemia 2000
(Diabetes II)
FA Absorcién de nutrientes  Mejora tolerancia  Holt y col., 1996
ralentizada a la glucosa
(Diabetes I)
AGCC Disminucién de la Regula el Garcia y col,,
glucosa postprandialy ~ metabolismo de 2002
respuesta insulinica la glucosa

FA y Colesterol Sanguineo

AGCC como Regulacion del Reduce la sintesis ~ Anderson y

resultado de metabolismo de la del colesterol Hanna, 1999

fermentaciéon  glucosa y los lipidos hepatico

dela FS

FS Disminucién de la Reduccioén del Anderson y
reabsorcion de acidos colesterol en Major, 2002
biliares plasma

FA y Funcién Colonica

FA (FSy FI) Gran capacidad de Incrementa el Johnson, 2000;
retencion de agua volumen fecal Malkki, 2001

FA Prevenciéon colon ~ Mongeau y col.,

FA y Promocion de la Saciedad

irritable

1999

FA La FA tiene una menor Limitacién Saris, 2003
densidad calérica y espontanea de la
mayor volumen ingesta
FA Mayor volumen del Ingesta lenta, Slavin, 2005
alimento efecto de
saciedad
temprana
FA Saciedad temprana Reduccién de Mailkki, 2001
peso
FA y Prevencion contra el Cincer
FS Dilucién y unién a Prevencion de Bingham y col.,
carcinégenos cancer de c6lon 2003; Peters y
potenciales y reduccién col., 2003; Gray,
de acidos biliares 2006

Fuente: Gray (2006).
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Influencia del procesamiento en el contenido y la composicion de la fibra
alimentaria

Existe numerosa bibliografia dedicada al estudio de las modificaciones
experimetnadas por los componentes de los alimentos después de haber sido
sometidos a procesamiento térmico (Vidal-Valverde y col., 1998; Sanchez-
Mata y col., 1999; Egounlety y Aworh., 2003). En el caso de las legumbres, la
pared celular es el principal determinante de la textura. El conocimiento de
los cambios que se producen en la pared celular como consecuencia del
tratamiento de coccién y procesado de los alimentos, es fundamental para
conocer las modificaciones de la fibra y su papel en la dieta (Selvendran y
Robertson, 1994). Los efectos ocasionados en las fracciones de fibra,
dependen tanto de la fuente de fibra como del tipo de procesamiento.
Diversos estudios sobre los efectos del procesamiento en fibra alimentaria de
cereales y verduras, indican que la estructura de la misma se modifica
(Chang y Morris, 1990) y, por tanto sus efectos fisioldgicos cambian. Segin
Selvendran y Robertson (1994), la gran variedad de plantas, asi como de
6rganos y tejidos de las mismas que se utilizan como alimentos, hace dificil
poder generalizar sobre los efectos del cocinado y procesamiento en la fibra
alimentaria, pero las principales consecuencias del cocinado pueden
resumirse en las siguientes:

- Ruptura de la membrana celular con la consiguiente liberacion de los
contenidos celulares, lo cual cambia marcadamente el entorno de la
pared celular y afecta a la estabilidad de los polisacaridos que la
constituyen.

- Modificacién de los polisacaridos de la pared celular, como resultado
de los tratamientos con calor y de la ruptura de los polisacaridos
térmicamente ldbiles, tales como los polisacaridos pécticos, y de los
enlaces cruzados.

En cuanto a los alimentos procesados, las legumbres junto con las frutas y
hortalizas constituyen la principal fuente de polisacaridos pécticos de la fibra
alimentaria en la dieta. Estos compuestos, se degradan durante el cocinado y

procesamiento, particularmente los situados en el cotiledén de las semillas de
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leguminosas. La ruptura de enlaces glucosidicos de los polisacdridos de la
fibra por el calor, da lugar a una solubilizacion de fibra inicialmente
insoluble. Asimismo, las fibras solubles de alto peso molecular pueden ser
degradas a fragmentos mds pequefios, o puede ocurrir una despolimeracién
mas importante y esta fraccién no precipitara en etanol, por lo que no seré
cuantificada como fibra (Chang y Morris, 1990). Ademas de la solubilizacién,
los tratamientos con calor pueden ocasionar un aumento del contenido de
fibra, como consecuencia de la formacién de algunos compuestos como
almidén resistente y productos de la reaccion de Maillard (Marlett y
Vollendorf, 1993).

Se puede concluir que los diferentes tipos de procesamiento ocasionan
efectos muy variables sobre la fibra presente en las legumbres. Este tipo de
estudios resulta interesante, ya que la mayor parte de la fibra que
consumimos es procesada, modificando no sélo el contenido y la
composicién, sino también las propiedades sensoriales, tencno-funcionales y

nutricionales de la fibra alimentaria.

Alimentos enriquecidos con fibra

Por todos es conocida la idea de que una dieta con un aporte adecuado de
fibra alimentaria es siempre beneficiosa. No obstante, existen determinadas
poblaciones que no consumen alimentos ricos en fibra, por lo que surgié la
necesidad de enriquecer en fibra aquellos alimentos atractivos para el
consumidor y de alto consumo.

Su principal objetivo es obtener productos que satisfagan los gustos del
consumidor y que hayan sufrido el menor nimero de alteraciones en su
aspecto, textura, aroma y sabor. La fibra alimentaria se usa generalmente
como agente espesante o de textura debido a su alta capacidad de retencién
de agua o grasa aportando al alimento una gran estabilidad. De esta forma, la
adicién a alimentos de fibras alimentarias aisladas o sintetizadas a partir de
carbohidratos indigeribles, tales como oligosacaridos (fructooligosacaridos,
galactooligosacaridos, oligofructosa, polidextrosa...), puede en muchos casos

reemplazar a los aditivos alimentarios, ofreciendo los beneficios que conlleva

35



Antecedentes

un alimento prebidtico. La proporcién en la que se encuentra en el alimento
suele ser del 1-5% del peso final del producto (Figura 7). Estos nuevos
productos han de paliar el déficit en la ingesta de fibra en la dieta, asi como
contribuir a la eliminacién de subproductos de la industria agroalimentaria

(Gray, 2006).

Fibra * Consumo Diario
(8) Recomendado**
Cereales 71 28%
‘ enriquecidos
Pasta 6,3 25%
enriquecida

Pan 3,8 15%
enriquecido

* Pasta enriquecida: cantidad aproximada para 1 taza de pasta.
Cereales enriquecidos: cantidad aproximada para 1 taza con cereales
deshidratados.

Pan: cantidad aproximada de 2 rebanadas.

** Consumo Diario Recomendado: 25 g fibra/dia

Figura 7. Ejemplos de alimentos enriquecidos con fibra

Las alteraciones organolépticas que se producen en algunos casos son
evitables, como el escaso olor originado en muchos alimentos debido al
aporte de material fibroso, mediante la adicion de aromas como por ejemplo
la vainilla. En otros no es posible, por lo que la tinica solucién es estudiar qué
tipo y cantidad de fibra se puede afiadir sin producir cambios en las
caracteristicas de los alimentos. Ejemplos de alimentos enriquecidos con fibra
son pan, galletas, productos lacteos,... aunque también se han encontrado
nuevos usos en alimentos como “mousses” enriquecidas, gelatinas o bebidas
que emulan a postres sabrosos.

El aprovechamiento de los subproductos por parte de las industrias
agroalimentarias es un aspecto de suma importancia, ya que la mayoria de
los subproductos presentan altos contenidos en fibra. La utilizacién de estos
materiales supone una importante rentabilidad econdémica posibilitando
nuevos productos con mayor valor afiadido. La btisqueda de fuentes

alternativas de alimentos es, sin duda, uno de los objetivos actuales en la
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comunidad cientifica. También desde el punto de vista ecolégico, la
eliminacién de subproductos disponibles en grandes cantidades, supondria
una ventaja de relevante impacto medioambiental (Esteban y col.,, 1998;

Guillén y Champ, 2002).

2.2. Proteina

El elevado contenido proteico en la mayoria de especies de leguminosas
convierte a esta familia en la principal fuente de proteina vegetal para el
hombre (Cubero y Moreno, 1983). El porcentaje medio de contenido en las
legumbres se sittia entre el 20-25%, observandose valores de hasta un 40% en
el caso del altramuz. La mayoria de estas proteinas (80%) se encuentra en
forma de proteinas de almacenamiento, siendo principalmente globulinas
(Rubio y col., 2004).

Hasta ahora se creia que las proteinas eran degradadas en el tracto
gastrointestinal convirtiéndose en aminoécidos, los cuales eran absorbidos y
utilizados por el higado y, posteriormente, empleados para la sintesis de
proteinas o bien como almacenamiento. Sin embargo, recientemente este
concepto ha sido modificado como consecuencia de numerosas
observaciones cientificas que indican que las proteinas de la dieta una vez
que entran en el organismo pueden influir significativamente en numerosas
funciones fisioldgicas, interaccionando con distintos componentes. El ejemplo
mas conocido son probablemente las lectinas y los inhibidores de proteasas

(explicados en capitulos posteriores) (Rubio y col., 2004).

Calidad nutricional de las proteinas de leguminosas

La digestibilidad y el valor biolégico de las proteinas de leguminosas si se
compara con las de origen animal son algo inferiores debido a su baja
digestibilidad, a su deficiencia en aminoacidos azufrados (metionina y
cisteina) y a la presencia de factores antinutritivos (Belitz y Grosh, 1997). Sin

embargo, en el caso del garbanzo el contenido de cisteina y metionina es
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bastante superior al del resto de legumbres, lo que en parte explica la mejor

calidad proteica del garbanzo respecto a las demds leguminosas.

Para entender plenamente la calidad nutricional de las proteinas de

leguminosas, hay que analizar las distintas razones por las cuales las

legumbres presentan una baja digestibilidad proteica:

Deficiencia de aminoacidos azufrados (principalmente metionina);
Naturaleza compacta de las proteinas de reserva mayoritarias;
Presencia de antinutrientes:

v Inhibidores enzimadticos (inhibidores de tripsina y

quimotripsina);

v" Lectinas (fitohemaglutininas);

v Acido fitico;
Impedimento estérico de los azticares que estan presentes en la
mayoria de las proteinas de reserva (glicoproteinas);
Compuestos fendlicos, que establecen uniones con las proteinas
(enzimas digestivas incluidas) afectando al grado de proteolisis;
Presencia de minerales, mediadores entre las interacciones de fitatos y
proteinas, formando complejos proteina-fitato-mineral resistentes a la
protedlisis;
Interacciones proteina-proteina: las proteinas solubles en agua
(fracciéon de albtiminas) interaccionan con las proteinas de reserva,
provocando un descenso de la velocidad de protedlisis;
Baja digestibilidad de las proteinas solubles en agua;
Descenso de la actividad proteolitica debido a interferencias fisicas por

la presencia de fibra alimentaria.

Por lo tanto, una de las causas que influye en la digestibilidad proteica es la

presencia de ciertos antinutrientes como por ejemplo las lectinas, que se

caracterizan por su capacidad de aglutinacién “in vitro” de eritrocitos y la

gran resistencia que presentan frente a la proteolisis. Asimismo, la presencia

de otras glicoproteinas presentes en judias pueden ser las responsables de la

baja digestibilidad proteica debido a las interacciones proteina-proteina
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(Genovese y Lajolo, 1996). No obstante, la digestibilidad y el valor biolégico
de las proteinas de judias deshidratadas son normalmente inferiores a las de
proteinas de origen animal (Sathe, 2002). Sin embargo, las proteinas pueden
ser facilmente desnaturalizadas e inactivadas durante un tratamiento térmico
(Sathe, 2002).

Las alergias relacionadas con el consumo de legumbres son poco comunes en
humanos, debido a la baja capacidad alergénica de las proteinas de
almacenamiento (Lallés y Peltre, 1996). No obstante, se podria desarrollar
cierta alergia con el incremento del consumo de leguminosas, como es el caso
de la soja. Asimismo, estudios referentes a modificaciones proteoliticas y
enriquecimientos con metionina procedentes de proteina de soja, revelan una
reduccion de la alergia y una mejora en el valor alimentario del producto

derivado de soja (Hajos y col., 1996).

Solubilidad proteica

Tradicionalmente, la clasificacién de las proteinas vegetales se basa en sus
propiedades de solubilidad: las albtiminas se caracterizan por ser solubles en
agua, las globulinas son solubles preferentemente en soluciones acuosas con
sales, las prolaminas son solubles en soluciones de etanol/agua y las
glutelinas solubles a pHs extremos 4cidos o bésicos (Osborne, 1924). Esta
clasificaciéon todavia sigue en vigor, debido especialmente a la relaciéon que
guarda con las propiedades tecno-funcionales de las proteinas.

De todo el contenido de nitrégeno presente en una muestra, tan sélo una
parte es soluble. El porcentaje de nitrégeno insoluble es significativo pero
difiere de una variedad a otra, asi como de una leguminosa a otra.
Asimismo, el nitrégeno soluble engloba al nitrégeno procedente de proteinas
(N-Proteico) y aquél que pertenece a otras estructuras nitrogenadas no
proteicas tales como alcaloides, amidas, aminas... Por tanto, es importante
distinguir por un lado entre N-Proteico y no Proteico, y por otro entre N-
Soluble e Insoluble, ya que en funcién de ello las caracteristicas

fisicoquimicas de las legumbres variaran (Ariza, 1999).
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El estudio de los perfiles de solubilidad proteica en un intervalo de pH esta
siendo el objeto de estudio de diversos autores para lograr una mayor
comprensién de la funcionabilidad proteica. Se han determinado algunas
correlaciones entre las caracteristicas funcionales de las harinas de soja y los
indices de solubilidad del nitrégeno. Generalmente, la propiedad tecno-
funcional que presenta una mayor relaciéon con las proteinas solubles en la
soja, es la capacidad emulsionante. La capacidad espumante en productos
elaborados a partir de harinas de soja, también se ha correlacionado con el
nitrégeno soluble en agua (Singh, 2001).

La mayoria de las proteinas de legumbres se caracterizan por tener puntos
isoeléctricos acidos, debido al alto contenido de residuos de acidos glutdmico
y aspartico, lo que las hard mas solubles en medios acuosos bésicos (pH 8,5-
10). Sin embargo, la carga de los aminoacidos que estructuran las proteinas se
verd alterada con el procesado de las leguminosas, pudiendo variar el
contenido de aminoécidos acidos, bésicos, hidrofébicos o sin carga una vez
que se produce la solubilizacién de los mismos tras un tratamiento térmico
(Carbonaro y col, 1997). Por lo tanto, la solubilidad proteica se vera
influenciada en gran medida por los procesados térmicos debido
principalmente a la desnaturalizacién que sufre la proteina, jugando un
papel importante en la determinacién de la digestibilidad proteica en las
leguminosas.

Es, por todo ello, que el estudio de la fraccion proteica tiene un gran interés,
asi como su distribucién en funcién de sus caracteristicas de solubilidad. La
diferenciacién de nitrégeno proteico y no proteico es de gran importancia
nutricional para asi conseguir determinar el contenido proteico presente en
un alimento que puede ser digerido y absorbido en el tracto digestivo del

animal y del hombre.

Efecto del procesado térmico en la calidad nutricional y tecnoldgica de las
proteinas de legumbres
La eliminacién de componentes no deseables es esencial para mejorar la

calidad nutricional de las legumbres y aprovechar todo su potencial. Por lo
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tanto reducir la presencia de componentes antinutritivos de naturaleza
proteica tales como lectinas e inhibidores proteicos mediante tratamientos
tecnolégicos o mediante procesos cataliticos mediados por enzimas
enddgenas, conllevaria a un incremento de la calidad nutricional de las
leguminosas (Reddy y col., 1988). Los procesados térmicos de las legumbres
no solamente provocan modificaciones en la composicién quimica,
nutricional y en las propiedades organolépticas sino que también conllevan
pérdidas y transformaciones en los aminoacidos esenciales (Wu, 1995). Una
vez que las proteinas han sido desnaturalizadas como consecuencia de la
aplicacion de calor, se van a ver afectadas las propiedades tecno-funcionales,
las cuales estan directamente relacionadas con las caracteristicas fisico-
quimicas, principalmente la disociacién de las proteinas en sus subunidades,
dando lugar a una mayor exposicion de los grupos hidrofébicos. La
desnaturalizacién térmica estd normalmente acompafada de una reduccioén
de la solubilidad, debido probablemente a la agregaciéon de moléculas no
desplegadas. Como consecuencia de todos estos cambios, varias propiedades
funcionales se verdn alteradas, como la capacidad de gelificacién, las
propiedades reoldgicas de los geles, las capacidades espumantes y
emulsificantes, tal y como se muestra en algunos estudios sobre proteinas de
soja (Yamagishi y col.,, 1980; lawabuchi y col.,, 1991). No obstante, las
modificaciones quimicas son importantes ya que pueden mejorar las
propiedades funcionales de las proteinas en los alimentos.

Variaciones extremas en las condiciones de la desnaturalizacion proteica (pH,
fuerzas idnicas, presencia de grupos sulfhidrilo o disulfuro, temperatura,
tiempo de aplicaciéon de calor y tasa de enfriamiento) pueden afectar
significativamente a la funcionalidad de la proteina y como consecuencia a su

funcién tecnolégica en el alimento.

Desarrollo y perspectivas en la produccién y utilizacion de proteinas de
leguminosas
En los dltimos afios la aplicacién de distintas tecnologias ha permitido la

obtenciéon de productos con una elevada cantidad de proteina. Los
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concentrados y aislados proteicos mas extendidos son los de soja (Henn y
Netto, 1998; Friedman y Brandon, 2001), aunque actualmente se han
producido aislados proteicos de garbanzo (Sanchez-Vioque y col., 1999),
judias (Chau y col., 1997), altramuz (Lqari y col., 2002) y lentejas (Ferndndez-
Quintela y col.,, 1993). Estos concentrados son empleados por la industria
alimentaria ya que ofrecen ventajas econdmicas, nutricionales y funcionales,
manteniendo las cualidades sensoriales deseables necesarias para la
aceptacién por el consumidor.

Actualmente el estudio de proteinas de almacenamiento y sus genes en
legumbres estd cobrando un importante papel en el establecimiento y
desarrollo de técnicas de biologia molecular en plantas, debido
probablemente a las ventajas que presenta la sintesis masiva de pocas
proteinas en 6rganos especificos durante el desarrollo de la semilla (Duranti
y Gius, 1997).

Las aplicaciones mas importantes son como mejoradores en la industria
carnica (sustitutos o complementos de la proteina animal), en férmulas
infantiles (Fernandez-Quintela y col., 1993; Vioque y col., 2001) y también
para mejorar la textura de los productos de panaderia y pastas o en el
procesado de quesos (El-Sayed, 1997).

Investigaciones recientes han atribuido a las proteinas de leguminosas
propiedades nutracéuticas, por sus efectos beneficiosos en la salud,
principalmente su papel protector frente a determinadas enfermedades
(Duranti, 2006). Existen algunos estudios que relacionan fracciones
especificas de proteinas, como la subunidad o de la globulina 7S, con la
reduccion del colesterol en sangre y los niveles de triglicéridos (Fukui y col.,
2002). Ademads las proteinas de leguminosas se han visto asociadas a la
reduccién del riesgo cardiovascular, como es el caso de la soja (Anderson y
Major, 2002), a un efecto anticarcinogénico como consecuencia de la
presencia de lectinas e inhibidores de proteasa en distintas legumbres
(Clemente y col., 2004), a la prevencién de obesidad y diabetes debido a la
accion del inhibidor de a-amilasa (Oneda y col.,, 2004; Suzuki y col., 2003;

Muri y col., 2004) y a una capacidad de transporte de minerales que mejoran
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su absorcién, en lupino, por la presencia de y-conglutina (Duranti y col,,
2001).

Debido al gran potencial e impacto de los numerosos estudios sobre la
influencia de las fracciones proteicas sobre la salud, diversos autores han
centrado sus investigaciones en analizar la presencia, caracterizaciéon y
propiedades que poseen ciertos péptidos bioactivos. Ejemplo de ello son las
investigaciones en soja acerca del papel protector que tienen frente a las
enfermedades crénicas relacionadas con la edad (Wang y Goénzalez de Mejia,
2005), o frente a la leucemia (Wang y col., 2008).

Por lo tanto, las proteinas de las leguminosas pueden tener un papel muy
destacado en la industria alimentaria tanto en alimentos procesados como en
la elaboracién de nuevos productos texturizados destinados al consumo

humano.

2.3. Compuestos Fendlicos

Definicién

Las legumbres poseen diferentes tipos de compuestos fenélicos que varian
dependiendo no so6lo de la especie sino también de la variedad. Entre este
grupo de compuestos los que mas se han estudiado en leguminosas son los
taninos condensados o proantocianidinas, que hasta hace pocos afios eran
considerados antinutrientes debido a su facilidad para combinarse con
proteinas, produciendo un aprovechamiento deficiente de dichos nutrientes
(Liener, 1994; Bartolomé y col., 2000). Sin embargo, estudios recientes asignan
a los compuestos fenodlicos determinadas propiedades fisiolégicas
beneficiosas (Ricardo da Silva y col., 1991; Vinson y col., 1995; Castillo y col.,
2000).

Los compuestos fendlicos incluyen un gran ntmero de sustancias
sumamente heterogéneas, que se caracterizan por poseer un anillo aromatico
con, al menos, una sustitucién hidroxilo y una cadena lateral funcional

(Figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica bésica de los compuestos fendlicos.

Estos compuestos estdn ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal; en
las plantas superiores es tal su presencia, que s6lo son superados por los
carbohidratos. Se encuentran en todos los tejidos, mostrando una gran
diversidad de estructuras. Los compuestos fendlicos, junto con otros muchos
compuestos naturales como terpenos, alcaloides, aminoacidos no proteicos,
etc., son considerados metabolitos secundarios, porque no poseen un papel
reconocido en el mantenimiento de los procesos fundamentales de la vida
(crecimiento, desarrollo y reproduccién) de los organismos que los sintetizan
(Bell, 1981). Casi todos los tejidos de las plantas contienen mezclas complejas
de polifenoles, que se pueden encontrar en estado libre o unidos a
hidroxiacidos y azacares. Desde un punto de vista quimico, los glicésidos se
diferencian de las agliconas porque presentan mayor solubilidad en agua y
menor reactividad quimica (Hosel, 1981). El modo mas simple de unién al
azucar es como P-D-glicopiranésidos, aunque existen una gran variedad de
uniones glicosidicas diferentes. La conversion de polifenoles conjugados en
polifenoles sencillos puede ocurrir durante los periodos de senescencia de las
plantas, maduraciéon de frutos, etc. El uso de técnicas analiticas y de
marcadores radioactivos ha permitido medir la dindmica de estos
metabolitos secundarios (Barz y Hoesel, 1981) y saber que los compuestos
fenodlicos en las plantas superiores estan sujetos a procesos de sintesis y

degradacién que tienen lugar simultdneamente en la planta.
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Estructura y Clasificaciéon

Los compuestos fenélicos se agrupan en clases o familias, en base a su

esqueleto carbonado, siendo las mas importantes las que se detallan a

continuacién.

Compuestos fendlicos no flavonoideos

Cs Fenoles sencillos

Ce-Cy Alcoholes, aldehidos, cetonas y dcidos benzoicos
{ Acetofenonas

Ce-Cr2 Alcoholes y acidos fenilacéticos
{ Acidos mandélicos

Alcoholes, aldehidos y acidos cindmicos

Alcoholes y acidos 3-fenil-1-propanoicos
Ce-Cs Cumarinas

Isocumarinas

Cromonas

Compuestos fenélicos flavonoideos

r Calconas, dihidrocalconas
Flavonas, flavanonas
Isoflavonas

Ce-C3-Cs < Flavonoles, flavanonoles

Antocianos

Auronas

\ Flavanoles

Compuestos fenoélicos polimerizados

(C6-Ci)n Taninos hidrolizables
(C6-C3-Co)n Taninos condensados
(Ce-Co)n Ligninas
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Compuestos fendélicos minoritarios

Ce, C10,C1a Quinonas

Ce-C1-Cs Benzofenonas, xantonas
Ce-Cr-Cs Estilbenos

Cao Biflavonoides

Compuestos fenélicos no flavonoideos

Este grupo de compuestos, también conocido como compuestos fendlicos de
bajo peso molecular, contiene un tnico anillo bencénico que, dependiendo de
la cadena lateral y grupo funcional, da lugar a diversas estructuras, siendo
las més frecuentes las que se recogen en la Figura 9. Algunos de los grupos

hidroxilo pueden estar también metoxilados.

( -OH Fenol
- CH,OH Alcohol bencilico
- COOH Acido benzoico
-CHO Aldehido benzoico
OH - COCHs; Cetona benzoica
| - CH=CH-CH,OH {%lcohol cindmico
R R < - CH=CH-COOH  Acido cindmico
- CH=CH-CHO Aldehido cinamico
- CH=CH-COO- Cumarina
- CH,-CH,OH Alcohol fenil-etilico
- CH,-COOH Acido fenil-acético
- CH,-CH>-CH>OH Alcohol 3-fenil-1-propilico
- CH,-CH,-COOH  Acido 3-fenil-1-propanoico
\ - CHOH-COOH  Acido mandélico

Figura 9. Estructuras quimicas frecuentes de compuestos fendlicos no
flavonoideos.

Compuestos fenélicos flavonoideos

Los flavonoides representan el grupo de compuestos fendlicos maés
importante y abundante en la naturaleza. Estos compuestos estdn formados
por dos ciclos bencénicos unidos por una cadena de tres atomos de carbono.
Normalmente, estos tres atomos de carbono dan lugar a un heterociclo

oxigenado. La estructura basica de los flavonoides se recoge en la Figura 10.
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Figura 10. Estructura quimica general de los compuestos fenélicos flavonoideos.

Los diversos tipos de compuestos flavonoideos se diferencian entre si por el
grado de oxidacién y de sustitucion del heterociclo (Figura X), y a su vez
dentro de cada familia se diferencian por el nimero y localizacién de los

grupos hidroxilo y/o metoxilo en los anillos A y B.

Compuestos fenélicos polimerizados

En este grupo se incluyen los taninos y las ligninas. Los taninos son fenoles
polimerizados que originan combinaciones estables con las proteinas y con
los polisacaridos, debido al gran ntimero de grupos hidroxilo que poseen.
Bate-Smith y Swain (1962) definen los taninos como compuestos fenélicos
solubles en agua, con pesos moleculares entre 500 y 3000 y que, ademés de
dar las reacciones normales de los polifenoles, tienen propiedades especiales
como la capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas.

La lignina es uno de los componentes fundamentales de la madera. El
término lignina estd reservado a los constituyentes no glucidicos de la
estructura aromdtica y procede de la condensacion del alcohol coniferilico.
Sarkanen y Ludwig (1971) describen a las ligninas como productos naturales
que resultan de la polimerizaciéon deshidrogenada llevada a cabo por
enzimas, o quimicamente de precursores primarios que poseen una
estructura alcohol p-hidroxicinamilo. Estos polimeros estdn siempre

asociados con polisacdridos y, en algunos casos, con ciertos dcidos fendlicos.

Composicion fenélica de legumbres
Aunque no son muy abundantes las referencias sobre el estudio
individualizado de compuestos fendlicos en leguminosas, actualmente

existen estudios recientes que se centran en el andlisis pormenorizado de
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compuestos fendlicos en legumbres. En la Tabla 6 se detallan algunos de los

compuestos mas importantes que se han detectado asi como la concentracién

en la que se encuentran en las distintas variedades de leguminosas

analizadas.

Tabla 6. Estudios sobre la deteccién de compuestos fendlicos en legumbres.

Compuesto Fenélico

Legumbre

Referencia

Acidos
p-hidroxibenzoico,
protocatéquico y
vainillinico

p-hidroxibenzaldehido
y p-vainillina

Lentejas, judias y
guisantes

Lentejas, judias y
guisantes

Lépez-Amorés y col., 2000;
Dueiias y col., 2002

Bartolomé y col., 1992; Lopez-
Amoro6s y col., 2000

p-cumarico y fertlico

Derivados p-cumaroilo,
cafeoilo y feruloilo de
glicésidos de flavonol

Lentejas, judias y
guisantes
Guisantes

Lépez-Amords y col., 2000

Ferreres y col., 1995; Duefias y
col., 2007b

Glucésidos, quercetina
3-O-glucopiranédsido y
kaempferol 3-O-
glucopiranésido

Judias Pintas

Beninger y Hosfield, 1999a, b.

Kaempferol y derivados ~ Lentejas Latha y Daniel, 2001
Glicosidos de Judias Lépez-Amords y col., 2001
quercetina y de germinadas

kaempferol

Glicosidos de flavonol y
flavona

Testa de guisante

Troszynska y col., 2002

(+)-catequina Lentejas Bartolomé y col., 1997; Lopez-
Amorés, 2000

(+)-catequina-3-O Lentejas De Pascual Teresa y col., 2000;

glucoésido Duefas y col., 2002

Dimeros B1, B2, B3 y Lentejas Bartolomé y col., 1997

trimeros y tetrdmeros

de procianidina

Isoflavonas Soja Yong-Soon y col., 2000

Fuente: Amarowicz, (2008).
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Importancia de los compuestos fendlicos en alimentos. Efectos
beneficiosos

Los compuestos fendlicos contribuyen a las cualidades sensoriales de los
alimentos, a sus propiedades farmacolégicas y a su valor nutricional. Todo
ello justifica el gran interés del estudio de estos compuestos en los alimentos.
Estudios epidemiolégicos han establecido la relacion entre el alto consumo
de frutas y verduras y la prevenciéon de enfermedades, debido a la presencia
de compuestos bioactivos entre los que destacan la vitamina C, vitamina A,
carotenoides y polifenoles, considerados como agentes reductores que
protegen a los tejidos humanos del estrés oxidativo. Gracias a los avances en
las técnicas analiticas se conoce la distribucién de los compuestos fendlicos en
productos vegetales en términos cuantitativos y cualitativos (Duefias y col.,
2002).

Los efectos fisiolégicos beneficiosos que presenta el consumo de legumbres
podrian deberse a la presencia de ciertos compuestos fendlicos. Actualmente,
los compuestos fendlicos tienen importancia como compuestos bioactivos,
por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas,
anticancerigenas, antibacterianas, etc., y por su capacidad para modificar las

funciones de algunas enzimas celulares clave. De todos los compuestos

fenolicos, el grupo de los flavonoides es el mas extendido en la naturaleza y
dentro de ellos, los flavonoles son lo que poseen mayor actividad
antioxidante. En la tabla que se muestra a continuacién (Tabla 7), se detallan
las principales acciones farmacolégicas que ejercen los compuestos fendlicos

en los alimentos.
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Tabla 7. Efectos beneficiosos que presentan los Compuestos Fenolicos en los
alimentos.

ACCION FARMACOLOGICA: Actividad Antiinflamatoria

v Compuesto fenolico: Flavonoides
o Estudios:

e Las procianidinas combaten las causas del infarto de miocardio

(Yoshida y col., 2000).

ACCION FARMACOLOGICA: Actividad Antimutagénica y
Anticancerigena

v Compuesto fendlico: Flavonoides
o Estudios:
e Inhiben la aparicion de tumores y protegen al organismo de
compuestos mutagénicos (Elongavan y col., 1994).
v Compuesto fenélico: Acidos hidroxicinamicos
o Estudios:
¢ Asignacion de papel de defensa del organismo frente a la
carcinogénesis, por la inhibicién de la formacién de compuestos
N-nitroso (Niwa y col., 2001).
¢ Asignacion de actividad anticarcinogénica y antimutagénica a
las cumarinas y flavonas (Standley y col., 2001).

ACCION FARMACOLOGICA: Actividad Antibacteriana y Antivirica

v Compuesto fendlico: Acidos hidroxicinamicos
o Estudios:
e Acido cafeico y sus derivados, presentan actividad
antibacteriana y antivirica (Herman, 1990).
v Compuesto fenélico: Acidos hidroxibenzoicos
o Estudios:
e Acido benzoico y sus derivados, presentan actividad
antimicrobiana (Rauha y col., 2000).
v Compuesto fenolico: Taninos
o Estudios:
o Accién antifingica (Delaveau y Vidal-Tessier, 1986).

ACCION FARMACOLOGICA: Actividad anticolesterolémica

v Compuesto fenélico: Acidos hidroxicinamicos
o Estudios:
¢ Presentan un potencial antioxidante hacia la oxidacién de las
LDL en ensayos in vitro (Natella y col., 1999).
v Compuesto fenolico: Resveratrol
o Estudios:
e Inhibe la oxidacién de las LDL (Frankel y col., 1993).
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Actividad Antioxidante

Actualmente presenta gran interés la posible influencia de los antioxidantes
sobre diversas enfermedades. Recientes estudios epidemiolégicos muestran
una correlacién entre el consumo de alimentos ricos en compuestos fenélicos
y un riesgo reducido de enfermedades cardiovasculares y de ciertos tipos de
cancer, mediante la proteccién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
frente a la oxidacién y la reduccién de la agregacién plaquetaria (Shrikhande,
2000; Shahidi, 2002).

Los compuestos fendlicos se incluyen principalmente en la categoria de
captadores de radicales libres, aunque también pueden ejercer su acciéon
antioxidante a través de otros mecanismos, como quelantes de iones
metalicos que catalizan reacciones de oxidacién (Ursini y col., 1999). El efecto
protector de estos compuestos esta basado en la hipétesis de que los radicales
libres, producidos durante los mecanismos de oxidacién, estan involucrados
en los procesos de muchas enfermedades, por lo que los antioxidantes
pueden actuar previniendo o retrasando su formacién.

Entre los compuestos fendlicos que mayor poder antioxidante presentan se
encuentran los flavonoides (quercetina, proantocianidinas) y algunos
compuestos no flavonoideos (acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos).
Es bien sabido que los alimentos vegetales, entre ellos los frutos, son las
principales fuentes de compuestos fenodlicos y por lo tanto, de actividad
antioxidante. Sin embargo, recientes estudios catalogan a las legumbres como
“fuentes de antioxidantes naturales”(Duefias y col., 2002; Amarowicz y Pegg,
2008). Diversos autores han estudiado la actividad antioxidante en distintos
extractos de legumbres y el contenido de antioxidantes durante varios
procesos tecnolégicos, mostrando actividades mayores que las esperadas en
leguminosas, debido posiblemente a la fraccién mayoritaria de flavonoides

que presentan (Loépez-Amorés y col., 2006; Xu y col., 2007).
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2.4. Factores Antinutricionales

Las leguminosas, ademds de poseer numerosas caracteristicas nutritivas,
presentan una serie de compuestos que influyen negativamente en su valor
nutritivo, y que se conocen como factores antinutitrivos. Se clasifican en
termolabiles, que desaparecen tras un adecuado tratamiento térmico y entre
los que se encuentran los inhibidores de proteasas, las lectinas, y los
glicosidos cianogénicos, y termoestables como los o-galactésidos, fitatos,
taninos condensados y saponinas. Estos factores antinutritivos hacen que se
limite el consumo de leguminosas y afectan a la digestibilidad y

disponibilidad de nutrientes (Tabla 8).

Tabla 8. Factores antinutritivos de leguminosas y su efecto fisiol6gico

Componentes Efecto Fisiologico

a-Galactésidos Flatulencia

Inhibidores enzimaticos
Inh. de tripsina Inhibiciéon de tripsina, hipertrofia pancreatica,

pérdida de cistina

Inh. de quimotripsina
Inh. de a-amilasa

Inhibicién de quimotripsina
Inhibicién de a-amilasa, dificultad utilizacién de
carbohidratos

Lectinas Aglutinacién de eritrocitos, retraso de crecimiento,
actividad mitogénica, formacién de complejos con
carbohidratos

Fitatos Baja disponibilidad mineral

Taninos condensados Reduccion  digestibilidad proteica, inhibicién
enzimas, formacién de complejos con minerales y
vitaminas

Glucésidos cianogénicos Produccion de cianhidrico

Saponinas Hemolisis

Fuente: Liener (1989)

A pesar de sus efectos no nutritivos muchos de ellos representan un papel
muy importante en la naturaleza. Lectinas, alcaloides y taninos contribuyen a
la resistencia de la planta frente a enfermedades y al ataque de insectos y

proporcionan resistencia al estrés medioambiental (Riemer y Whittaker,
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1989). Los a-galactésidos sirven como fuente energética para la planta,
siendo fundamentalmente utilizados por esta en situaciones de estrés tales
como enfriamiento y desecacién (Guimaraes y col., 2001). Williams (1970)
presenta evidencia de la utilidad del acido fitico como fuente de fésforo y
cationes para la germinacién de la semilla, pudiendo también actuar como
fostdgeno. También se han visto efectos beneficiosos de las saponinas y de

otros antinutrientes.

2.4.1. a-Galactosidos

Definicién

Los a-galactésidos (GOS) son unos carbohidratos solubles derivados de la
sacarosa que contienen de 1-4 unidades de galactosa unidas por enlaces -
1,6. Son muy solubles en agua y fermentados rapidamente por la microflora
colénica (Mussatto, 2007). El a-galactésido més pequefio es la rafinosa,
formada por una molécula de galactosa unida a la sacarosa. Sucesivas
adiciones de galactosa originan estaquiosa y verbascosa (Figura 11).
Unidades mayores como la ajugosa, s6lo se encuentra en trazas en semillas,
por lo que no ejercera un papel importante como factor antinutritivo.

Las estructuras de los principales a-galactésidos son:

Rafinosa: a-D-Gal (1-6)-a-D-Glu(1-2)-3-D-Fru

Estaquiosa: a-D-Gal (1-6)-a-D-Gal (1-6)-a.-D-Glu(1-2)-p-D-Fru

Verbascosa: a-D-Gal (1-6)-a-D-Gal (1-6)-a-D-Gal (1-6)-a-D-Glu(1-2)-p-D-Fru

(Gal=galactosa; Glu=glucosa; Fru=Fructosa)

Algunas legumbres contienen series homologas de galactdsidos solubles, que
estdn basados en unidades de ciclitol. Aunque estos galactosil ciclitoles no
son oligosacaridos “en sentido estricto”, se encuentran en altas
concentraciones en las legumbres y juegan un papel clave en la cadena de
sintesis de GOS. Entre los galactosil-ciclitoles encontramos al ciceritol, que se
trata de un trisacarido (O-a-D-galactopiranosil-(1-6)-O-a-D-galactopiranosil-

(1-2)-1-D-4-O-metil-quiro-inositol).
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Figura 11. Estructura de los a-galactésidos

Rutas de biosintesis de los a-galactosidos

En los dltimos afios se han realizado considerables progresos en la
bioquimica y en la biologia molecular de los GOS (Peterbauer y Richter,
2001). Se han aislado y caracterizado numerosas enzimas implicadas en las
rutas de sintesis hasta ahora desconocidas. La biosintesis de la rafinosa
(Figura 12), el primer componente de la serie, se origina por la adicién de un

grupo galactosilo que se une a la sacarosa. Estaquiosa, verbascosa y ajugosa,
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son GOS mas complejos y son sintetizados por galactinol, dependiente de
galactosiltransferasas o por transferencia de unidades de galactosilo entre
dos moléculas de GOS. El galactinol, un derivado galactosilo del mio-inositol,

actia como un donador de galactosa.

UDP-Galactosa UDP Sa Tmsa
i
GAS
I RFS
mio-inositol Galactinol
| i L,mz‘o-inasital
Rafinosa

5TS [—Ciclitol ‘

I— Rafinosa

Galactesil Ciclitol o1s MGt
inio-inositol l l \—.Sacamsa
Estaquiosa
+Galactinol | | )
[ Estaquosa
+ | STS -
milo-inositol VBS | GGT
ntio-inositol o | i ;
Digalactosil Ciclitol Verbascosa I—’R“ﬁ“‘“a—

Figura 12. Representacion sistematica de las rutas de biosintesis de GOS y
galactosil-ciclitoles.

GAS: galactinol sintasa; RFS: rafinosa sintasa; STS: estaquiosa sintasa; VBS: verbascosa
sintasa; GGT: galactano:galactano galactosiltransferasa. Todas las reacciones son
reversibles. Fuente: Peterbauer y Richter (2001).

La rafinosa es el principal GOS que se encuentra en semillas de
monocotiledéneas, mientras que la estaquiosa y verbascosa, se acumulan
principalmente en semillas de dicotiledéneas como las legumbres. El ciceritol
estd presente en garbanzos y lentejas, pero no se detecta en guisantes ni en
alubias. Algunos autores relacionan la presencia de ciceritol con una
disminucién de la flatulencia potencial, debido a la menor velocidad de
hidrolisis que experimenta este galactosil ciclitol por la galactosidasa

(Quemener y Brillouet, 1983).
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Entre las funciones mdas importantes de los o-galactésidos destacan: la
participacion en el almacenamiento y en el transporte de carbohidratos;
proteccién de la planta frente a las lectinas y otras toxinas, y su actuacién
como inhibidor de la germinacién en situaciones de escasez de agua; también

juegan un papel importante en la adaptacion al frio.

a-Galactosidos: Presencia en los alimentos e implicaciones fisiologicas

El contenido de galactésidos en leguminosas varfa mucho entre especies,
incluso entre variedades dentro de una misma especie, pero sus margenes
oscilan entre 0,4 y 10 g/ 100g en leguminosas de consumo humano (Tabla
2.8.). Asimismo, se ha estudiado que los factores que influyen en la
concentraciéon de GOS que presentan las legumbres son: factores genéticos
(repercutiendo en los niveles de sacarosa y verbascosa) y factores
ambientales (afectan principalmente a rafinosa y estaquiosa) (Frias y col.,
1996). Entre estos ultimos destacan las consecuencias que el clima puede
tener sobre la mayor/menor presencia de GOS en las legumbres,
determinando que los cultivos de invierno contienen niveles mas elevados

que los de primavera (Quemener y Brillouet, 1983)

Tabla 9. Contenido de a-galactésidos en leguminosas (g/100g m.s.)

Judias Guisante Lenteja  Garbanzo
(P. vulgaris) (V. sinensis)

Rafinosa 02-25 04-1,2 04-23 0,1-0,8 0-03
Ciceritol - - - 0,2-2,1 1,2-3,1
Estaquiosa 0,2-39 2,0-3,6 0,3-4,2 1,1-4,0 04-2,0
Verbascosa 01-1,8 0,6-3,1 0-43 0-64 Tr -04
Total a- 04-8,0 30-79 23-96 18-75 2,0-7,6
galactosidos

Fuente: D’Mello y col. (1991).

Los a-galactésidos son considerados factores antinutritivos porque las
especies monogastricas, como el hombre, no poseen la enzima o-L6-

galactosidasa, responsable de hidrolizar los enlaces a-1,6, que se requiere
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para la correcta digestion de los GOS. Estos compuestos pasan por el
intestino delgado intactos y sufren una fermentaciéon anaerobia en el colon, lo
que determina la aparicién de gases (H», CO,, y CH,) responsables de la
flatulencia y en ocasiones de dolores abdominales y diarreas osméticas. Asi,
los galactésidos son considerados como los factores antinutritivos maés
importantes en la génesis del flatus, aunque otros compuestos pueden
contribuir también a la produccién de gas (Olson, 1987) como la fraccién
soluble de la fibra, almidén resistente, metilmercaptanos, fructanos y
fructooligosacaridos.

Por lo tanto, si se quiere incrementar el consumo de leguminosas es necesario
conseguir una reduccién de los niveles de estos compuestos, y son multiples
las experiencias desarrolladas con este fin. Existen diversos métodos que
promueven la eliminacién o reduccion de estos componentes antinutritivos,
los cuales se basan en la aplicacién de tratamientos térmicos, en la actuacién
sobre su ruta metabdlica (inactivando enzimas responsables de su sintesis o
adicionando a-galactosidasa) y en el desarrollo de procesos de germinacién o
fermentacién.

El remojo es el tratamiento mds comun para la eliminacién parcial de los a-
galactésidos, siendo éste més eficiente cuando se afiade bicarbonato sédico al
agua de remojo, debido a la mayor permeabilidad obtenida por la parcial
solubilizacién de las paredes de las células (Vijayakumari y col., 1997;
Ibrahim y col., 2002). Los tratamientos térmicos afectan al contenido de o-
galactosidos en el medio, debido a la lixiviaciéon de los mismos y/o a cambios
en la fraccion de carbohidratos, pudiéndose incluir su hidroélisis
(Vijayakumari y col., 1997; Wang y col., 2003).

Ademds de los métodos anteriormente descritos, en la bibliografia existen
multiples estudios cuya finalidad es la reduccién de los a-galactésidos, como
la biotecnologia y la ingenieria genética (De Lumen, 1992) o la seleccién
genética (Leakey, 1994).

Sin embargo, recientemente se les ha atribuido algunas de las propiedades
beneficiosas de la fibra alimentaria tales como normalizar el trénsito

intestinal, aumentar el ntiimero de colonias de lactobacilos y bifidobacterias
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disminuyendo las de enterobacterias presentes en la microflora intestinal, y
reducir los compuestos N-nitroso que son potencialmente carcinogénicos
(Van Loo y col., 1999). Por ello, algunos autores estudian la posibilidad de
aprovechar las distintas funciones positivas que los GOS ejercen en el
organismo, procediendo a su aislamiento y purificacién, pudiendo ser

utilizados como agentes prebitticos (Rycroft y col., 2001).

2.4.2. Acido Fitico

El 4cido fitico (IP6) se trata del éster hexafosfato de mioinositol y representa
la forma principal de reserva de fésforo utilizado durante la germinacién. Se
encuentra presente en muchos alimentos de origen vegetal, principalmente
cereales y legumbres (0,4 - 3%), en forma de sales de cationes mono- y
divalentes (K*, Ca*?, Mg*?), siendo al mismo tiempo una importante reserva
de fésforo durante la germinacién y el crecimiento de las plantas y una forma
de almacén de cationes en muchas semillas (Gorospe y col., 1992).

El 4cido fitico es considerado como un factor no nutritivo ya que los seis
grupos fosfato de la molécula de IPs lo hacen comportarse como un fuerte
agente quelante reduciendo la biodisponibilidad principalmente de cationes
di- y trivalentes, tales como Zn*?, Cu*/Cu*?, Fe*?/Fe*}, Mn*2, Mg*?, Ca*?
(Figura 13). Bajo las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, se forman
los complejos insolubles metal-fitico, convirtiendo al metal en no disponible
para la absorcién intestinal, reduciéndose su biodisponibilidad en animales y
en humanos (Belitz y Grosh, 1997). Ademas, el acido fitico disminuye la
digestibilidad de las proteinas (Reddy col., 1988), almidén (Yoon y col., 1983),
y lipidos (Nyman y Bjorck, 1989).

OPO,™....
-."'"*H3N-aminoacidos—COd

Figura 13. Estructura Acido Fitico.
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Durante el procesado del alimento y en la digetién, el 4cido fitico o inositol
hexafosfato (IPs) puede ser parcialmente defosforilado, dando lugar a los
productos de degradacién: penta- (IPs), tetra- (IP4) y tri-fosfatos (IPs), a través
de la accién de la fitasa endégena, que se encuentra en la mayoria de las
semillas de las plantas superiores (Zhou y Erdman, 1995).

En los dltimos afios se han desarrollado numerosas experiencias con el fin de
reducir el contenido de fitico en los alimentos destinados al consumo
humano y animal, y asi aumentar la digestion de las proteinas y la
biodisponibilidad de los minerales. Numerosas técnicas de procesado, tales
como remojo, cocinado germinacién o fermentacién, reducen el contenido en
fitico como consecuencia de su disolucién en el medio o el aumento de
actividad fitasa (Fernandez y col., 1997; Vidal-Valverde y col., 1998; Urbano y
col., 2003).

Sin embargo, el 4cido fitico no sélo tiene efectos negativos en la salud
humana; multiples estudios resaltan su caradcter antioxidante, debido a sus
propiedades quelantes del hierro, comportandose como un potente inhibidor
de la formacién de radicales hidroxilo de hierro, al bloquear el lugar de unién
(Hawkins y col.,, 1993). Existen recientes estudios que le atribuyen ciertas
propiedades en la prevencién de cancer de colon, al reducir el riesgo de
peroxidacién lipidica (Rickard y Thompson, 1997) y la formacién de radicales
hidroxilo que se complejen con el hierro en el colon. Ademas de disminuir los
niveles séricos de colesterol y triglicéridos, también se le atribuyen funciones
como antimicético, previniendo la formacion de aflatoxinas en la soja al hacer

el cinc no biodisponible para el hongo (Rickard y Thompson, 1997).

2.4.3. Taninos

Se pueden definir como compuestos fendlicos solubles en agua con pesos
moleculares entre 500-20.000 Daltons (D), con gran complejidad en su
estructura y que, junto con las propiedades generales de los compuestos
fenodlicos, presentan propiedades especificas como es la facilidad de

precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas.
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Debido a estas propiedades especificas, la presencia de taninos esta asociada
con un bajo valor nutritivo pues al formar complejos solubles e insolubles
con proteinas, reducen su biodisponibilidad (Liener, 1994). Algunas enzimas
digestivas como la tripsina, o-amilasa y lipasa son inhibidas por estos
compuestos, lo que provoca una disminucién de la digestibilidad de
carbohidratos, proteinas y lipidos (Griffiths, 1986; Quesada y col., 1995).

La formacién de complejos tanino-proteina no sélo depende del tamaiio,
conformacién y carga de las moléculas de proteina sino también del tamafio,
grado de hidroxilacién y flexibilidad de los taninos involucrados en la unién
(Hagerman y Butler, 1981). Si el tanino es una molécula muy voluminosa no
serd capaz de aproximarse a los lugares activos de la proteina debido a
impedimentos estéricos.

Ademéds del efecto negativo, los taninos presentan un papel potencial como
antioxidantes, asociado a las propiedades generales de los compuestos
fenélicos como captadores de radicales libres. Esta actividad se produce
también por la unién de los taninos a proteinas endégenas, por ejemplo a las
del tracto gastrointestinal, ejerciendo un efecto beneficioso contra el dafio
oxidativo que pueden ocasionar los radicales libres que se generan durante la

digestiéon (Carbonaro y col., 1996).

2.4.4. Inhibidores Enzimaticos
Los inhibidores enziméticos son aquéllos que interfieren en la actividad de
los sistemas enzimaticos del aparato digestivo inhibiendo especifica o

inespecificamente enzimas necesarias para la asimilacion de nutrientes.

Inhibidores de proteasas

La presencia de inhibidores de proteasas en las leguminosas, asi como en
cereales, supone un problema para la digestién proteica en mamiferos.

Los inhibidores de proteasas representan el 0,2-2% en peso de las proteinas
solubles de leguminosas. Los més conocidos son los inhibidores de tripsina y
quimotripsina, de manera que se han encontrado en todas las leguminosas

cantidades de inhibidores de tripsina y, en un gran ntimero de ellas, también
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de quimotripsina. Participan durante los procesos de germinacion de la
planta regulando la actividad catabdlica de determinadas enzimas
enddgenas, ademas de bloquear los sistemas de accién de las enzimas
microbianas acoplandose a ellas e impidiendo su ataque (Liener, 1989).

Los inhibidores serin proteasas son los méas estudiados, siendo de dos tipos:
los inhibidores de Kunitz, que presentan una estructura molecular con dos
puentes disulfuro por molécula, y de Bowman-Birk, cuya estructura esta
entrecruzada mediante siete puentes disulfuro formando una molécula
compacta simétrica (Figura 14). Estos inhibidores de serin proteasas son
capaces de inhibir sélo a tripsina, o a tripsina y a quimotripsina, o incluso a

tres serin proteasas distintas (Ferrason y col., 1995).

Figura 14. Estructuras tridimensionales propuestas para los inhibidores de Kunitz
y Bowman-Birk, respectivamente.

La presencia de tales inhibidores en leguminosas supone un gran interés para
los nutricionistas. Se han conseguido aislar inhibidores de tripsina en harinas
de leguminosas y se ha observado que un aumento del pancreas, una
sobreestimulaciéon de la secrecién de enzimas pancredticas, asi como la
inhibicién del crecimiento y una pérdida de la energia metabolizable, son
algunos de los efectos producidos como consecuencia de su presencia en
tales alimentos. Parece ser que mediante un mecanismo de retroalimentacion
(feed-back), estos inhibidores estimulan al pancreas a sintetizar mayores
cantidades de quimotripsina y tripsina. Sin embargo, recientes estudios
asocian la presencia de inhibidores de proteasa con la capacidad de

prevenciéon o inhibicion de ciertas patologias tumorales con ciertas
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actividades anti-inflamatorias (Ware y col., 1999) o con la reduccién de la
gravedad de enfermedades degenerativas y autoinmunes (Rostami y
Kennedy, 2004).

Debido al caracter termoléabil de estos inhibidores, el calentamiento de las
harinas de leguminosas puede mejorar su valor nutritivo y producir un
suplemento proteico de mayor calidad, aunque se ha encontrado actividad
inhibitoria de tripsina en harinas después de haber sido calentadas a 100 °C
durante una hora (Gupta, 1987; Liener, 1989). La desnaturalizacién por el
calor puede deberse a la ruptura de los puentes disulfuro existentes en los

inhibidores de tripsina.

Inhibidores de a-amilasa

Ademéds de los inhibidores de proteasas las legumbres contienen inhibidores
de amilasas de naturaleza proteica. Se tratan de fracciones proteicas que
acttan inhibiendo la accién enzimatica de la a-amilasa de la saliva humana,
la pancreatica porcina, la procedente de insectos, pero no actdan frente a las
a-amilasa bacterianas del humus y de las plantas. En la literatura existen
investigaciones donde se describen el papel que ejerce el inhibidor de a-
amilasa en la planta como agente resistente a plagas y enfermedades.
Ambekar y col. (1996) y Giri y Kachole (1998), presentan evidencias de una
correlacion positiva entre el contenido de inhibidor de a-amilasa en guisantes
y cierta resistencia a plagas de insectos. No obstante, existen estudios donde
se afirma que la presencia del inhibidor de a-amilasa en la dieta podria
provocar sintomas parecidos a enfermedades celiacas e hipertrofias
pancreaticas (Pick y Wober, 1995).

Los inhibidores de amilasas encontrados en leguminosas, concretamente en
judia comtn (Phaseolus vulgaris) se encuentran en un intervalo molecular
entre 40 y 50 KD, son de caracter 4cido con pH entre 4 - 5 y con un contenido
en carbohidratos entre 7 - 14 % (Ho y col., 1995). Las técnicas electroforéticas
(PAGE y SDS-PAGE) han revelado que todos los inhibidores de a-amilasas

de leguminosas contienen dos o mdas subunidades. Pick y Wober (1995)
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comprobaron que los inhibidores encontrados en judia comun y las a-
amilasas existentes en la saliva humana reaccionan en una proporcion de 1:1.
Sin embargo, a diferencia de los inhibidores de tripsina, apenas existen
referencias bibliograficas que indiquen los cambios que se producen en los
niveles de inhibidor de «-amilasa durante el procesado térmico
(Piergiovanni, 1992). Grant y col. (1995) revelaron reducciones significativas
del porcentaje de actividad del inhibidor tras procesos de coccién y

deshidratacién en harinas de leguminosas.

2.4.5. Lectinas

Aproximadamente unas 600 especies de leguminosas contienen lectinas, que
representan del 2 al 10% de la proteina total de la legumbre seca. Se trata de
un grupo heterogéneo de proteinas vegetales capaces de unirse
reversiblemente a restos de azucares de glicoproteinas situados en la
superficie celular, originando “in vitro” la aglutinacion de los glébulos rojos
y una severa depresién del crecimiento, como consecuencia de su unién a
receptores especificos de las células de la mucosa intestinal y, por tanto,
reduciendo la capacidad de absorcién de nutrientes en el intestino delgado
(Pusztai y col., 2004). Asi, se ha detectado que la lectina del guisante se une
especificamente a un residuo de D-manosa y en cambio las de la soja,
interaccionan especificamente con N-acetil-D-galactosamina (Calderén de la
Barca y col., 1994). En este sentido, las lectinas o fitohemaglutininas se unen a
la superficie de todo el tracto digestivo (estémago, intestino delgado y
grueso). Las consecuencias dependen del érgano de que se trate; asi, se
puede producir una hiperplasia del intestino delgado, una hipertrofia del
colon..., observandose en todos los casos un aumento de la actividad
metabolica (Thompson, 1993).

Por otra parte, las lectinas juegan un papel muy importante en las plantas
contra insectos depredadores (D’Mello y col., 1991). Se ha observado que las
lectinas presentes en la judia comun (Phaseolus vulgaris L.) eran responsables

de la resistencia de estas semillas al ataque de coledpteros, ya que contenian
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tres tipos de proteinas insecticidas: inhibidor de a-amilasa, lectina y arcelina
(proteina de reserva resistente a la digestion).

Las lectinas en el hombre se comportan de igual forma, como factor
antinutritivo, alergénico, u otros factores subclinicos, principalmente cuando
se consumen en grandes cantidades. Sin embargo, investigaciones recientes
postulan cierta implicaciéon de las lectinas en la limitacién del crecimiento
tumoral (Pryme y col., 1998; Pusztai y col., 2004).

Teniendo en cuenta el caricter termolébil de estos factores antinutricionales,
temperaturas iguales o superiores a 70 °C podrian disminuir parcial o
totalmente su acciéon. Coffey y «col. (1992) encontraron que la
fitohemaglutinina purificada de la judia tipo rifion es mads sensible al
tratamiento térmico que la de judia comun. Las lectinas son estables frente a
procesos de congelacion manteniendo su total actividad durante
aproximadamente siete meses almacenada a - 23 °C, en cambio son sensibles
a tratamientos enzimaticos como la proteolisis. Recientemente Butz y col,,
(1996) propusieron las altas presiones como un método alternativo al
tratamiento térmico. Se trata de una técnica de esterilizacion y pasteurizacion
como consecuencia de la mayor demanda de los consumidores de productos
mas sanos, sabrosos y minimamente procesados; es decir, un método de

cocinado y esterilizacion sin calor.

2.4.6. Otros componentes de interés nutricional

Glucésidos cianogénicos

No son sustancias téxicas como tales, sino que su toxicidad surge por la
consiguiente liberacién al medio de acido cianhidrico, producto téxico que
ademds puede dar lugar a tiocianato, agente bociégeno que interfiere en la
captacién del yodo por la glandula tiroides (Montgomery, 1980). Aparecen en
trazas en la naturaleza, a excepcién de las familias Rosaceae, Leguminoseae y
Gramineae, donde aparecen en elevadas concentraciones (Davis, 1991). Los
glicosidos cianogénicos pueden encontrarse en hojas, tallos, flores, raices y

semillas, y en mayor concentracién en los tejidos jévenes que en los adultos
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(Fennema, 1993). La concentracién de estos compuestos en lentejas y
garbanzos es menor de 1,5 mg HCN/ 100 g, por lo que no causan ningin
problema, al estar por debajo de los limites minimos. Sin embargo en el caso
de las judias de Lima (Phaseolus lunatus) pueden llegar a producir de 210 a
312 mg HCN/ 100 g, permaneciendo todavia presentes incluso después del

tratamiento de coccién (Montgomery, 1980).

Saponinas

Son glicésidos de triterpenoides, concretamente de esteroides. Su efecto
principal es la producciéon de espumas no deseadas durante el procesado de
los alimentos, ya que la molécula consiste en un carbohidrato hidrofilico
unido a una parte esteroide hidrofébica (Belitz y Grosh, 1997). Aparecen
principalmente en leguminosas destinadas a forraje (Fenwick y col., 1991).
Entre los efectos biolégicos que se les atribuye podria citarse la capacidad de
causar la lisis de eritrocitos (Kalil y El-Adawy, 1994) y permeabilizar la
mucosa intestinal. Por otra parte también se ha observado que las saponinas
presentan propiedades beneficiosas como la reduccion de los niveles de

colesterol y una cierta actividad anticancerigena (Thompson, 1993).

3. ALIMENTOS FUNCIONALES, TENDENCIAS Y FUTURO

Los alimentos funcionales no constituyen una entidad tinica, bien definida y
correctamente caracterizada. De hecho, una amplia variedad de productos
alimenticios se incluyen (o se incluiran en el futuro) en la categoria de
alimentos funcionales. Estos abarcan diversos componentes, nutrientes y no
nutrientes, que afectan a toda una gama de funciones corporales relacionadas
con el estado de bienestar y salud, la reduccién del riesgo de enfermedad, o
ambas cosas. Al estar muchos de estos productos alimenticios funcionales
comercializados, resulta més facil argumentar la justificacion cientifica de
estos alimentos como un concepto basado en la funcién. De esta forma, el
concepto puede adquirir cardcter universal y no estar sujeto a la influencia de

las caracteristicas o las tradiciones culturales que determinan la presencia de
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los productos en sus respectivos mercados. El concepto de alimento
funcional, que surgi6é recientemente en Japén, ha sido posteriormente
ampliado en los Estados Unidos y en Europa. Los alimentos funcionales
podrian definirse como: “aquel alimento capaz de producir un efecto
beneficioso sobre una o varias funciones especificas del organismo, més all4
de los efectos nutricionales habituales, de mejorar el estado de salud y de
bienestar o de reducir el riesgo de padecer una enfermedad” (Roberfroid,

2000).

3.1. La tecnologia en el desarrollo de los alimentos funcionales

La ciencia de la nutricién ha dado grandes pasos en el tltimo siglo en cuanto
a la identificacién de nutrientes e ingredientes con efectos especificos sobre la
salud. Estas sustancias pueden obtenerse de materias primas e incorporarse a
alimentos destinados a grupos especificos de consumidores. Por otra parte, si
un componente natural produce un efecto negativo sobre la salud, puede
eliminarse. La tecnologia alimentaria puede aprovecharse para modificar la
composicion de los alimentos en dos aspectos principales: el enriquecimiento
y la extraccién (Ashwel, 2001).

Enriquecimiento: Enriquecer un producto significa agregarle un nutriente
para que éste alcance un nivel mas elevado que el que normalmente tiene en
ese alimento sin procesar. En la Tabla 10 se muestra una representacién de
los nutrientes mas destacados en la industria alimentaria, utilizados para

enriquecer productos alimenticios.
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Tabla 10. Principales nutrientes usados para enriquecer alimentos

Nutriente Accién Efecto Negativo
Vitaminas Ey C e Reducen los riesgos de
enfermedades
cardiovasculares y cancer
Antioxidantes e Previenen la oxidacién Susceptibles de
¢ Actividad anticolesterolémica oxidacién
Acido Félico e Reducen los defectos del tubo e Pérdidas de folato
neural (recién nacido) al  someter el
e Reduccion de los niveles alimento al calor
plasmaéticos de homocisteina
Calcio ¢ Mejoran la ingesta de calcio Cantidades
e Aumento de densidad dsea elevadas producen
“sabor a tiza”
GOSs e Estimulan selectivamente el e Papel antinutritivo:

crecimiento y/o actividad de
bacterias del colon

responsables de la
flatulencia

Fuente: Howlet (2008).

Extracciéon y separaciéon: Las tecnologias de extraccion y separacion se

utilizan para la obtencién de materias primas (compuestos funcionales) que

ejercen un efecto positivo en la salud y el bienestar del hombre. Estos

compuestos funcionales pueden asi adicionarse a los productos alimenticios

(adicién) para el desarrollo de alimentos funcionales. Asimismo, estas

tecnologias también pueden emplearse para eliminar un componente del

alimento que interfiera con su valor nutricional éptimo (eliminacién), y asi

conseguir un alimento mas saludable. Algunos ejemplos de adicién y

eliminacion de nutrientes alimentarios se resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11. Ejemplos de adiciones y eliminaciones alimentarias

Nutriente Accién

Ejemplos de Adiciones

Betaglucano Ejercen un efecto beneficioso en la salud
cardiovascular e intestinal
Isoflavonas Reducen la osteoporosis, promueven la salud
cardiovascular y alivian los sintomas de Ia
menopausia
Glucosinolatos Capacidad activadora de la funcién hepética y
capacidad desintoxicante
Esteroles Reducen colesterol sanguineo
GOSs Estimulan selectivamente el crecimiento y/o

actividad de bacterias del colon

Ejemplos de Eliminaciones
Colesterol de yemas  Huevos mas saludables

de huevo

Fitatos en cereales Se inhibe la accién del quelato como quelante de
oligoelementos

Fuente: Howlet (2008).

3.2. Tecnologias emergentes y Perspectivas Futuras

El constante progreso de las tecnologias aplicadas impulsa continuamente la
evolucién de los alimentos, su produccion y sus propiedades, incluidas sus
propiedades nutricionales y saludables. Los conocimientos cientificos
relativos a la identificacién y caracterizacion de los efectos funcionales de los
alimentos han experimentado adelantos considerables. Un estado bueno de
salud se relaciona estrechamente con un estilo de vida saludable, en especial,
con hdébitos alimentarios apropiados que tengan en cuenta las pautas
nutricionales, las recomendaciones alimentarias establecidas y la moderna
ciencia de la nutricién (Bellisle y col., 1998). En efecto, la optimizacién de las
funciones corporales y la promocién de la salud y el bienestar por medio de
una alimentacién variada, asi como la reducciéon del riesgo de sufrir ciertos
trastornos relacionados con la alimentacién mediante una eleccién adecuada

de los alimentos, son las principales prioridades de muchos sectores
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interesados: los cientificos, los consumidores, los gobiernos y los fabricantes

de alimentos (Weststrate y col., 2002).

4. PRODUCTOS DESHIDRATADOS: Beneficios y Aplicaciones

Actualmente, existe un gran interés de la industria alimentaria por el disefio,
desarrollo y comercializaciéon de alimentos especiales destinados a distintos
sectores de poblacién, tales como nifios, jovenes, adultos, mujeres
embarazadas, deportistas, tercera edad (Mota y Empis, 2000). En este sentido,
alimentos de textura modificada son disefiados especialmente para pacientes
con disfagia y diversos trastornos gastrointestinales, los cuales son comunes
en ancianos, afectando a la percepcién, a la capacidad de eleccién y a la
habilidad para comer (Rothenborg, y col., 2007). Por lo tanto, los alimentos de
textura modificada presentaran un aspecto, textura y caracteristicas similares
a los alimentos tradicionales, y permitirfan que se conozca con precision la
composicién en nutrientes y el valor caldrico de los platos que se preparen en
cada momento.

La técnica de deshidratacion se podria definir como aquella operacion que
tiene como objetivo la eliminacién de la mayor cantidad de agua presente en
los alimentos, aumentando su tiempo de conservacién. La eliminaciéon del
agua proporciona una excelente proteccién frente a las principales causas de
alteracion de los alimentos, los microorganismos, los cuales no pueden
desarrollarse en un medio sin agua, evitando asi la descomposicién del
alimento. Ademads, en estas condiciones tampoco es posible la actividad
enzimadtica, y la mayor parte de las reacciones quimicas se paralizan o se
hacen mas lentas, dotando al alimento de una mayor vida util (Vega-
Mercado y col,, 2001). Una mejora en el transporte y almacenamiento del
producto es otra ventaja que se consigue deshidratando el alimento, como
consecuencia de su menor peso y volumen (el peso se puede llegar a
disminuir ocho veces su peso original (Aguilera y col., 2003).

Los alimentos deshidratados son considerados alimentos de textura

modificada, los cuales pueden ser rehidratados con la apariencia y textura de
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alimentos enlatados o convencionales (Nickels, 2006; Vega-Mercado, y col.,
2001). Por lo tanto, la deshidratacion en alimentos es una técnica controlada
capaz de conservar la estructura primaria o crear una nueva con fines

funcionales.

4.1. Efectos de la deshidratacién en alimentos

En la actualidad, un alimento o ingrediente deshidratado puede competir en
precio, sabor, olor y apariencia con el producto fresco o con los procesados
mediante otras técnicas. Se puede reconstituir facilmente, retiene los valores
nutritivos y presenta una optima estabilidad en el almacenamiento. Sin
embargo, las propiedades y la estructura del alimento deshidratado
dependeran en gran medida del tipo de deshidrataciéon empleada, de los
efectos de las variables del proceso (temperatura, tiempo, velocidad) y de la
estructura original del material fresco. Ademads, los productos deshidratados
presentan unas propiedades excelentes de rehidratacion que conducen
después de la coccién a texturas deseadas, repercutiendo en la preservaciéon
de la integridad celular y en wuna hidrataciéon uniforme a nivel
microestructural (Aguilera y col., 2003).

Sin embargo, algunos estudios muestran cémo la deshidratacién en
alimentos frescos produce un deterioro en la calidad de los productos
deshidratados: endurecimiento, reducciéon de tamafio y alteracion del color y
la textura. Con frecuencia estos cambios ocurren sélo en determinados
productos, afectando en mayor o menor grado, dependiendo de la
composicién del mismo y de la severidad del método de deshidratacion
utilizado. El empleo de altas temperaturas y tiempos de deshidratacion
prolongados, puede causar efectos negativos en los pardmetros de calidad,
tales como en el color y la textura (Migliori y col., 2005).

El oscurecimiento que presentan los alimentos deshidratados en algunas
ocasiones puede deberse a oxidaciones enziméticas, por lo que se recomienda
inactivar las enzimas mediante tratamientos previos de pasterizacién, coccién
o escaldado. El oscurecimiento también puede deberse a reacciones no

enzimaticas, que se aceleran cuando los alimentos se someten a altas
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temperaturas y el alimento posee elevada concentracién de grupos reactivos
(Belitz y Grosh, 2006).

Otra consecuencia de la deshidratacién de alimentos es la dificultad en la
rehidratacién. Las causas son de origen fisico y quimico, teniendo en cuenta
por una parte la contraccién y la distorsion de las células y los capilares y por
otra, la desnaturalizacién de las proteinas ocasionada por el calor y la
concentracién de sales. En estas condiciones, las proteinas de las paredes
celulares no podran absorber tan facil de nuevo el agua, perdiendo asi la
turgencia y alterando la textura que caracteriza a un determinado alimento.
La pérdida parcial de componentes voldtiles y de sabor es otro efecto
negativo de la deshidratacién. Por ello, algunos métodos atrapan y
condensan los vapores producidos al desecar y los devuelven al producto
deshidratado. Otras técnicas agregan esencias y saborizantes que derivan de
otras fuentes, o bien agregan gomas u otros compuestos que reducen las
pérdidas de sabor y aroma. Sin embargo, los poros existentes en las matrices
de alimentos deshidratados son una interesante estructura funcional para el
desarrollo de productos. Estos pueden ofrecer texturas deseables durante la
masticacion, actuar como portadores de nutrientes y comportarse como
enlace para los aromas y su liberacién controlada (Aguilera y col., 2003).
Asimismo, en ocasiones la técnica de deshidratacion se combina con la de
microondas logrando asi productos con una mejor calidad sensorial (Gowen

y col., 2006).

4.2. Importancia de la estructura de los alimentos deshidratados

La deshidratacion es una operacién donde el principal objetivo es eliminar el
agua de un material para obtener un producto con una mayor vida til. Sin
embargo, la deshidrataciéon no deberia verse s6lo como una operacién
unitaria, sino también como un potente método para producir estructuras
alimentarias tnicas a partir de material fresco (Aguilera y col., 2003). Por ello,
el estudio de las transformaciones de las estructuras de los componentes
alimentarios durante el procesado, seria un importante avance para la

comprensién y aplicacién de alimentos deshidratados. Asi, la informacién

71



Antecedentes

microestructural podria se utilizada para la comprensién de los mecanismos
de transporte durante la deshidratacién y evaluar la funcionabilidad de los
productos acabados.

Existen nuevos métodos disponibles para investigar acerca de la
miscroestructura de los alimentos, tales como la microscopia electrénica de
barrido (SEM, scanning electron microscopy), resonancia magnética de
imagen o la microscopia de fuerza atémica. Alguna de estas técnicas ofrece
la posibilidad de mostrar una representacion simultinea de anélisis
quimicos, térmicos o mecanicos, en condiciones simuladas o en condiciones
actuales (Aguilera y Stanley, 1999; Bijnen y col., 2002).

Uno de los métodos anteriormente citados y aplicados en la realizacién de
esta Tesis, es la microscopia electrénica de barrido, que usa electrones en
lugar de luz para formar una imagen, permitiendo la observacion y
caracterizacion superficial de materiales inorganicos y orgéanicos, facilitando
asi informacién sobre la morfologia superficial del material analizado. Tiene
una gran profundidad de campo, lo cual permite que se enfoque una gran
parte de la muestra, a la vez que reproduce imagenes de alta resolucién. A
partir de él se producen distintos tipos de sefial que se generan desde la
muestra y se utilizan para examinar muchas de sus caracteristicas. Con él se
pueden realizar estudios de los aspectos morfolégicos de zonas
microscopicas de diversos materiales, ademéas del procesamiento y anédlisis
de las imagenes obtenidas. El estudio de la estructura del almidén mediante
SEM, ayuda a comprender la disposicién y organizacién de los granulos de
almidén junto a las proteinas en la matriz de harinas de leguminosas, asi
como proporcionar informacién complementaria de las determinaciones

fisico-quimicas (Sreerama y col., 2008).

4.3. Aplicaciones

El empleo de la técnica de deshidratacién en la industria alimentaria se aplica
a una amplia variedad de productos en distintos sectores, debido
principalmente a las ventajas que ofrece como método de conservacién.

Aunque también, recientemente, las industrias farmacetuticas y
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biotecnolégicas han mostrado interés en la conservaciéon de biomoléculas

activas dentro de matrices deshidratadas para lograr una mejor estabilidad y

transporte en el cuerpo humano. En general, la deshidrataciéon es un proceso

donde se producen importantes cambios a nivel estructural, fisico y sensorial,

y que presenta la ventaja de poder ser aplicado a una gran multitud de

alimentos, obteniendo productos con una amplia variedad de aplicaciones.

v' La leche y los derivados lacteos son tal vez los ingredientes mas
mencionados a la hora de referirse a los productos deshidratados (Lee y
Morr, 1994). Asi mencionar el queso en polvo comtnmente usado en este
tipo de alimentos, que suele contener suero, sélidos de la leche, aceite
vegetal hidrogenado o maltodextrina. En la industria del helado, los
ingredientes lacteos en polvo tienen una contribucién muy destacada.

v Por otro lado, el tomate en polvo, deshidratado mediante atomizacién, y
las hojuelas de tomate, presentan unas caracteristicas muy apropiadas
para ser incorporadas como ingrediente siempre disponible con sabor
suave de tomate, aportando un color agradable en mezclas sazonadoras
o como parte de formulaciones para salsas, sopas y bebidas (Heredia y
col., 2007). La deshidrataciéon es una tecnologia que ya es tradicional
aplicarla a los conocidos tomates secados al sol (“sun-drying”), que se
caracterizan por su bajo contenido en humedad (entre 12 y 24%). Una
vez hidratados muestran unas atractivas propiedades sensoriales (Souza
y col., 2007).

v Entre los ingredientes en polvo mds usados también esta el ajo (Sharma y
Prasad, 2001). Cada diente es procesado y secado obteniendo un
producto con un contenido de humedad del 7%. El proceso de
deshidratacion se efectiia en banda transportadora continua que lleva el
producto por varias etapas con temperaturas variadas; la circulacién de
aire y los tiempos de proceso, dependen de la variedad del ajo y las
posteriores aplicaciones en la industria alimentaria. Después de la
deshidratacién, el ajo laminado es molido y separado por tamafio de
particula, que van desde ajo en polvo, granulado, en hojuelas, o ajo

laminado. El producto aglomerado en polvo también se encuentra
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disponible en el mercado, al cual se le adiciona calcio en forma de
estearato para que el polvo fluya facilmente.

Asimismo, existen otras hortalizas como cebolla, apio y perejil donde el
proceso de deshidrataciéon se aplica principalmente para obtener el
alimento deshidratado o bien se emplean como aditivos saborizantes que
se afiaden a platos procesados, sopas o en la elaboraciéon de productos
enlatados (Tsamo y col., 2005; Rapusas y Driscoll, 1995).

Las legumbres, debido a su gran interés nutritivo como fuente de
proteina, carbohidratos, minerales y vitaminas, presentan un perfil muy
atractivo para ser deshidratadas y obtener asi harinas de leguminosas
que pueden ser afiadidas como ingredientes funcionales en la
elaboracion de sopas, purés o productos de reposteria, o bien ser
destinadas a determinados sectores de la poblacién que padecen ciertas
patologias (trastornos gastrointestinales, ancianos, enfermos de
Alzheimer, celiacos...).

¢ Por otro lado, cabe destacar el papel que representa la harina de
garbanzos en la India u otros paises de Oriente, donde se esta
estableciendo como un producto habitual en la alimentacién, no
s6lo por su riqueza nutricional, sino también porque constituye
un sustituto de la harina de trigo para los enfermos celiacos,
dado que la harina de garbanzos no contiene gluten. A partir de
esta harina se elaboran platos muy conocidos en la India como
las pakoras (especie de bufiuelos fritos realizados con una
mezcla de pollo y otras verduras), o bien se usan para enharinar
y dar consistencia a empanadillas. En Argentina, es muy famosa
la faind, que contiene harina de garbanzo aderezado con aceite
de oliva, pimienta y sal.

e La adicién de harinas de leguminosas junto con una base de
trigo en la elaboracion de pan, tartas o tortillas de trigo, son
otras de las aplicaciones novedosas en las que las legumbres
estin teniendo un papel importante. Cabe mencionar la

elaboracién de pan a partir de harinas de habas, soja o guisante,
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consiguiendo una mejora en las caracteristicas organolépticas,
color, sabor y olor, conservdndose fresco durante mas tiempo
(Moros, 2006). Asimismo, la harina de garbanzo resulta
imprescindible para obtener las tortitas de camarones, en cuya
realizacién se llega a emplear hasta un 50% del total de harina
empleada junto al trigo.

¢ Recientemente, se estdn desarrollando en nuestro pais productos
como refrescos elaborados con alubias, pasteles con harina de
garbanzo o aperitivos elaborados a partir de harinas de lentejas
y garbanzos o judias, con el fin de incorporar las legumbres a la
dieta moderna, haciéndolas atractivas al consumidor con estos
nuevos productos (Han y col, 2009). Resultan productos
alimenticios muy saludables por presentar un alto contenido en
fibra, carbohidratos de asimilacién lenta y proteinas, que en el
mercado serfan una alternativa muy buena a todos los
productos hechos con harina de maiz. Con productos como
estos los cientificos tratan de reincorporar las legumbres en la
dieta diaria, de manera tal que se puedan eliminar los
problemas de obesidad en los paises ricos y los de desnutriciéon

en el mundo en vias de desarrollo.
A continuacién se muestran algunos de los estudios més relevantes

realizados con harinas de leguminosas y sus aplicaciones en la industria

alimentaria.
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Utilizacién de harinas de garbanzo
en la elaboracion de tartas

v" Objetivo: Mejorar el valor nutritivo
de productos de reposteria
empleando harinas de leguminosas,
debido al aporte de aminoacidos
esenciales y al rico contenido en fibra
que presentan los garbanzos.

v Resultados: Tartas con un menor
volumen, una textura mas firme,
gomosa y menos cohesiva, con el
consiguiente enriquecimiento
proteico, si lo comparamos con tartas
elaboradas a partir de harina de trigo.
% Gomez v col., 2008

Efectos de la adicion de harinas de
judias sobre tortillas de trigo

v Objetivo: Evaluar los cambios
producidos sobre las propiedades
fisicas y nutricionales de tortillas de
trigo al incluir harinas de judias en su
elaboracién.

v Resultados: Tortillas con aceptables
parametros de textura y color; con una
mejora en su perfil nutricional a causa
de wun aumento de proteinas,
compuestos fendlicos y actividad
antioxidante respecto a las tortillas
elaboradas exclusivamente con trigo.
“* Antén v col.. 2008

Uso alternativo de las harinas de

garbanzo en la elaboracién de pan

v Objetivo: Obtener un producto
enriquecido con harina de garbanzo y
evaluar los cambios producidos en la
composicién quimica del pan.

v’ Resultados: La adicién de harina de
garbanzo provoca un aumento de la
fibra alimentaria, de la proteina, y del
contenido de almidén resistente,
dando lugar a un producto con un
bajo indice glucémico, idéneo para la
mejora del control de glucosa en
personas diabéticas.

« Utrilla-Coello y col., 2007

Posibles métodos de reduccion de la
presencia de acrilamida en alimentos

v Objetivo: Reducir el contenido de
acrilamida en patatas fritas, dada su
actividad mutagénica y carcinogénica
en seres vivos.

¥ Resultados: Al rebozar en harinas
de garbanzo las patatas antes de ser
procesadas, se consiguen notables
reducciones en el contenido de
acrilamida debido a la formacién de
complejos  almidén-proteina,  que
disminuyen la disponibilidad de los
aztcares implicados en la reaccién de
Maillard y por lo tanto implicados en
la sintesis de acrilamida.

< Vattem y Shetty, 2003

Fortificacion de pasta a partir de

harinas de guisante y judia

v Objetivo: Estudiar como afecta la
adiciéon de harinas de guisante y judia
en altas proporciones y la temperatura
del proceso en la elaboracién de pasta,
desde un punto de vista nutricional y
sensorial.

v Resultados: La pasta resultante
elaborada con harina de leguminosas
(35% del contenido de la harina total)
que fue sometida a altas temperaturas
de deshidratacién, obtuvo una mayor
dureza, cohesiéon y elasticidad
respecto a la pasta sometida a bajas
temperaturas de deshidratacion.

« Petitot v col., 2009

Evaluacién nutricional y sensorial de

aperitivos preparados con harina de
soia

v Objetivo: Determinar la
composicién nutricional y realizar un
andlisis sensorial a snacks dulces y

salados elaborados con distinto
contenido de harina de soja.
v Resultados: Snacks con mayor

contenido proteico, graso y de cenizas
con menor presencia de
carbohidratos. La calidad sensorial de
los snaks elaborados con una
proporcién del 20-40% de harina de
soja respecto a la harina total, no se
vio afectada.
« Senthil y col., 2002
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Adicién de harinas de garbanzo a

espaguetis elaborados a partir de
amaranto

v Objetivo: Conseguir una mejora en
la calidad nutricional y en las
caracteristicas tecnoldgicas de la pasta,
adicionando harinas de leguminosas
en la elaboracion de espaguetis.

v Resultados: Se obtienen espaguetis
con una mayor resistencia a la coccion
y menos pegajosos debido al elevado
contenido de proteinas que presentan
los garbanzos, ademds de una menor
susceptibilidad a la rotura. Los valores
de adhesividad y firmeza son
similares a los obtenidos en la pasta
elaborada sélo con amaranto.

< Chillo vy col., 2008

Elaboracion de galletas enriquecidas

con harinas de alholva

v Objetivo: Evaluar las caracteristicas
fisicas, quimicas y sensoriales de
galletas enriquecidas con harinas de
alholva crudas y sometidas a un
proceso de remojo o germinacion.

v Resultados: La incorporacién del
10% de harinas de alholva es la
proporcién idénea en la formulaciéon
de galletas para lograr una mayor
calidad. Las galletas que contenfan un
10% de alholvas germinadas fueron
las que mostraron mejores
caracteristicas fisicas, sensoriales y
nutricionales.

+ Hooda y Jood, 2005

Desarrollo de crackers sin gluten a

partir de harinas de leguminosas

v" Objetivo: Desarrollar productos sin
gluten con una base de legumbres
(garbanzo, lenteja, guisante o judia)
para potenciar asi su gran perfil
nutricional.

v Resultados: Se obtienen crackers
con buen color y aroma y una textura
crujiente, siendo la harina de garbanzo
la que exhibe caracteristicas fisicas y
nutricionales mas similares a los
presentes en el mercado, cuyo
contenido en hierro es superior al de
los productos ya existentes.

“ Hany col., 2009

Obtencion de donuts elaborados a

partir de harina de almorta

v Objetivo: Conseguir donuts con
alto contenido de harina de almorta
con el consiguiente enriquecimiento
nutricional.

v Resultados: Donuts elaborados con
un contenido de harina de almorta de
15g/100  presentan  propiedades
sensoriales muy similares a los
elaborados tnicamente con harina de
trigo. Asimismo, se obtienen donuts
con un mayor contenido de proteina,
lisina y una mejor digestibilidad
proteica.

< Rehman v col., 2007

Obtencion de plasticos

biodegradables a partir de harinas y
aislados proteicos de garbanzo

v Objetivo: Desarrollar un material
plastico biodegradable, no toxico
realizado a partir de harinas o aislados
proteicos de garbanzo como fuente
alternativa a harinas de soja.

v Resultados: Los plésticos realizados
a partir de aislados proteicos de
garbanzos muestran las mejores
propiedades mecédnicas y la menor
absorcién de agua si las comparamos
con las harinas de garbanzo y los
aislados y harinas de soja. Este hecho
sugiere un nuevo avance en la
produccién de materiales plasticos.

% Salmoral y col., 2000
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5. PAPEL DE LAS PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES EN
HARINAS DE LEGUMINOSAS

Las propiedades tecno-funcionales han adquirido una gran importancia debido al
incremento en el uso de harinas de leguminosas en el desarrollo de formulaciones
alimentarias. No cabe duda que las caracteristicas tecno-funcionales proporcionan
una serie de datos relevantes en la formulaciéon de alimentos, que pueden ser
utilizados como guia en el desarrollo de productos, especialmente en harinas mixtas
de trigo-leguminosas, donde las proteinas se utilizan como principales ingredientes
funcionales. No obstante, estas caracteristicas vienen determinadas no sélo por el
contenido de proteinas en las harinas, sino también por el contenido de
carbohidratos complejos y otros componentes de la fibra alimentaria como son las
pectinas y hemicelulosas. Actualmente, los alimentos funcionales estdn adquiriendo
suma importancia y han atraido la atencion de no sélo de fabricantes y
comercializadores de alimentos, sino también de los consumidores (Reilly, 1994). En
este sentido, los investigadores han enfatizado la expansién de la utilizacién de las

leguminosas en forma de harinas como ingredientes funcionales.

5.1. Definicién

Las propiedades tecno-funcionales son propiedades fisico-quimicas que
proporcionan informacién sobre cémo un ingrediente (componente) en particular
(proteina, carbohidrato) podria comportarse en una matriz alimentaria. Dichas
propiedades se establecen por la composicion y estructura molecular de los
componentes individuales y de las interacciones que se establecen entre ellos
(Kinsella, 1976).

Recientemente existe una gran diversidad de alimentos en el mercado, lo que
conlleva a ampliar el marco de eleccién por parte de los consumidores, provocando
el crecimiento selectivo de industrias en funcion de los ingredientes que puedan
proporcionar unas excelentes propiedades funcionales y nutricionales al alimento

que se comercializa.
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5.2. Propiedades tecno-funcionales en alimentos sin procesar

Entre las propiedades tecno-funcionales destacan aquéllas que estan relacionadas
con el agua, ya que desarrollan un papel importante en los principales cambios que
tienen lugar durante el procesado de alimentos. Por lo tanto, se puede decir que las
propiedades de hidratacién, entre las que destacan la capacidad de absorciéon de
agua y la capacidad de retencion de agua, influyen directamente en las
caracteristicas que conforman la matriz del alimento (McWatters, 1983).

La capacidad de absorcion de agua se define como la cantidad de agua que
permanece unida al material hidratado tras la aplicacion de una fuerza externa. Esta
propiedad es de suma importancia en el caso de las legumbres y estd directamente
relacionada con las caracteristicas de coccién, por lo que resulta imprescindible para
determinar el comportamiento del alimento durante el procesado térmico, ya que
ayuda a la separaciéon de las células en los cotiledones de las leguminosas. Esta
caracteristica también se aplica para mantener la textura suave de productos
elaborados con harinas de mezclas cereal-leguminosa. Por otra parte, la
funcionabilidad de las proteinas puede tener un papel relevante a la hora de
mantener la humedad de los alimentos, asi como en productos de panaderia. La
propiedad de absorcion de agua es deseable en alimentos como natillas y masa de
reposteria, por su capacidad de embeber agua sin disolver las proteinas (Seena y
Sridhar, 2005). Ademads, esta propiedad influye en la textura de los productos
carnicos confiriendo consistencia, viscosidad y mayores propiedades de adhesion,
por lo que las harinas de leguminosas podrian ser utilizadas también en la
formulacién de este tipo de productos, como salchichas o analogos de carne
(Granito y col., 2007).

También cabe destacar la capacidad de retencién de agua, que se define como la
habilidad del material htimedo para retener agua cuando el material ha sido
sometido a fuerzas centrifugas externas o de compresion; por tanto, es la suma del
agua enlazada, agua hidrodindmica y agua atrapada fisicamente, siendo esta dltima
la que mayor contribucién aporta a esta capacidad. En esta propiedad las proteinas
son las principales responsables de los incrementos o reducciones que experimenta
la capacidad retencién de agua en alimentos (Hulton y Campbell, 1981). Por lo

tanto, dicha capacidad va a influir en la textura de productos carnicos, como
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salchichas o andlogos de carne, donde las proteinas son capaces de retener agua sin
disolverse, debido a la insuficiente cantidad de agua, proporcionando propiedades
de consistencia, adhesién y viscosidad. Asimismo, el empleo de harinas de soja
como ingrediente en la elaboracién de galletas, va a conferir una mejora en el
contenido de humedad y una suavidad de la textura debido a las caracteristicas de
retencién de agua que proporciona esta legumbre.

Respecto a la fraccion lipidica de las leguminosas, se sabe que la proporcién en la
que se encuentra es baja si la comparamos con otros alimentos, sin embargo la
capacidad de retencion de aceite va a ser determinante en la elaboracion y
almacenamiento de alimentos fritos, debido al papel que desempena en el
desarrollo del poder oxidativo y en el de enranciamiento. Bésicamente el
mecanismo de esta propiedad se debe a la retencién fisica del aceite por atraccion
capilar (Kinsella, 1976). La capacidad de retencién de aceite es deseable para la
elaboracion de carne picada, para la conservacién de aromas, para conseguir una
mejora de la palatabilidad y para incrementar la vida media de productos de
reposteria, donuts, panqueques, bolleria, asi como productos carnicos, y sopas
(Chel-Guerrero y col.,, 2002). Ademas, el caracter hidrofébico de las proteinas
también juega un papel importante en la absorcion de grasa (Voutsinas y Nakai,
1983). Dzudy y Hardy (1996) sugieren que las harinas preparadas con judias
podrian ser utilizadas como ingredientes en la preparaciéon de salchichas.
Asimismo, Wolf (1970) argumenta que estas propiedades permiten a los panaderos
afiadir mas agua a la masa, mejorando asi la manipulacién y una mayor vida atil
del pan.

Como fraccién mayoritaria en las leguminosas cabe destacar el almidén, el cual es el
principal responsable de la contribucién energética, de las propiedades
organolépticas y de los cambios que experimentan determinadas propiedades
tecno-funcionales como son la densidad aparente, la capacidad de hinchamiento, y
de gelificacién (en esta tltima es responsable junto a las proteinas). Entre las
principales funciones del almidén en las propiedades tecno-funcionales destacan la
de agente aglutinante, agente humectante, agente gelificante, agente texturizante y
agente reductor de grasa, con numerosas aplicaciones tanto en la industria

alimentaria como fuera de ella (Mauro, 1996).
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La fracciéon amildcea, especificamente la amilopectina, esta intimamente relacionada
con la capacidad de hinchamiento, la cual se define como la relacién entre el peso
hiimero del gel sedimentado y su peso en seco. Los patrones de viscosidad del
almidén son establecidos a partir de la capacidad de hinchamiento de los granulos
de almidén y de la resistencia de los granulos hinchados a ser disueltos por calor o
fragmentados debido a fuerzas de cizalla. Generalmente el almidén de las
legumbres es mds viscoso que otros pertenecientes a cereales, lo que indica que el
almidén de las harinas de leguminosas presenta una mayor resistencia al
hinchamiento y a la ruptura. La capacidad de hinchamiento también podria ser
atribuida a las pequefias cantidades de carbohidratos, principalmente de almidén y
a las uniones del agua con las proteinas solubles. Esta propiedad es muy importante
en la elaboracién de fideos chinos (“noodles”) transparentes a partir de almidones
de leguminosas, los cuales estan empezando a ser muy populares en Oriente (Singh
y col., 1989).

La capacidad de gelificacion representa la minima concentraciéon a la que una
harina alcanza la maxima gelificacion. Se trata de una propiedad esencial en la
elaboracion y aceptacion de diversos alimentos, incluyendo vegetales y otros
productos (Prinyawiwatkul y col.,, 1997). La capacidad de gelificaciéon de las
legumbres parece ser funcién de la naturaleza y tipo de almidén y proteina que
constituyen el alimento, e incluso de los posibles complejos proteina-polisacarido
que pueden llegar a formar (Tolstoguzov, 1986). Asimismo, la concentraciéon
minima requerida para la formaciéon de un gel en harinas estd influenciada por una
competicion fisica por el agua entre la gelificacion de la proteina y la gelatinizacién
del almidén. Turgeon y Beaulieu (2001) han demostrado la mejora en la textura del
gel de proteina con la adiciéon de carbohidratos debido a la disminucién de la
afinidad termodindmica de las proteinas por la solucién acuosa, lo que aumenta la
interaccién entre proteinas. La capacidad que tienen las harinas de leguminosas
para formar geles es muy apropiada en la elaboracién de alimentos viscosos tales
como salsas procedentes de carnes asadas, sopas, productos de reposterfa; sin
embargo esta propiedad no es muy deseada en la elaboracién de crepes, donde la

capacidad espumante resultaria esencial (Padmashree y col., 1987). Ademas la
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gelificacion especifica de la proteina es muy importante en la preparaciéon de pudin,
mermeladas y salsas que requieran cuerpo y una textura tipo gel.

En lo que se refiere a la capacidad espumante, dicha propiedad hace referencia a la
capacidad que tienen las proteinas de formar capas estables rodeando las gotitas de
gas en una fase liquida (Rangel y col., 2003). Las proteinas con una buena capacidad
de formar espumas deberian ser solubles en la fase acuosa, difundir y concentrarse
en la fase aire-agua, extenderse parcialmente para formar capas cohesivas alrededor
de las burbujas de gas y poseer una viscosidad y fuerza mecanica suficiente para
prevenir la ruptura y coalescencia de las gotas (Kinsella, 1979). Sin embargo,
Diwakar y col. (1996) afirman que esta propiedad depende exclusivamente de la
configuracién de las moléculas de proteina. Las proteinas flexibles facilitan una
buena capacidad de formar espumas, mientras que las moléculas globulares
proporcionan una baja capacidad espumante porque éstas no son capaces de
reducir la tensién superficial de la interfase aire-agua. En este sentido varios autores
han sugerido una relacién directa entre la capacidad espumante y la solubilidad del
nitrégeno de las harinas de leguminosas (Narahana y Narasinga-Rao, 1982). La
capacidad de formar espumas en las harinas de legumbres es una caracteristica
deseable para la producciéon de algunos alimentos tradicionales, tales como los
productos de reposteria (Singh, 2001).

En relacion a la capacidad emulsionante, esta propiedad mide la capacidad de las
proteinas para formar una dispersiéon de una fase oleosa en un medio acuoso
(Dagorn-Scaviner y col., 1987). Las caracteristicas de emulsion de las proteinas
contribuyen en gran medida a la funcionabilidad de los alimentos.

Son varios los factores que afectan a la capacidad emulsionante, tales como pH,
tamarfio de gota, carga neta, tension interfacial, viscosidad y la conformacion de la
proteina. Se ha observado que los elevados valores de capacidad emulsionante que
poseen algunas proteinas de leguminosas pueden ser debidas a la naturaleza
globular que presentan (Sathe y col., 1982) o bien estar directamente relacionadas
con la mayor o menor solubilidad que muestran en el alimento (Chau y col., 1998).
Respecto a esta ultima afirmacion se aprecia que la influencia de la solubilidad
sobre la capacidad emulsionante es mas de caracter cualitativo que cuantitativo

(Prinyawiwatkul y col., 1997). Asimismo, existe en la literatura articulos donde se
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atribuye no s6lo a las proteinas la capacidad de formar emulsiones, sino que
argumentan que otros componentes de naturaleza no proteica como los
carbohidratos también contribuyen sustancialmente a las propiedades de emulsion,
como es el caso de las fracciones de fibra alimentaria que se encuentran presentes en
el alimento (Betancur-Ancona y col., 2004). Por lo tanto, las proteinas procedentes
de leguminosas que posean una buena capacidad de formar emulsiones podran ser
utilizadas en la fabricacién alimentos tales como mahonesa, salchichas y aderezos.

Aunque el papel que desarrolla el contenido proteico ha sido mencionado en alguna
de las propiedades tecno-funcionales de hidratacién anteriormente descritas, no
cabe duda que las propiedades de gelificacién, asi como las propiedades
espumantes y emulsionantes son las que se van a ver mas afectadas por la
composicién, naturaleza y solubilidad de las proteinas de leguminosas (Sathe y
Salunkhe, 1981). El papel que ejercen las proteinas en las propiedades tecno-

funcionales de las leguminosas estd resumido en la Tabla 12.

Tabla 12. Propiedades tecno-funcionales de las proteinas y sus aplicaciones en diversos
alimentos.

Propiedad Aplicacion

Emulsificacion Salsa para ensaladas, carnes

Hidratacion Masas, carnes

Viscosidad Bebidas, masas

Gelificacion Salchichas, postres

Espumante Tartas, ingrediente de cobertura
(“topping”)

Cohesion Masas

Propiedades de textura Productos texturizados, masas

Solubilidad Bebidas

Fuente: Sathe (2002).

Finalmente, la densidad aparente es la propiedad tecno-funcional que relaciona la

masa con el volumen ocupado por la harina, incluyendo el volumen de las
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particulas y los espacios disponibles entre las mismas. La densidad aparente de las
harinas de leguminosas juega un papel importante en la formulacion de alimentos
infantiles (Malleshi y col., 1989) y cabe esperar que las harinas funcionales con
menores valores de densidad aparente sean mas adecuadas para este tipo de
formulaciones. La principal repercusién que esta propiedad presenta en las harinas
leguminosas se refleja en el transporte de las mismas, puesto que las harinas que
exhiban una mayor densidad aparente mostrardn un menor volumen, lo que

supondra una mejora en su uso y manejo (Dzudie y Hardy, 1996).

5.3. Efectos del procesamiento de harinas de leguminosas en las

propiedades tecno-funcionales

Existen distintos procesamientos que alteran en mayor o menor medida las
propiedades tecno-funcionales provocando cambios fisicos, quimicos 'y
estructurales en la composicion de las harinas de leguminosas.

Una de las fracciones que se ve afectada en mayor medida por el proceso térmico es
la fraccién amilécea, produciéndose la gelatinizaciéon del almidén, lo que conlleva a
una pérdida irreversible de la estructura cristalina de los granulos, un incremento
en el tamafio de los mismos (probablemente no uniforme), un incremento de la
viscosidad, etc... (Ring y col., 1988). Estos cambios se van a ver reflejados en las
propiedades de absorcién de agua, densidad aparente, hinchamiento y gelificacién
(ésta ultima también se ve afectada por los cambios producidos en las proteinas).
Los cambios que se producen en las moléculas de las proteinas, debidos a los
procesamientos térmicos dan lugar a modificaciones en ciertas propiedades
funcionales, como son la capacidad de retencién de agua y aceite, espumante, de
emulsién y gelificacion.

La absorcién de agua durante la coccién depende principalmente de los granulos
de almidén, los cuales estan unidos por puentes de hidrégeno en forma de paquetes
cristalinos, llamados micelas (Dzudie y Hardy, 1996). Cuando las suspensiones de
los granulos de almidén son calentados, estas estructuras se hidratan y provocaran

un aumento de la absorcién de agua por parte de las harinas de leguminosas.
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Respecto a la densidad aparente se trata de una propiedad sensible a tratamientos
tecnolégicos como es el tratamiento térmico, fermentacién o germinacién, debido
probablemente a las modificaciones estructurales que experimentan los granulos de
almidén durante el procesado. Por lo tanto, cabe esperar que la coccién de las
harinas tenga una mayor densidad de estructura como consecuencia de la parcial o
completa gelatinizacién de los granulos de almidén (Njintang y col., 2006).

La capacidad de hinchamiento también es otra propiedad tecno-funcional que se va
a ver afectada por el tratamiento térmico, experimentando grandes incrementos
debido a la gelatinizacién del almidén, lo que provoca un mayor aumento de peso
del residuo cuando es expuesto a una fase acuosa. Ademas se ha observado que la
capacidad de hinchamiento aumenta linealmente con el calor de gelatinizacién y
desciende linealmente con el contenido de amilosa (Sasaki y Matsuki, 1998).

El procesado de las harinas va a tener cierta repercusién en las capacidades de
retencién de aceite y agua. Estos incrementos son como consecuencia de los
cambios en la concentracién y en la conformacién estructural de las proteinas.
Mientras que algunos autores relacionan el aumento en la capacidad de retencién
de agua con el mayor o menor contenido de proteinas en las harinas procesadas
(Hutton y Campbell, 1981), otros no encuentran dicha correlaciéon y justifican el
incremento observado por cambios conformacionales en las proteinas
(Prinyawiwatkul y col, 1997). Los efectos del tratamiento térmico sobre la
capacidad de retencién de aceite en harinas son menores que los acontecidos en la
capacidad de retencién de agua.

En lo que refiere a la capacidad espumante, se producen significantes reducciones
en dicha capacidad como consecuencia de la aplicaciéon de procesos térmicos
(Diwakar y col., 1996). Se ha observado que la solubilidad de las proteinas se ve
reducida por el tratamiento térmico debido al proceso de desnaturalizacién, lo que
provoca cierta disminucién en la capacidad espumante. Singh (2001) mostraba que
los cambios en las concentraciones de albtimina y globulina pueden estar
relacionados con el descenso en la capacidad espumante como consecuencia del

tratamiento térmico.
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Por otra parte, la capacidad emulsionante es una propiedad muy sensible al
tratamiento térmico, provocando marcadas reducciones en las harinas de
leguminosas procesadas (Singh, 2001). La aplicacién de calor afecta a la estructura
de las proteinas, las cuales exhiben numerosas cadenas polares, lo que aporta
cardcter hidrofilico y por lo tanto, afectando a su solubilidad y a las propiedades
emulsionantes. Respecto al proceso de deshidratacién podria causar una disociacién
de algunos componentes sensibles al calor (fosfolipidos, glicolipidos) y que podrian
afectar a la capacidad emulsionante (Singh, 2001).

Respecto a la capacidad de gelificacién tras un tratamiento térmico, experimenta
un ligero incremento como consecuencia de los cambios en la estructura de las
proteinas y el almidén, logrando un efecto sinérgico (Prinyawiwatkul y col., 1997).
Sin embargo otros autores como Singh (2001) argumentan que la habilidad de las
harinas de leguminosas tratadas térmicamente para formar pastas viscosas y geles
es debida principalmente al poder de gelificacién de las proteinas mas que a la
gelatinizacién del almidén. Por lo tanto las harinas de leguminosas tratadas

térmicamente tendrdn una mayor habilidad de gelificar que las harinas crudas.

5.4. Futuras dreas de investigacion

Como se desprende de la bibliografia, las legumbres exhiben propiedades tecno-
funcionales muy diversas segtin su especie, variedad, condiciones del cultivo y las
condiciones medioambientales en las que se cultivan. Actualmente se estan
realizando esfuerzos orientados a la evaluacién de variedades genéticas de
leguminosas con una mayor capacidad de adaptacién a determinadas propiedades
tecno-funcionales que podrian influir en la calidad global del producto final
(Adebowale y Lawal, 2004).

A pesar del creciente interés de los investigadores acerca de las propiedades tecno-
funcionales en los ultimos afios, existen todavia diversas &reas que necesitan un
estudio en mayor profundidad para entender el procesado y la utilizacién de las
harinas de leguminosas en las posibles aplicaciones en formulaciones alimentarias.
Existen abundantes investigaciones acerca de las propiedades tecno-funcionales de

legumbres especificas como son la soja y el cacahuete, sin embargo otras legumbres
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de gran consumo como son judias, lentejas y garbanzos, todavia no han sido
estudiadas exhaustivamente.

Por tanto, la identificaciéon y mejora de las propiedades tecno-funcionales
especificas de las harinas de leguminosas resulta esencial para determinar el uso

potencial de dichas harinas.
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Descripcion de las Muestras

IV. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Para la realizacién del presente trabajo se han utilizado los siguientes tipos de
leguminosas: garbanzos de las variedades Blanco Sinaloa y Castellano. También se
han empleado judias blancas variedad Cannellini y pintas variedad Pinta, asi como
lentejas variedad Pardina. Las muestras de legumbres, tanto crudas como
procesadas, fueron suministradas por gentileza de la empresa Agrotécnica S.L.

(Badajoz) (Figura 15.).

Lenteja Pardina

Judia Cannellini Judia Pinta

Figura 15. Muestras de legumbres objeto de estudio.

1. PREPARACION INICIAL DE LA MUESTRA

Se recibieron 5 kg de cada una de las legumbres crudas y procesadas, de los cuales
se hicieron tres replicados de 250 g cada uno. Las legumbres se limpiaron
cuidadosamente, retirdindose cualquier material extrafio. Las muestras crudas y
procesadas fueron liofilizadas (liofilizador Criodos, Telsta S.A.) durante 72 horas y

trituradas posteriormente por medio de un molinillo.
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Liofilizacion: Es un proceso utilizado para retirar el agua de una sustancia mediante
congelacién y posterior sublimacién a presion reducida del hielo formado, para dar
lugar a un material quebradizo o esponjoso que posteriormente sera molido con
facilidad. Es una técnica bastante costosa y lenta si se compara con los métodos
tradicionales de secado, pero da como resultado en productos de mayor calidad, ya
que al no emplear calor se evitan en gran medida las pérdidas nutricionales y
organolépticas.

Por otra parte, la liofilizacién como técnica analitica se aplica a todas las muestras
de legumbres, crudas, remojadas, cocidas y deshidratadas, permitiendo asi la
obtencién de un material seco, apto para ser analizado. La aplicaciéon de la
liofilizacién a las muestras cocidas permitird la comparaciéon de esta técnica de

eliminacién de agua con la de deshidratacién por calor.

Molienda y Tamizado: La molienda es una operacién unitaria donde se consigue la

pulverizacién y la dispersion del material sélido, lo que implica una reduccién del
tamafo de las particulas. La reduccioén se lleva a cabo dividiendo o fraccionando la
muestra por medios mecanicos hasta el tamafio deseado. Los métodos de reduccién
mas empleados en las maquinas de molienda son compresién, impacto, frotamiento
de cizalla y cortado. A pesar de implicar s6lo una transformacién fisica de la
materia sin alterar su naturaleza, es de suma importancia en diversos procesos de
transformacién de alimentos.

Una vez molidas las muestras se va a proceder a realizar un tamizado donde se
efectia la separacion de las particulas solidas segiin su tamafio. Las muestras
tamizadas serdn conservadas en frigorifico para su mejor conservacién, hasta su

posterior analisis.

2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Las leguminosas antes de su consumo deben ser sometidas a una serie de
tratamientos alimentarios y/o tecnolégicos, con objeto de mejorar su valor nutritivo.
Para ello, en la gastronomia tradicional podemos encontrar métodos sencillos de
elaboracién que ademds de hacerlas mas atractivas al gusto, eliminan sustancias

téxicas y factores antinutricionales para asi mejorar la palatabilidad y digestibilidad
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de las mismas, con el consiguiente aumento de la disponibilidad de los nutrientes
(Vidal-Valverde y col., 1994; Savage y col., 1995).

En este trabajo se han sometido las muestras a procesos de remojo, coccién y
deshidratacién industrial llevados a cabo en la empresa Agrotécnica, con el fin de
observar como afectan cada una de estas etapas a la composicién, biodisponibilidad
y estructura de cada uno de sus componentes (Esquema 2.).

Proceso de Remojo: Es una practica muy comun y efectiva para reducir o eliminar el

contenido de factores antinutritivos solubles como a-galactésidos (Vidal-Valverde y
col., 1992), acido fitico (Vidal-Valverde y col., 1998), taninos (Barampana y Simard,
1995) e inhibidores de tripsina (Marquez y Alonso, 1999). El empleo de esta técnica
supone la hidrataciéon de la semilla, con el consiguiente aumento en humedad y
disminucién porcentual del contenido en nutrientes debido a la difusion de los
componentes solubles hacia la solucién (principalmente carbohidratos y vitaminas
solubles). Los componentes de la semilla que ejercen mayor influencia en la
absorciéon de agua son las proteinas y algunos polisacédridos como almidén,
hemicelulosas y pectinas. Normalmente se utiliza el remojo como un paso previo a
otro tratamiento, como la coccién, con el fin de ablandar la semilla y facilitar su
cocinado.
Las muestras se mantienen en remojo en agua descalcificada (relacién 3:10 p/v),
durante 16 a 18 horas a temperatura ambiente en el caso de los garbanzos y judias, y
durante 1h 40 minutos a una temperatura de 60 °C para las lentejas; su valor en
peso se incrementa aproximadamente un 85%. Los aditivos afadidos son
bicarbonato sédico y cloruro sédico, los cuales disminuyen los tiempos de coccién
de las leguminosas ademadas de proporcionarles mejores propiedades sensoriales
(Varriano y De-Omana, 1979). Transcurrido ese tiempo, se separa el liquido de
remojo de las legumbres y se llevan a cabo los siguientes procesos:
I. Parte de las legumbres enteras que han sufrido el proceso de remojo se
introducen en el congelador para ser posteriormente liofilizadas y molidas
como se indica en la preparacién inicial de la muestra.

II. El material restante se someterd a un proceso de cocciéon en autoclave.
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Proceso de Coccién: El proceso de coccién es uno de los tratamientos mds antiguos
utilizados en el procesado de leguminosas. En funcién de la composicién quimica
de la semilla, factores genéticos, condiciones de almacenamiento, procesado previo
y tratamiento térmico utilizado, varia el grado de ablandamiento conseguido y el
tiempo de coccién (Kaur y Kapoor, 1990a) Andlogamente al proceso de remojo, la
coccién tiene un doble efecto: por un lado, favorece la eliminacién de factores
antinutritivos como fitohemaglutininas o lectinas, inhibidores de proteasas y de a-
amilasa, compuestos volatiles cianogénicos, lectinas y complejos del acido fitico
(Kaur y Kapoor, 1990b). Por otro lado, se produce una reduccién de la
disponibilidad de ciertos aminodcidos debido a que tiene lugar la reaccién de
Maillard, y se reduce el contenido vitaminico de leguminosas, especialmente al

eliminar los liquidos de coccién (Prodanov y col., 2004).

Las muestras que han sufrido un proceso de remojo previo se introducen en el
autoclave, permaneciendo a una temperatura de ebullicion durante 70 minutos los
garbanzos, 40 minutos las lentejas, 20 minutos las judias Cannellini y 15 minutos las
judias pintas, a una presiéon de 0,3 kg/cm?. La ebullicién debe ser muy suave para
que la legumbre se haga igual por todas partes. Se dard por terminada cuando toda
la semilla tenga la misma textura, tanto por fuera como por dentro. El liquido de
coccidn serd separado y se llevaran a cabo los siguientes procesos:

I. Parte de las legumbres cocidas se introducen en el congelador y se

procedera como se indica en la preparacién inicial de la muestra.

II. El material restante se someterd a un proceso de deshidratacion.

Proceso de Enfriamiento: Una vez realizado el tratamiento térmico, las legumbres son
enfriadas con agua descalcificada, para aumentar su fluidez y evitar que las semillas
se peguen. A continuacién pasaran por una cinta transportadora, donde estdn

dispuestas unas duchas con agua de la red.

Proceso de Deshidratacion: Existen varios métodos de conservacion de alimentos,

entre ellos la deshidratacion, que utilizan el calor para conseguir eliminar el agua

que contienen algunos alimentos. Esta eliminacion de agua puede ser casi completa
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y se busca prevenir al maximo los cambios en el alimento, a fin de lograr, después
de su reconstitucién con agua, productos lo mdas parecidos a los alimentos
originarios. Ademas de los fines de la conservacién, la deshidratacién se realiza
para disminuir el peso y el volumen de los alimentos. El peso se puede llegar a
reducir hasta ocho veces su peso original. Esto resulta evidentemente un ahorro en

el coste del transporte y del envasado.

Después de las duchas, las muestras pasan al ttnel de secado, donde son
deshidratadas a una temperatura de 60-85° C. Alli permanecen durante 14 horas; la
deshidratacién debe hacerse muy lentamente (velocidad del aire aprox. 1,2 m/s)
para evitar el efecto mariposa (apertura de la semilla). A continuacién, las muestras
seran enfriadas en congelador (-20 °C) hasta su preparacién como se indica en la

preparacion inicial de la muestra.

En el Esquema 2 se representa un diagrama de flujo del procesamiento de

deshidratacién al que las muestras han sido sometidas.
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LEGUMBRES

Autoclave

Tunel Secado

Remojo

(R)

Coccion
(R+C)

eshidratacion
(R+C+D)

A

i
LEGUMBRES

CRUDAS

Condiciones del proceso:

l

LEGUMBRES
REMOJADAS

l

LEGUMBRES

COCIDAS

LEGUMBRES
DESHIDRATADAS

Garbanzo Sinaloa

t=16-18 h
T2 = amb

t =70 min
T2 =100 °C

t =60-85 °C
T*=14h

Garbanzo Castellano
Lenteja Pardina

Judia Cannellini

t=16-18 h
2= amb

t =1h 40 min
2 = amb

t=16-18 h

T2 = amb

t =70 min
T2 =100 °C
t =40 min
T2 =100 °C
t =20 min
T2 =100 °C

t =60-85 °C

T*=14h

t =60-85°C
2=14h

t =60-85 °C

T*=14h

Judia Pinta

t=16-18 h
T2 = amb

t =15 min
T2 =100 °C

t =60-85°C
T*=14h

Esquema 2. Diagrama de flujo del procesamiento de las leguminosas objeto de estudio.
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CAPITULO 1: Estudio Inicial de Caracterizacion de las Harinas de Leguminosas

CAPITULO 1: ESTUDIO INICIAL DE CARACTERIZACION DE LAS
HARINAS DE LEGUMINOSAS

Interés del Estudio

Las caracteristicas fisicas y quimicas son factores importantes que afectan a la
calidad del procesado de las legumbres, a su valor nutritivo, y a una mayor o menor
aceptabilidad por parte del consumidor. Todos estos aspectos se ven afectados tanto
por factores intrinsecos (origen, variedad...) como por factores extrinsecos (tiempo,
humedad y temperatura de almacenamiento.

Por ello, resulta imprescindible desarrollar un estudio inicial del material que va a
ser tratado en los siguientes capitulos, para asi obtener unos resultados previos que
nos ayuden a justificar los posibles cambios que se produzcan como consecuencia

del tratamiento térmico de coccién y posterior deshidratacion.

Métodos Analiticos

Determinacion de las Caracteristicas Morfologicas

En la determinacién de las dimensiones de las diferentes legumbres, se seleccionan
al azar 25 unidades de cada tipo de leguminosa (garbanzos, lentejas y judias) y se
mide la longitud y el grosor con un calibre (Giami y Okwechime, 1993). También se
realiza una evaluacién del aspecto, para lo cual se toman 100 unidades al azar y se
clasifican en funcién de su aspecto fisico segin su tamafo (grande, mediano o

pequeno) y su color (marfil, tostado, pardo, crema).

Determinacién de las Caracteristicas Fisicas

Para determinar el peso de las semillas se eligen al azar 100 unidades de
leguminosas, se pesa el conjunto, y se expresa el resultado en gramos por 100
unidades (Giami y Okwechime, 1993). El volumen se calcula utilizando una probeta
con un volumen de agua determinado (100 mL), se introducen 100 unidades y se
observa el desplazamiento del agua, que corresponde al volumen de las legumbres,
expresandose el resultado en mL/legumbre. La densidad se calcula con los valores
de peso y de volumen, expresandose en g/mL (Phirke y col., 1982; Giami y
Okwechime, 1993).
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Determinacion de la Composicion Quimica

La composiciéon quimica de las harinas ha sido determinada segtin métodos oficiales
de la AOAC (1995), que engloba el analisis de humedad, cenizas, grasa y proteina.
La humedad se determiné mediante diferencia de peso antes y después del secado
de la muestra en estufa a 65 °C y presion atmosférica, hasta alcanzar peso constante
(método 934.01, AOAC). Las cenizas se calcularon por mineralizacién de las
muestras a una temperatura de 525 °C en un horno mufla durante 4 horas (método
942.05, AOAC). La extracciéon mediante Soxhlet fue empleada para la determinacién
de grasa (método 991.10, AOAC). La proteina se analizé usando un bloque digestor
Kjeldahl (método 32.1.22, AOAC). Se calcul6 la proteina a partir de los datos
obtenidos de nitrégeno multiplicando por el factor 6,25. Los carbohidratos totales se

determinaron por diferencia.

Andlisis Estadistico
En este trabajo, para el andlisis estadistico de los datos obtenidos
experimentalmente, se ha utilizado el andlisis de varianza de un factor, empleando
el Test de Duncan con un nivel de significacién del 5%, con el fin de conocer las
diferencia existentes entre distintas variedades de leguminosas y distintos
tratamientos, expresandolo de manera que grupos con letras distintas pueden
considerarse significativamente diferentes (Bender y col., 1989). Asimismo, también
se utiliz6 el andlisis de correlacién para conseguir una mayor comprensioén de los
resultados obtenidos. Los datos obtenidos de este andlisis aparecen acompafiados
de asteriscos, los cuales ofrecen informacién a cerca de la significacién de ambos
parametros. De esta forma la simbologia utilizada fue la siguiente:
* = significativo a nivel del 5%

** = significativo a nivel del 1%

*** = significativo a nivel del 0,1%

n.s = no significativo
El analisis estadistico se aplicara en cada una de las determinaciones desarrolladas a

lo largo de todos los capitulos.
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Resultados
Caracteristicas Morfolégicas

En la Tabla 13 (Tabla I, Anexo) se describen las caracteristicas morfolégicas de las
legumbres objeto de estudio, indicAndose el aspecto que presentan, asi como el
tamafio, color y dimensiones de las semillas.

El garbanzo Sinaloa es de tipo Kabuli, que se caracteriza por presentar color claro, y
aspecto redondeado y arrugado. Son caracteristicas morfolégicas propias de los
cultivos de regiones de América Central y América del Sur. El garbanzo Castellano,
también tipo Kabuli, presenta color mas amarillento, superficie bastante lisa y un
pico curvo muy caracteristico. Con una calidad muy aceptable, la produccién se
extiende por todas las zonas de produccion en Espafia, tanto en Andalucia como,
sobre todo, en la Meseta Central. Las lentejas Pardina de aspecto circular presentan
una cubierta de color marrén o pardo con ornamentacién basada en punteadura en
color negro, pudiendo tener en ocasiones un jaspeado también negro que puede
ocupar toda la cubierta. En cambio, las judias Cannellini y Pinta, de color crema y
marrén con manchas granate respectivamente, presentan forma arrifionada similar
para ambas variedades.

En general, cuando estas muestras son tratadas térmicamente se observan colores
mas oscuros en la cubierta de la semilla, como consecuencia de las reacciones
quimicas y enzimaticas que se producen en dichos procesos.

En cuanto a las dimensiones de las semillas de garbanzos, los valores de longitud,
anchura y grosor se muestran muy diferenciados dependiendo de la variedad
estudiada. Mientras que el garbanzo Sinaloa presenta una longitud media de 11,9
mm, una anchura de 11,5 mm y un grosor de 9 mm, el garbanzo Castellano exhibe
valores inferiores debido a su reducido tamafio. La lenteja Pardina presenta las
dimensiones menores entre las legumbres estudiadas con una longitud de 5,5 mm,
una anchura de 5,5 mm y un grosor de 2,5 mm. En el caso de las judias, también se
aprecian dimensiones distintas segtin variedades; mientras que las judias Cannellini
tienen una mayor longitud (15,3 mm) y anchura (8,3 mm), su grosor (3,0 mm) es

menor que el que presentan las alubias Pintas (4,5 mm).
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Tabla 13. Caracteristicas morfolégicas de las legumbres frescas.

Garbanzo Sinaloa

¢ Apariencia: garbanzo redondo irregular

eTamafo: medio

¢ Color : tostado claro

e Dimensiones (mm):11,9 (longitud) x 11,5 (anchura) x 9,0 (grosor)

Garbanzo Castellano

N\

¢ Apariencia: garbanzo redondo regular

e Tamafo: pequefio

e Color : tostado claro

¢ Dimensiones(mm): 6,5 (longitud) x 6,5 (anchura) x 5,5 (grosor)
Lenteja Pardina N

¢ Apariencia: lenteja de forma circular

e Tamafo: medio

e Color : pardo

Dimensiones(mm): 5,5 (longitud) x 5,5 (anchura) x 2,5 (grosor)

Judia Cannellini

e Apariencia: judia de forma arrifionada

e Tamafo: medio

e Color: crema

*Dimensiones (mm): 15,5 (longitud) x 8,5 (anchura) x 3,0 (grosor)

Judia Pinta

Apariencia: judia de forma arrifionada

e Tamaiio: medio

¢ Color: pardo

¢ Dimensiones(mm): 11,0 (longitud) x 7,5 (anchura) x 4,5 (grosor)

Caracteristicas Fisicas

En la Tabla 14 se muestran las principales caracteristicas fisicas de las leguminosas
estudiadas. En relacién al peso, se observa que el garbanzo Sinaloa es el que
presenta mayor valor, 68,6 g (peso de 100 semillas), en cambio el garbanzo
Castellano muestra un peso de 35,8 g acorde con su reducido tamafio. Las judias
Cannellini y Pinta, exhiben pesos similares (51,2-47,3 g), mientras que la lenteja

Pardina es la leguminosa que presenta el peso més pequefio 5,4 g.
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En cuanto al volumen, los resultados obtenidos muestran comportamientos
similares a los expuestos en relacién al peso. Esto conduce a que los valores de

densidad de las leguminosas objeto de estudio sean practicamente iguales (1,2-1,3

g/mL).

Tabla 14. Caracteristicas fisicas de las leguminosas frescas.

Legumbre Peso Volumen Densidad
(/100 unidades) (mL/100unidades) (g/mL)

Garbanzo Sinaloa 68,6 £0,9 50,0+0,3 1,3+£0,2

Garbanzo Castellano 35,8 +0,5 27,0+0,3 1,3+0,2

Lenteja Pardina 54+0,7 3503 1,203

Judia Cannellini 51,24 £0,7 394 +0,5 1,3+£0,1

Judia Pinta 47,26 £0,8 37,5+0,6 1,2+0,1

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).

Composicion Quimica

La composiciéon quimica de las legumbres objeto de estudio, a diferencia del resto
de determinaciones anteriormente desarrolladas, ha sido analizada en muestras
crudas y procesadas (Tabla 15).

En lo que respecta al contenido de humedad en muestras crudas hay que destacar
los valores de las judias Cannellini y Pinta (6,3 y 8,1 g/100g m.s., respectivamente)
respecto al total de legumbres analizadas. Los altos valores de humedad de las
judias coinciden con lo publicado por El Siddig y col. (2002), aunque resultan
inferiores a los obtenidos por Chel-Guerrero y col. (2002). Marconi y col. (2000)
describieron valores =10g/100g m.s. de contenido de humedad en el caso de

garbanzos y judias comunes.
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Tabla 15. Composicién de las leguminosas frescas y procesadas (g/100g m.s.).

Legumbre Humedad Cenizas Grasa Proteina Carbohidratos
Totales
Garbanzo Sinaloa
Cr 57+0,1c 35+£04b 42+022 17,2+0,12 75,1 +0,5¢
R 56+0,1¢ 37+£03b 44+022 17,9+0,3> 74,0+0,3b
R+C 39+£0,2°b 2,6+0,3 4,5+0,12 21,6 +0,3¢ 71,3 +0,22
R+C+D 3,0+0,12 21+022 47+04% 21,0£03¢ 72,2403

Garbanzo Castellano

Cr 42+0,1° 33+04% 31+012 223%0,1¢ 71,4032

R 43+01° 42%03> 30x01= 17402 754 +0,3¢

R+C 400,22 23+03= 38£02> 175%0,12 784+0,1¢

R+C+D 39+0,12 22+012 41x02¢ 193+£01°" 74,4 +0,3"

Lenteja Pardina

Cr 39+0,12 34+03> 28+£03 195+03 74,3 £ 0,4°

R 360,12 14+0,1= 29+£01> 20603 751+0,3

R+C 3,603 1,6+02 30+£04> 252+0,5 70,2+ 0,5

R+C+D 3,7+0,22 14+04 3103 259+£02 69,6 + 0,42

Judia Cannellini

Cr 63+0,12 52+03b 15+02a 19,8+02¢ 73,5+042

R 61+0,12 40+0,1= 1,7+0,12 194+02¢ 74,9 £0,3"
R+C 57+0,3a 25+0,2a 1,7+0,1= 169+0,12 79,6 +£0,7¢
R+C+D 54+0,22 23+042 190,12 17,5+0,2b 78,3 £0,6¢

Judia Pinta

Cr 8§1+0,1°P 48+03> 1,8%012 18,8+0,1¢ 74,6 0,42

R 78%0,12 45+01°> 1,8+02a 187+01¢ 75,0+0,32
R+C 75%0,32 274022 19+022a 144+0/1° 81,0+05¢
R+C+D 7,302 28+042 22+012 151+0,1b 79,9+ 040

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05).
Valor Medio * Desviacion Estan.d.ar (n = 6).
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Una vez que las harinas han sido procesadas, se observan ligeras reducciones del
contenido de humedad en todas las legumbres excepto en el caso del garbanzo
Sinaloa, que experimenta reducciones del 47% respecto al material crudo. Sin
embargo, otros autores como Njintang y col. (2001) destacan valores superiores en
harinas de judias deshidratadas, previamente remojadas (8,8 g/100g m.s.).

Los valores de cenizas son muy similares en todas las leguminosas frescas
estudiadas, oscilando entre 3,3 - 5,2 g/100g m.s. Estos valores son muy préximos a
los obtenidos por El Tinay y col. (1989) y El Siddig y col. (2002) en judias y por Igbal
y col. (2006) en garbanzos y lentejas. Sin embargo Chel-Guerrero y col. (2002)
revelan valores inferiores en judias (2,8 g/ 100g m.s.). Las destacadas reducciones
que experimentan las harinas durante los procesos de remojo, coccién y
deshidratacién, principalmente la lenteja (59% de reduccion) son debidas
probablemente a las pérdidas minerales por lixiviacién en las aguas de remojo y
coccion. Marconi y col. (2000) indican drasticas reducciones (70%) en judias y
garbanzos tras un tratamiento de coccién, a diferencia de Granito y col. (2007)
reflejando una menor reduccién tras las etapas de coccion y deshidrataciéon de
judias (12%).

En relacion al contenido de grasa, en las judias (1,5 - 1,8 g/100 g m.s.) se aprecian
valores inferiores al resto de las harinas de leguminosas crudas (2,8 - 4,2 g/100 g
m.s.), resultados muy similares a los descritos en judias por diversos autores (El
Siddig y col., 2002; Chel-Guerrero y col., 2002; Granito y col., 2007). El garbanzo
Sinaloa es el que mayores niveles de grasa presenta (4,2 g/100 g m.s.) en
comparaciéon con el garbanzo Castellano (3 g/100 g m.s.), estas diferencias podrian
ser atribuidas a las diferencias varietales. Jood y col. (1998) observaron distinto
comportamiento dependiendo del tipo de garbanzo estudiado, Kabuli y Desi,
mostrando valores superiores de grasa los garbanzos tipo Kabuli. En relacion a la
lenteja Pardina, los niveles de grasa encontrados (2,8 g/100 g m.s.) concuerdan con
lo publicado por Jood y col. (1998) e Igbal y col. (2006). A lo largo del procesado de
las muestras no se aprecian apenas diferencias significativas en cada una de las
legumbres estudiadas, experimentando todas ellas un aumento del contenido de
grasa, siendo mas destacado en el caso del garbanzo Castellano (37% de

incremento). Valores muy similares en harinas de judias deshidratadas han sido
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publicados por Njintang y col. (2001), mientras que Granito y col. (2007) tampoco
observan diferencias significativas del contenido de grasa durante las etapas de
coccion y deshidratacién, aunque se detecta una tendencia a la reduccién del
contenido a lo largo del proceso (6%).

Los resultados de proteina bruta en las harinas de leguminosas crudas reflejan
contenidos medios en torno al 20%, valores que concuerdan con los porcentajes
medios encontrados en las legumbres (Belitz y Grosh, 1997), lo que pone de
manifiesto el alto contenido de proteina de estas leguminosas y su potencial como
fuente alimenticia. Es evidente que el garbanzo Castellano crudo es el que presenta
una mayor cantidad (22,3 g/100g m.s.), seguido de la lenteja Pardina y la judia
Cannellini (19,5 y 19,8 g/100g m.s., respectivamente) y por tltimo la judia Pinta
(18,8 g/ 100 g m.s.) y el garbanzo Sinaloa (17,2 g/100 g m.s.). Estos resultados se
ajustan a los indicados en la literatura (Jood y col., 1998; Chel-Guerrero y col., 2002;
Igbal y col., 2006) en los que se pone de manifiesto que el contenido de proteina de
las diferentes legumbres en grano depende de muchos factores tales como variedad,
aplicacion de fertilizantes y localizacion del cultivo. No obstante, hay que indicar
que, segin Kochhar y col. (1988), una parte no despreciable de las sustancias
nitrogenadas de los granos de leguminosas no es de naturaleza proteica. En relacion
al procesamiento se observa que la concentraciéon proteica tiende a aumentar en los
casos del garbanzo Sinaloa y la lenteja Pardina, posiblemente como consecuencia de
un efecto de concentracién (Pujold y col., 2007). Sin embargo, el contenido proteico
en el garbanzo Castellano y en las judias Cannellini y Pinta tiende a disminuir,
probablemente debido a un efecto de solubilizacién de las proteinas en el agua de
remojo y coccién (Pujold y col., 2007). La etapa de deshidratacién, en la cual no hay
solubilizacién de sustancias, apenas causa cambios en el contenido proteico respecto
a la etapa de coccion en las harinas de legumbres analizadas (Granito y col., 2007).
El distinto comportamiento que presentan las legumbres objeto de estudio durante
el procesado podria ser atribuido a las diferentes conformaciones estructurales,
caracteristicas de solubilidad proteica (contenido de albtiminas, globulinas,
prolaminas y glutelinas), punto isoeléctrico, formacién de complejos (proteina-
proteina, proteina-carbohidratos, proteina-mineral) o al contenido de antinutrientes

termolabiles, viéndose todo ello reflejado posteriormente en los distintos valores
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que también presentan las propiedades tecno-funcionales de las legumbres
(gelificacién, emulsién y capacidad espumante), donde las proteinas son las
principales responsables de dichos valores.

En lo que se refiere al contenido de carbohidratos totales estimados por diferencia
en las muestras crudas, se aprecian valores elevados (71,4 - 75,1 g/100 g m.s.). De
acuerdo con la bibliografia, el principal responsable de estos niveles es la fraccién de
almidén y en menor proporcion la fibra alimentaria, siendo los aztcares solubles los
que presentan una menor contribucién (Belitz y Grosh, 1997). Los resultados
obtenidos se muestran superiores a los encontrados en la literatura como
consecuencia del mayor contenido proteico presente en las muestras de judias
comunes analizadas por otros autores (El Siddig y col., 2002; Marconi y col., 2002).
Apenas se aprecian cambios en el contenido de carbohidratos en las harinas de
legumbres durante el procesado (R+C+D) (4-7%), mostrando ligeros aumentos en el
caso del garbanzo Castellano, la judia Cannellini y la judia Pinta y leves reducciones
en el garbanzo Sinaloa y la lenteja Pardina. Dado que la determinacién de los
carbohidratos totales se ha realizado a partir de los resultados obtenidos del resto
de componentes quimicos, sus incrementos o reducciones seran consecuencia del
comportamiento seguido por dichos componentes. Por lo tanto, en capitulos
posteriores se realizara un analisis detallado de las distintas fracciones que forman
los carbohidratos totales (almidén, fibra y carbohidratos solubles), para asi obtener
una mayor comprension del comportamiento seguido en cada una de las legumbres

estudiadas.
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CAPITULO 2: IMPACTO DEL PROCESO DE DESHIDRATACION
INDUSTRIAL SOBRE LOS FACTORES ANTINUTRICIONALES

Interés del Estudio

A pesar de que las leguminosas presenten un doble interés, nutricional y agricola,
debido a su elevado contenido de nutrientes y compuestos beneficiosos
(carbohidratos, minerales, fibra alimentaria, proteina, vitaminas, 4cidos grasos
poliinsaturados y compuestos antioxidantes...) y a que suponen un beneficio
ecoldgico gracias a su capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico, también hay que
mencionar la presencia de ciertos compuestos antinutritivos. Entre ellos destacan
compuestos tales como, inhibidores de enzimas (tripsina, quimotripsina, a-amilasa),
fitatos, taninos, lectinas, a-galactésidos, etc,... que disminuyen su valor nutritivo.
Dichos compuestos afectan a la digestibilidad de las leguminosas, por lo que la
aplicacion de un tratamiento térmico de cocciéon seguido de un proceso de
deshidratacién podria suponer importantes disminuciones en el contenido de
antinutrientes.

En este sentido, surge la necesidad de evaluar la presencia de factores
antinutricionales presentes en cada una de las etapas del proceso de deshidratacion
industrial, con el fin de conseguir la reduccién deseada en el contenido de los

mismos.

Métodos Analiticos

Determinacién de Inositol Fosfato

La determinaciéon del inositol fosfato se llevé a cabo mediante el anélisis
pormenorizado de cada uno de los inositol fosfato (IP3-IP6), basandose en el
método de Lehrfeld (1994), posteriormente modificado por Burbano y col. (1995). El
analisis se realizé mediante HPLC (Beckman System Gold), con separacion de par-
i6nico, utilizando un detector de indice de refraccién. Se empled una columna PRP-
1 (150 x 4,1 mm, 5um) calentada a 45 °C y equilibrada con una fase mévil (515 mL
de metanol: 485 mL de agua Mili-Q) durante 1 hora. Secuencialmente se afiadieron 8
mL de hidroxido de tetrabutilamonio, ImL de acido sulftrico 5M, 0,5 mL de 4cido

férmico al 91% y por ultimo 100 pL del hidrolizado que contiene acido fitico (6

109



CAPITULO 2: Impacto del Proceso de Deshidratacion sobre Factores Antinutricionales

mg/mL). El pH se ajust6 a 4,3 utilizando acido sulftarico (9 M). La fase moévil se
filtré a través de un filtro de Millipore (0,45 pm) y desgasificado a vacio. El flujo con
el que se trabaj6 fue de 1,2 mL/minuto y el volumen de inyeccién fue de 20 pL. Se

utiliz6 un patrén de fitato sédico (Sigma-Aldrich, Alemania).

Determinacién de Inhibidores Enzimdticos

Las harinas de leguminosas se agitaron toda la noche a una temperatura de 1 °C, en
un tampoén PBS de fosfato sédico 0,02 M a pH 7,0 (8,0 g de NaCl, 0,20 g de CIK, 1,15
g de POsHNa; y 0,20 g de POH:K, enrasado a 1L con agua), utilizando una
proporcién harina:tampén de 1:10 (p/v). Transcurrido ese tiempo se centrifugéd
(20.000 rpm, 25 minutos), descartando el residuo y conservando el sobrenadante a
20 °C.

La determinacién del contenido de inhibidores de proteasa se desarrollé segtn el
método de Grant y col. (1986). A los extractos de las harinas se afadieron
disoluciones de tripsina o quimotripsina, manteniéndolas en un bafio a 30 °C para
proceder asi a su incubacién. Para medir los niveles de actividad de tripsina se
utiliz6 como sustrato clorhidrato de N,-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BAPNA) (Sigma-Aldrich, Alemania), mientras que para determinar los niveles de
quimotripsina se utiliz6 como sustrato N-glutaril-l1-fenil-alanina-p-nitroanilida
(GAPNA) (Sigma-Aldrich, Alemania).

El contenido del inhibidor de a-amilasa en los extractos de harinas se determina
segin el método de almidén-iodo, de Piergiovanni (1992). A alicuotas de los
extractos de harinas se afiade una disolucién de a-amilasa y se procede a su
incubacién durante 30 minutos en un bafio de agua a 40 °C para permitir la
formacién del complejo inhibidor-enzima y calcular la cantidad de a-amilasa que
queda libre. El contenido de inhibidor de las diferentes harinas se calcula por
comparaciéon con la cantidad de inhibidor requerido para producir una inhibicién
del 50% en la actividad de la enzima y se expresa como mg equivalentes de un
inhibidor comercial por gramo de muestra. La realizacién de la curva patrén de la

enzima y del inhibidor se lleva a cabo por triplicado.
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Determinacién de Lectinas

La actividad de aglutinacién de eritrocitos a un pH 7,0 se estimé siguiendo un
procedimiento de dilucién en serie, usando células sanguineas procedentes de ratas
(Grant, 1991). Se realiza la cuantificaciéon de lectinas en el mismo extracto obtenido para
la determinacién de inhibidores enzimaticos. Se disponen 12 tubos pequetfios de ensayo
para cada muestra y se afiade en cada uno de ellos 150 pL de solucién CINa (045 g/L).
Se toman 150 pL del extracto y se adicionan al primer tubo. A continuacién, se agita y se
toman 150 pL del primer tubo y se afiaden al segundo tubo. Se mezcla y se repite
sucesivamente la misma operacién tubo tras tubo. Seguidamente, se adicionan 150 pL
de sangre de rata (5 mL de sangre contiene 100 pL heparina (6 mg/mL)) y se agita
vigorosamente. Los tubos se dejan reposar entre 2-16 horas a temperatura ambiente.
Finalmente se observa al microscopio el porcentaje de aglutinaciéon en cada uno de los
tubos. La unidad de hemaglutinacién (UH) se define como la cantidad por mL en la
altima dilucién que proporcione el 50% de aglutinacién de eritrocitos. La actividad de
lectinas de las muestras se puede calcular por comparaciéon, como la cantidad de
material (kg) que contiene 1 UH. Los limites de exactitud experimental para esta técnica
son = 1 diluciéon y por tanto, las muestras de bajo y moderada actividad de
hemaglutinacién tendran un significativo margen de error. En este ensayo se utilizé
como control la variedad Processor.

En el caso de las judias, también se realizé un ensayo inmunoenzimético competitivo
indirecto ELISA (Haj6s y col., 1995) con modificaciones, para la cuantificacion de la
actividad de hemaglutinizaciéon de Phaseolus vulgaris (AHP). A microplacas de
poliestireno de 96 pocillos se afadieron 0,1 pg/mL de AHP diluido en un tampén de
fosfato salino (PBS) seguido de una incubacién durante toda la noche a 4 °C. A
continuacion se afiadié una disolucion del patréon AHP diluida en PBST (0,01 M PBS y
Tween 20, pH 7,4) o muestras de judias de concentracion desconocida de lectina,
seguido de anticuerpos de inmunoglobulinas (IgG) de conejo anti-AHP (Sigma-
Aldrich, Alemania, diluido 1:32.000 con PBST). Después de 1 hora de incubacién se
adicion6é un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo obtenido en
cabra (Sigma-Aldrich, Alemania) diluido en PBST (1: 2000 v/v). Posteriormente se
realiz6 un lavado y se marcé con la enzima peroxidasa extravidina (Sigma-Aldrich,

Alemania) diluida 1: 500 en PBST. Tras 1 hora de incubacién se afiadi6é una solucién
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de o-fenil-diamina-H»0, (OFD) que acttia de sustrato. La reaccién se visualiza por la
liberacién de un compuesto coloreado al actuar la enzima sobre su sustrato. La
reaccién se detuvo mediante la adicién de 50 pl de H>SO, 3M. La intensidad del
color que se produce en la reaccién es proporcional a la concentracién del antigeno

de la muestra y se midi6 espectrofotométricamente a 492 nm.

Determinacién de a-Galactésidos (GOS)

La extraccion de los o-galactésidos (GOS) en las legumbres estudiadas se realizé
segin el método de Sanchez-Mata y col. (1998). Los GOS se extraen con etanol al
80% mediante agitaciéon a 100 °C, en un bafio de agua, durante 10 minutos. A
continuacién, las muestras se centrifugan a 1200 rpm y se decantan, recogiendo el
sobrenadante, que es donde se encuentran los azticares de interés. El proceso de
extraccién se realiza 3 veces de forma consecutiva. El extracto resultante se
concentra en rotavapor a vacio a una temperatura de 30 °C hasta sequedad. El
residuo seco se redisuelve en agua desionizada por medio de ultrasonidos y se filtra
con papel Whatman 41, enrasandose a 10 mL con agua Milli-Q. Las muestras se
pasan por un Sep-Pack C18 (Waters). A continuacién, 3,5 mL del filtrado se
mezclaron con 6,5 mL de acetonitrilo y se filtraron a través de un Millex HV; de
0,45 pm (Millipore). Los carbohidratos solubles se analizaron por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) utilizando una columna Waters (3,9 x 300 mm), una
bomba isocratica y un detector de indice de refraccion. La fase moévil empleada fue
acetonitrilo: agua (65:35, v/v), a un flujo de 1 mL/minuto a temperatura ambiente.
La cuantificacion de las muestras se realizé utilizando las areas de los picos
cromatograficos de los correspondientes patrones. En el caso del ciceritol, no existe
un patrén comercial, por lo que se utilizé la curva de calibracién del azdcar mas
proximo (rafinosa), realizandose una correccién segin su peso molecular. Los

patrones empleados se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania).
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Resultados y Discusion

Inositol Fosfato

Los resultados pormenorizados de los distintos inositol fosfato (IPs-IPs) de las
harinas de leguminosas se muestran en la Tabla 16. Una evaluacion exhaustiva de la
distribucién de inositol fosfato ayuda a entender el poder quelante de las
legumbres, puesto que existe una estrecha relacion con el incremento del grado de
fosforilacién (Lonnerdal, 2002). El contenido total de los inositol fosfato mostré
diferencias entre legumbres, con valores de 6,75 mg/g m.s. para la lenteja y 13,30
mg/g m.s. para la judia Pinta. En los garbanzos Castellano y Sinaloa se encontraron
contenidos similares (7,15 y 7,90 mg/g m.s., respectivamente). Los resultados del
contenido en 4acido fitico en las legumbres estudiadas son similares a estudios
previos publicados sobre diversas legumbres, tales como soja, judias comunes y
garbanzos (Trugo y col,, 1999; Diaz-Batalla y col., 2006; Rubio y col., 2006). Los
porcentajes relativos obtenidos de IP3-IP6 respecto del total, indican que las
legumbres contienen més de un 70% de inositol fosfato en forma de IP6, llegando a
valores del 91% en el caso de la lenteja (Figura 16). La proporcion relativa de IP5 es
mucho menor, encontrandose en un intervalo desde el 16% en lenteja hasta el 21%
en garbanzo Sinaloa, excepto en el caso de la judia Pinta que presenta valores
menores (6%). Los porcentajes relativos a IP3 e IPP4 son todavia menores y nunca

superan el 9%.
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Figura 16. Distribucién de las fracciones de inositol fosfato en leguminosas crudas y

procesadas.
(17 columna: Cr; 2% columna: R; 3% columna: R+C; 4? columna: R+C+D).
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Tabla 16. Influencia del procesado de harinas de leguminosas sobre el contenido de
inositol fosfato (mg/g m.s.).

Legumbre IP3 IP4 IP5 IP6 Total
Garbanzo Sinaloa
Cr 0,17+0,00a 045+0,01¢ 1,68+0,00> 5,60+0,01b 7,90+0,01b
R 0,17+0,00a 042+0,01¢ 1,62+0,00b 5,72+0,01a 7,93+0,01b
R+C 0,18 +0,00a 0,550+0,01> 1,97+0,05a 5,71+0,02a 8,36+0,062
R+C+D 0,20+0,00a 0,61+0,02a 2,14+0,042 4,89+0,05¢ 7,85+0,03b
Garbanzo Castellano
Cr 0,15+0,012 0,28+0,02¢ 1,18+0,06d4 554+0,09d4 7,15+0,06¢
R 019+0,01a 0,38+0,01®> 1,65+0,01c 7,33+0,02b 955+0,01b
R+C 0,17+0,01a 0,40+£0,03> 2,17+0,01> 790+0,01a 10,65+0,02a
R+C+D 0,17+0,00a 0,61+£0,01a 253+0,032 6,25+£0,03¢ 9,55+0,00°
Lenteja Pardina
Cr 025+0,01¢ 0,37+0,00c 1,06+0,00a 5,07+0,00a 6,75+0,002
R 045+0,01a 0,72+0,01a 0,64+0,01d 241+0,07b 4,22+0,10b
R+C 0,30 £0,00> 0,71+£0,00a 094+0,00b 210+0,00c 4,04+0,00¢
R+C+D 024+0,01¢ 0,60+0,00> 0,87+0,00c 2,04+£0,024d 3,75+0,03d
Judia Cannellini
Cr 0,18 £0,00¢ 0,41+0,00¢ 2,18+0,00¢ 9,27+0,02a 12,05+0,02a
R 0,21+0,00c 0,43+0,00c 222+0,01¢ 918+0,02> 12,05+0,012
R+C 0,31+0,01> 1,07+£0,00> 3,03+0,00> 6,04+£0,01c 10,45+0,05P
R+C+D 0,35+0,00a 1,060,012 3,07+0,01a 589+0,01d4 10,38+0,03"
Judia Pinta
Cr 0,16 £0,00a 0,23+0,00¢ 0,800,014 12,12+0,102 13,30+0,094
R 0,16 £0,00a 0,26+0,00c 1,06+0,00c 11,73 +0,07> 13,20+0,07a
R+C 0,16 £0,00a 0,33+0,01> 1,82+0,01> 9,66+0,04c 11,96+0,03¢
R+C+D 0,17+0,00a 0,44+0,00a 233+0,07a 955+0,01d 12,50+0,07P

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estandar (n = 6).
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Desde el punto de vista nutricional, los efectos negativos en la biodisponibilidad de
minerales se observan en los casos donde el grado de fosforilacion del inositol es
mas alto, IP5 e IP6; el resto de productos de hidrélisis formados (IP3-1P4) presentan
una baja capacidad para unirse a minerales (Lonnerdal, 2002).

En relacién al efecto del proceso de remojo en el contenido total del 4cido fitico, s6lo
se produce una reduccién en el caso de la lenteja Pardina (38%), mientras que las
judias y el garbanzo Sinaloa no muestran ningin cambio relevante. Sin embargo, en
el garbanzo Castellano se observa un incremento importante (33%). Respecto al
grado de fosforilacién, IP6 sigue siendo el principal inositol fosfato encontrado en
todas las legumbres remojadas (Figura 16), por lo tanto la baja presencia de IP3-IP5
indica un bajo nivel de hidrélisis de 4cido fitico en las muestras, excepto en el caso
de la lenteja donde se observa un aumento de IP3 (80%) e IP4 (95%) y un descenso de
IPs (52%) e IPs (40%). En la mayoria de los estudios, el remojo provoca una
activacién de la fitasa endégena y una difusién al agua de remojo de los productos
resultantes, en mayor o menor magnitud dependiendo del tipo de leguminosa
(Alonso y col., 2000).

En lo que se refiere al proceso de coccion, se aprecia un comportamiento diferente
segin el tipo de legumbre. La lenteja, asi como las judias Cannellini y Pinta
muestran una reduccion significativa de los niveles de 4cido fitico, siendo mas
relevante en el caso de la lenteja (40%) que en las variedades de judia (13% en la
judia Cannellini y 10% en la judia Pinta). Los porcentajes de las distintas fracciones
presentan una disminucién de IP6 con el incremento correspondiente de los
inositoles IP5-IP3 debido a la hidrdlisis de IP6 durante el proceso de coccién.
Diversos autores ratifican dicha disminucién y similares reducciones en legumbres
cocidas en autoclave a diferentes tiempos y temperaturas, logrando mayores
reducciones a 121 °C durante 90 minutos (Khatoon y Prakash, 2004; Rehman y Shah,
2005). Sin embargo, las dos variedades de garbanzo muestran elevados niveles de
acido fitico en las harinas cocidas, siendo més acentuado en el garbanzo Castellano
(34% de incremento). De algtin modo estos fitatos presentan una mayor resistencia
al proceso de coccion.

Respecto al proceso de deshidratacién después de la coccién, se observa en general

una reduccioén del 4cido fitico, siendo mas acentuada en el caso de la lenteja (44%).
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Por lo tanto, si comparamos los valores de inositol fosfato que presenta la harina de
lenteja deshidratada con los de otras harinas de legumbres, se puede deducir, que la
harina de lenteja presentard una mejor disponibilidad mineral debido a su bajo
contenido de inositol fosfato. Si observamos los resultados obtenidos de los
contenidos de acido fitico podemos concluir que este antinutriente sélo se vio
afectado parcialmente por el procesado térmico (coccién y deshidratacién) debido a
su naturaleza estable frente al calor. Los resultados de este estudio concuerdan con
otras publicaciones en las que se estudian procesos de coccién, autoclave,
germinaciéon y extrusion, en los que se aprecia una mayor reduccién como
consecuencia de la germinacién durante 72h en judias comunes y como efecto de la
coccion en autoclave en judias Cannellini (Alonso y col., 2000; El-Hady y Habiba,
2003; Rehman y Shah, 2005). Sin embargo, la aplicacion de una etapa de
deshidratacién después de un tratamiento térmico logra reducir en mayor medida

el contenido de inositol fosfato.

Inhibidores Enzimdticos

Los inhibidores de proteasas y de a-amilasa se encuentran extensamente
distribuidos en las legumbres. Las legumbres crudas estudiadas presentan
contenidos muy diferentes de estos antinutrientes (Tabla 17).

En primer lugar, ambos tipos de judias contienen cantidades significativas de
inhibidores enziméticos, mostrando la judia Cannellini niveles mayores que la
Pinta, destacando los correspondientes al inhibidor de o-amilasa (1,4 mg/g m.s.).
En relaciéon a los garbanzos, ambas variedades contienen cantidades similares de
inhibidor de tripsina, mientras que el inhibidor de quimotripsina sélo se cuantifica
en el garbanzo Castellano. No se observa la presencia de inhibidor de a-amilasa en
las muestras de garbanzo Sinaloa, y los contenidos son inferiores al 1% en el caso
del garbanzo Castellano. En la lenteja Pardina no se ha detectado la presencia de

inhibidores enzimaticos.
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Tabla 17. Influencia del procesado de harinas de leguminosas sobre el contenido de
inhibidores de proteasas y amilasas (mg/g m.s.).

Inhibidor de a- Inhibidor de Tripsina Inhibidor de
Legumbre Amilasa Quimotripsina
Garbanzo Sinaloa
Cr n.d. 0,912 +£0,011P n.d.
R n.d. 0,997 £0,013a n.d.
R+C n.d. 0,074 £ 0,008 ¢ n.d.
R+C+D n.d. 0,074 £0,009¢ n.d.
Garbanzo Castellano
Cr 0,013 £0,002P 0,895 +0,003 b 0,461 £ 0,007 ®
R 0,022 £ 0,001 2 1,007 + 0,002 0,752 +0,0102
R+C n.d. 0,058 £ 0,009 ¢ n.d.
R+C+D n.d. 0,055 + 0,007 ¢ n.d.
Lenteja Pardina
Cr n.d. n.d. n.d.
R n.d. n.d. n.d.
R+C n.d. n.d. n.d.
R+C+D n.d. n.d. n.d.
Judia Cannellini
Cr 1,430 £0,013a 1,270 £ 0,023 b 0,980 £ 0,010"
R 1,200 £0,015P 1,550 £ 0,018 a 1,700 £0,018
R+C 0,068 +0,010¢ 0,012 £0,003 ¢ n.d.
R+C+D 0,061 + 0,003 ¢ 0,010 £0,002¢ n.d.
Judia Pinta
Cr 0,990 £0,012a 1,090 £ 0,022b 0,713 £0,012b
R 0,660 + 0,011 ° 1,290 + 0,014 2 1,001 +£0,009a
R+C 0,082+0,013¢ 0,009 £ 0,003 ¢ n.d.
R+C+D 0,110 £ 0,020¢ 0,009 0,003 ¢ n.d.

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6). n.d.= no

detectado.
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El incremento del contenido de los inhibidores de proteasas presentes en las
legumbres remojadas fue mas acentuado en el caso de las judias que en el resto de
las legumbres. Esto puede ser en parte debido al efecto de pérdida de componentes
solubles durante esta etapa de hidratacién. Sin embargo este comportamiento no se
observa en el inhibidor de a-amilasa, mostrando reducciones destacadas en su
contenido desde la etapa de remojo hasta la deshidratacién (96 y 89% en judia
Cannellini y judia Pinta, respecto el contenido inicial).

Estos factores antinutricionales necesitan ser inactivados mediante un pre-
tratamiento adecuado del alimento antes de ser consumido con el fin de conseguir
asi un producto seguro (Hajos y Osagie, 2004). En este sentido, la Tabla 17 muestra
que los métodos de coccién y deshidratacién reducen significativamente (p< 0,05)
los niveles de inhibidores de proteasas, hasta valores practicamente despreciables.
En general, en comparacion con las legumbres crudas, las reducciones de los niveles
de antinutrientes observadas con el procesado térmico, siguen el mismo patrén

encontrado en la literatura.

Lectinas
Para obtener una evaluacion inicial del contenido de lectinas en todas las muestras

de legumbres se llevé a cabo un ensayo de hemaglutinacion (Tabla 18) (Grant, 1991).

Tabla 18. Influencia del procesado de harinas de leguminosas sobre el contenido de
lectinas (mg/100 mgm.s.).

Gt ot et i Connli i i
AHC AHC AHL AHP ELISA AHP AHP ELISA AHP
Cr N.D. N.D. 0,27 £0,002 3,92+0,00c 1,19+0,05" 3,92+0,00¢c 1,30+0,07P
R N.D. N.D. 0,20+0,072 392+0,00c 1,41+0,022 392+0,00c 153+0,102
R+C N.D. N.D. 0,02+0,002 0,75 £0,25P n.d. 0,75+0,25" n.d.
R+C+D N.D. N.D. 0,02+0,000 0,25+0,002 n.d. 0,25+0,002 n.d.

AHC: actividad de hemaglutinacion de Cicer Arietinum.

AHP: actividad de hemaglutinacién de Phaseolus Vulgaris.

AHL: actividad de hemaglutinacion de Lens culinaris .

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviacién Estdndar (n = 6). N.D.= No
Determinado. n.d.= no detectado.
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Los resultados indican unos niveles mayores de hemaglutinacién para las judias,
3,92 mg/100 mg de hemaglutinina de Phaseolus (AHP) que para las lentejas 0,27
mg/100 mg de lectina de Lens culinaris (AHL), lo que esta en concordancia con la
literatura (Grant, 1991; Burbano y col., 1999). En los garbanzos (AHC) no se
determiné debido a la escasa presencia de lectina en dicha leguminosa y por tanto,
irrelevante para el presente trabajo.

Por lo que respecta al efecto del procesado, el remojo no produjo modificaciones en
el contenido de lectinas, sin embargo el tratamiento térmico provocé una dréstica
reduccién, més acusada atn en las legumbres deshidratadas (94% en judias y 92%
en lenteja). Ademads de realizar el test de hemaglutinacion, también se llevé a cabo
en las judias un ensayo indirecto competitivo ELISA. Los resultados mostraron que
la alubia Pinta contenia mayor concentracion de lectina (1,30 mg/100 mg ELISA
AHP) que la judfa Cannellini (1,19 mg/100 mg ELISA AHP), valores menores que
los detectados siguiendo el método de dilucién en serie, usando células sanguineas
procedentes de ratas, lo que podria indicar una menor cuantificacién de la actividad de
hemaglutinacién del ensayo inmunoenziméatico competitivo ELISA. El proceso de
remojo en las judias muestra mayores niveles de lectina (18%) en las muestras
remojadas que en las crudas. Una tendencia similar ya se habia observado en el
resto de factores antinutricionales estudiados (acido fitico e inhibidores
enzimaticos), lo que confirmaria un efecto de concentraciéon. Asimismo, se puede
apreciar un claro impacto del procesado térmico en las muestras, puesto que no se

detect6 presencia de lectinas en muestras cocidas y deshidratadas.

a-Galactésidos (GOS)

En la Tabla 19 esta representado el contenido de a-galactésidos (GOS) presentes en
las muestras de las harinas de leguminosas estudiadas. En las harinas crudas
analizadas encontramos una mayor presencia de o-galactésidos en las dos
variedades de garbanzo, destacando el Castellano (48,5 mg/g m.s.); sin embargo la
presencia de estos antinutrientes en las judias Cannellini y Pinta es mucho mas

reducida (26,7 y 26,9 mg/g m.s., respectivamente).
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Tabla 19. Influencia del procesado de harinas de leguminosas sobre el contenido de
a-galactésidos (mg/g m.s.).

Legumbre Rafinosa Ciceritol Estaquiosa GOS totales

Garbanzo Sinaloa

Cr 3,9+03¢ 203+1,8<  140%1,1¢ 38,2
R 284020  150+12b  10,5+09b 28,3
R+C 23+02b  140+14b  9,6+09b 25,9
R+C+D 134010 934072 7,5+0,6 18,1
Garbanzo Castellano
Cr 32403 276+1,04  177+06¢ 48,5
R 26+02b  203+09c  125+13b 35,4
R+C 14£02a 9,8+04a 9,8+0,9a 21,0
R+C+D 13£022  109+05° 8807 21,0
Lenteja Pardina
c 22£014  105£09¢  164+15¢ 29,1
R 15£01c  52+04c  11,0£1,0° 17,7
R+C 114010 354026  94+09° 14
R+C+D 05+0042  12%01s  33%03s 5
Judia Cannellini
Cr 1,9+0,8¢ nd. 24,8+1,0d 26,7
R 1,2£0,0¢ nd. 183+0,7¢ 19,5
R+C 0,6+0,00 nd. 714020 7.7
R+C+D 0,5+0,02 nd. 59+04a 64
Judia Pinta
Cr 164020 nd. 253+0,1¢ 26,9
R 1,3+0,1b nd. 185+1,0b 19,8
R+C 1,0£0,1 nd. 16,2+ 0,94 172
R+C+D 0,901 nd. 149 40,5 15,8

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviacién Estandar (n = 6). n.d.= no
detectado.

GOS: a-galactésidos (Rafinosa+Ciceritol+Estaquiosa).

120



CAPITULO 2: Impacto del Proceso de Deshidratacion sobre Factores Antinutricionales

En relacién al estudio pormenorizado de a-galactésidos, destacan las judias con
valores de estaquiosa que oscilan entre el 93-94% respecto al valor total de GOS; en
el caso de la lenteja se observa una proporcién menor de estaquiosa (56%) respecto
al total de GOS (Figura 17). En cambio, en el caso de los garbanzos, el principal a-
galactésido corresponde al pico que se encuentra después de la rafinosa y antes de
la estaquiosa; este pico se trata probablemente del ciceritol, cuyo contenido
representa un 53% en el caso del garbanzo Sinaloa y un 57% para el Castellano.
Dicho aztdcar también fue detectado en la lenteja Pardina aunque en menor

proporcién (36%). La verbascosa no fue identificada en las legumbres estudiadas.
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Figura 17. Distribucién de los distintos a-galactésidos (%) presentes en leguminosas

crudas y procesadas.
(17 columna: Cr; 2° columna: R; 3% columna: R+C; 4% columna: R+C+D).

Durante el proceso de remojo se produce una gran reducciéon del contenido de GOS
en todas las legumbres analizadas, destacando la lenteja, que es la que experimenta
una mayor reduccién (39%), debido principalmente a la disminucién en el
contenido del ciceritol (50%). El resto de legumbres muestra una reduccién muy
similar del total de GOS (= 26%). La judia Pinta remojada exhibe contenidos de
rafinosa (1,3 mg/g m.s.) muy similares a los de la judia Cannellini (1,2 mg/g m.s.),
experimentando ésta tltima una mayor reduccién respecto a la muestra cruda
(37%). Sanchez-Mata. (1999) indican la evidencia de una reduccién de los niveles de
GOS durante el remojo; también exponen que la diferencia del porcentaje de

reducciéon en los azdcares podria ser debida a las diferentes solubilidades que
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presentan y a su velocidad de difusién en el agua de remojo. Sin embargo, otros
autores han observado incrementos del contenido de carbohidratos solubles
después del remojo (Liu y Markakis, 1987).

El proceso de coccién tras la previa etapa de remojo, facilita la solubilizacién de los
azucares. La reduccién experimentada en la coccion respecto a la etapa de remojo es
mas acusada en algunas legumbres como la judia Cannellini y el garbanzo
Castellano (60 y 41%, respectivamente) y casi inapreciable en el caso de la judia
Pinta y el garbanzo Sinaloa (13 y 8%, respectivamente). El principal a-galactésido
presente en las muestras después de haberlas sometido a un proceso de coccién es
la estaquiosa (excepto en el garbanzo Sinaloa), llegando a representar el 94% del
total de GOS analizados en la judia Pinta (Figura 17). El efecto del procesado sobre
el contenido de a-galactésidos en otras legumbres como el algarrobo y el guisante
ha sido estudiado previamente por diversos autores, destacando todos ellos la
efectividad del remojo y del tratamiento térmico sobre el contenido de a-
galactésidos analizados (Vijayakumari y col., 1997; Ibrahim y col.,, 2002). Varios
autores coinciden en que los tratamientos domésticos, los procesos de fermentacion
y germinacién, o incluso los tratamientos con «-galactosidasa, reducen los
compuestos responsables de la flatulencia, aunque las reducciones que
experimentan no dependen solamente del tipo de procedimiento seguido, tales
como el tiempo de coccién y la temperatura empleada, sino que también influye el
tipo de legumbre utilizada (Somiari y Balogh, 1993; Vidal-Valverde y col., 1998). Sin
embargo, en algunos casos se ha observado incrementos en los contenidos de
estaquiosa, rafinosa y verbascosa después de haber sometido las muestras a un
proceso de coccién, probablemente debido a la interacciéon con macromoléculas (Liu
y Markakis, 1987).

Una vez que las muestras son sometidas a etapas de remojo, coccién y
deshidratacién, observamos que es en la tdltima etapa donde se aprecian mayores
reducciones de GOS si lo referimos a las muestras crudas. La lenteja es la legumbre
que experimenta una mayor reduccién (83%), seguida de la judia Cannellini (76%),
los dos garbanzos (57 y 53% en el Castellano y Sinaloa respectivamente) y por

altimo la judia Pinta (41%) (Figura 18).
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Figura 18. Reduccién de los niveles de a-galactésidos en muestras de leguminosas
crudas y procesadas.

No obstante, hay que indicar que la etapa de deshidratacion no siempre supone una
reduccién en el contenido de GOS respecto a la coccién, ya que solo el garbanzo
Sinaloa y la lenteja Pardina deshidratados muestran un nivel de GOS notoriamente
inferior a la de los productos cocidos. Las diferencias en la magnitud de la
reduccién de GOS pueden ser debidas a diferencias en el grosor y permeabilidad de
la cubierta de la semilla (Frias y col., 2000). No obstante, hay que indicar que la
etapa de deshidratacion no siempre supone una reduccion de GOS homogénea en
todas las legumbres, pudiendo ser debidas a diferencias en el grosor y
permeabilidad de la cubierta de la semilla (Frias y col., 2000). La estaquiosa sigue
siendo el a-galactésido mayoritario en las muestras de leguminosas deshidratadas,
excepto en los garbanzos, donde el ciceritol se presenta como el a-galactésido
mayoritario (210,1 mg/g m.s.). Los resultados de las muestras deshidratadas
presentan mayores reducciones de GOS en las harinas estudiadas que en las
obtenidas por otros autores previamente (Vidal-Valverde y col., 1998; Sanchez-Mata
y col, 1999; Egounlety y Aworh. 2003). Por lo tanto, la dltima etapa de
deshidratacién aplicada al proceso térmico trae consigo importantes reducciones,
superiores a las obtenidas por otros autores en harinas de leguminosas donde

tnicamente se aplicaban procesos de remojo y coccién.
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Conclusiones

La evaluacién del impacto del proceso de deshidratacién industrial sobre los

factores antinutricionales muestra que:

El acido fitico por lo general ve reducido su contenido durante la
deshidratacién, siendo mas acentuada dicha reduccién en el caso de las
lentejas. La fraccién mayoritaria en todas las leguminosas fue IP¢ que
experimenté también destacadas disminuciones, excepto en garbanzo
Castellano;

Entre las muestras estudiadas, las judias Pinta y Canellini son las
legumbres con mayor nivel de inhibidores enzimaticos y lectinas; no
obstante, el procesamiento térmico (coccién y/o deshidratacién) redujo
estos antinutrientes hasta niveles despreciables;

El procesamiento origind drasticas reducciones en el contenido de a-
galactosidos, compuestos cuyo perfil varia con el tipo de leguminosas. Las

mayores reducciones se observaron en lenteja y judia blanca.

El proceso de deshidratacién produce, por tanto, un impacto muy relevante en la

disminucién de la presenica de factores antinutricionales en leguminosas lo que

permite la utilizacién segura de estas harinas deshidratadas.
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CAPITULO 3: INFLUENCIA DEL PROCESAMIENTO SOBRE LA
FRACCION FENOLICA EN LAS HARINAS DE LEGUMINOSAS

Interés del Estudio

Los compuestos fendlicos representan un grupo importante de compuestos
bioactivos en las leguminosas. Fstas contienen una gran cantidad y diversidad de
compuestos fendlicos dependiendo de la especie y variedad, y también de si las
leguminosas son o no coloreadas. Estos compuestos se encuentran como
compuestos no flavonoideos: dcidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos, tanto
libres como unidos a otras moléculas, y flavonoideos, como procianidinas,
flavonoles, flavanoles, isoflavonas, flavonas, antocianos, etc.

Numerosas actividades bioldgicas se atribuyen a los compuestos fendlicos, como ser
factores de prevencién y de proteccién frente a diversas enfermedades, tener poder
antioxidante por su capacidad de captaciéon de radicales libres, por lo que se
consideran beneficiosos para el mantenimiento y recuperacién de un estado
saludable. Existen numerosos trabajos sobre el andlisis de compuestos fendlicos de
frutos o productos derivados de éstos (vinos, zumos, etc.) que ponen de manifiesto
su riqueza en este tipo de compuestos. Desde hace unos afios también se esta
estudiando su presencia en las legumbres, ya que resulta de gran interés el amplio
perfil fenélico que éstas presentan.

Por todo lo anterior, se considerdé necesario evaluar los cambios producidos en la
fraccion fendlica como consecuencia del tratamiento térmico de coccién y posterior
deshidrataciéon industrial realizado sobre las harinas de leguminosas objeto de

estudio.

Métodos Analiticos

Andlisis de Compuestos Fenélicos

Extracciéon

La extraccién de los compuestos fendlicos se realizé6 en muestras crudas y
procesadas de cada una de las legumbres estudiadas. De esta manera se evaluaron
los cambios producidos en dichos compuestos como consecuencia del tratamiento

térmico.
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La extraccién se realizé a partir de 5 g de harina de legumbres que se maceraron con
50 mL de metanol-HCI (0,1%)/agua (80:20, v/v) durante 15 horas, a 25 °C, en un
barfio con agitacién, repitiéndose la extraccién tres veces. Los extractos metanélicos
se unieron y se concentraron hasta la cuarta parte de su volumen. Los disolventes
utilizados como extractantes se eligen de acuerdo con la polaridad de los
compuestos fendlicos a estudiar. La presencia de grupos hidroxilo no sustituidos o
de aztcares aumenta la polaridad y por lo tanto la solubilidad en agua, mientras

que la metoxilacién la disminuye (Harborne, 1989).

Purificacién

Una vez obtenidos los extractos solubles se procede a su purificacién (Duehnas y col.,
2005). Para ello se realizaron extracciones con éter etilico (3x15 mL) y a continuacién
con acetato de etilo (3x15 mL) para obtener selectivamente los compuestos fenélicos
en la fase organica. Se reunieron las fracciones organicas, se eliminé el agua residual
con sulfato sédico anhidro y se concentré a sequedad en el rotavapor manteniendo
una temperatura inferior a 35 °C, para evitar polimerizaciones y alteraciones de los
compuestos fenoélicos. El residuo obtenido se disolvié en 1 mL de metanol/agua
(1:1), y se conservé a una temperatura de -20 °C hasta su posterior analisis por

HPLC.

Analisis de familias de compuestos fendlicos

El analisis global se realiza a partir de los extractos metanolicos, utilizando distintos
métodos espectrofotométricos basados en las propiedades quimicas de las distintas
familias o grupos de compuestos fendlicos. De esta manera se determinaron:
¢ Polifenoles totales, cuantificados mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu, que
se basa en la oxidacién en medio basico de los grupos hidroxilo de los fenoles
(Singleton y Rossi, 1965).
¢ Catequinas, por reaccién con p-vainillina en medio acido (Swain y Hills,
1959).
¢ Taninos condensados o proantocianidinas, basandose en la transformacién de
las proantocianidinas en antocianidinas por calentamiento en medio dcido en

presencia de Fe*? (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965).
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Analisis de compuestos fendlicos individualizados

Para el analisis de compuestos fenodlicos individualizados se ha empleado la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), técnica muy desarrollada y que ha
demostrado ser muy ttil en la separacion, identificacién y cuantificacién de mezclas
complejas de compuestos fendlicos. El sistema de deteccién més empleado, y que ha
sido utilizado en este estudio, es el de espectroscopia UV-Vis, siendo el detector de
fotodiodos alineados (PAD), que permite obtener el espectro UV-Visible de los picos
durante el desarrollo cromatogréfico proporcionando informacién sobre diferentes
pardmetros espectrales. Asimismo, también ha sido empleado el detector de
espectrometria de masas (MS) para la identificacién de este tipo de compuestos.
Esta técnica proporciona informacion sobre el peso molecular, generando
fragmentos que facilitan la elucidacién estructural de la molécula (Mauri y col.,
1999). Uno de los métodos de espectrometria de masas mas utilizada es la
ionizacién por electrospray (ESI) que tiene la ventaja de facilitar la ionizacién de
sustancias polares y no volatiles. Esta técnica ha sido muy utilizada para la
identificacién de taninos condensados en distintos tipos de extractos (Gu y col.,
2002; Hayasaka y col., 2003). Ademads, se ha empleado un acoplamiento MS/MS,
para elucidar la estructura de algunos compuestos fendlicos, como derivados
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos (Baderschneider y Winterhalter, 2001).

En este trabajo, el analisis individualizado de los compuestos fendlicos se ha
realizado por HPLC-PAD y HPLC-MS.

a) Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de fotodiodos alineados
(HPLC-PAD). El sistema cromatogréfico usado (Waters) estd compuesto por una
bomba cuaternaria 600 MS, un inyector universal U6K y un detector de fotodiodos
alineados 2001 y sistema de tratamiento de datos Millenium 32 de Waters. La
separacion de los compuestos fenolicos se llevé a cabo en una columna de fase
inversa NovaPak Cis (300 x 3,9 mm, 4 pm de tamafio de particula). Se emple6 una
fase moévil en gradiente, constituida por un solvente A: agua/acido acético (98:2
v/V) y un solvente B: agua/acetonitrilo/4cido acético (78:20:2, v/v/v), con un flujo
de 1 ml/min. La deteccién se realiz6 mediante barrido desde 210 hasta 400 nm. Las

muestras fueron inyectadas por triplicado en un volumen de 25 pl.
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b) Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de espectrometria de masas
(HPLC-MS). El sistema cromatografico Hewlet-Packard series 1100 MS (Palo Alto,
CA) esta equipado con un detector de fotodiodos alineados y con un espectrémetro
de masas (MS) cuadrupolar, utilizando como interfase ionizacién por electrospray
(ESI) en modo negativo. La columna y la fase mévil empleadas son las mismas que
en HPLC-PAD. Las condiciones de ESI fueron las siguientes: temperatura 340 °C,
flujo del gas de secado (N2) 10 mL/minuto; presiéon del nebulizador 40 psi, voltaje
del capilar 4000 V. Se trabaj6 en modo negativo. Se aplic6 un voltaje de
fragmentacion variable, 100 V (m/z <200), 200 V (m/z 200-1000), 250 V (m/z 1000-
3000). Los espectros de masas se registraron entre m/z 100 y m/z 3000.

La identificacién de los compuestos fenodlicos se llevé a cabo mediante la
comparacion de los tiempos de retencion y los espectros UV con los de los patrones
correspondientes y confirmados por HPLC-MS. Los patrones empleados eran de
Extrasynthese (Francia) y de Sigma-Aldrich (Alemania). Aquellos compuestos de
los que no existen patrones comerciales, como los derivados de los acidos
hidroxicindmicos, el glicésido de (+)-catequina, derivados de flavonoles y las
proantocianidinas, se identificaron segun los pardmetros espectrales de UV y por
los datos obtenidos del analisis de HPLC-MS (ESI) (Duetias y col., 2002; 2004).

Para la cuantificacién de los compuestos se utilizé el método del patrén externo a
280 y 320 nm segun la absorcion maxima de cada compuesto. Las rectas de
calibrado de los compuestos se calcularon inyectando distintas cantidades de la
solucion patrén, realizdndose la regresion lineal frente al 4rea del pico obtenida en
cada caso. Los compuestos de los que no hay patrones comerciales, como
proantocianidinas se cuantificaron con la recta de calibrado de la (+)-catequina; el
resto de compuestos se cuantificaron con las rectas de calibrado de los compuestos

libres correspondientes.

Determinacion de la Capacidad Antioxidante

La evaluacién de la actividad antioxidante de las legumbres crudas, remojadas,
cocidas y deshidratadas se realizé segtin la metodologia ORAC (Oxigen-Radical
Absorbance Capacity, capacidad de absorcién de radicales de oxigeno) empleando

fluoresceina como sustancia fluorescente (ORAC-FL) (Davalos y col., 2004). La
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reaccion se lleva a cabo en un volumen final de 200 pL. La solucién antioxidante
[Trolox (1-8pm) y extracto fendlico a diferentes diluciones] (20 pL) y la fluoresceina
(120 pL; 70 nM, concentracioén final) se preincuban durante 10 minutos a 37 °C. A
continuacién, se adiciona AAPH  ((2,2-Azobis  (2-Amidino-Propano)
Dihidroclorado)) (60 pL; 12mM, concentracién final), y se incuba a 37 °C, midiendo
la fluorescencia cada 56 segundos durante 98 minutos. Para ello, se emplea un lector
de placas Polarstar Galaxy (BMG Labtechnologies GMBH, Offenburg, Germany)
con filtros de emisién y excitacion de 520 y 485 nm, respectivamente. La medida de
fluorescencia del equipo se controla mediante el software Fluostar galaxy (version
4.31-0). Se utilizan microplacas negras de 96 pocillos (96F, NuncTM, Denmark).
Todas las mezclas de reaccién se preparan por duplicado y se llevan a cabo por lo
menos tres ensayos independientes para cada muestra. Las curvas de fluorescencia
se normalizaron con respecto a la curva del blanco (sin antioxidante). A partir de las
curvas normalizadas se calcula el area bajo la curva (AUC, area under the curve) de

descenso de fluorescencia utilizando la siguiente férmula:

i=98
AUC =1+ S 1/,
i=1
en donde f; es la lectura de la fluorescencia inicial en el minuto Oy fi es la lectura de

la fluorescencia correspondiente al tiempo i.

El 4rea bajo la curva neta (AUC neta) se calculara del siguiente modo:

AUCneta - AUCantimidante o AUCblanco

Se calcula la ecuacién de regresién entre el area neta y la concentracién de
antioxidante. El valor de ORACk. se calcula dividiendo la pendiente de la ecuacién
correspondiente al extracto fendlico entre la pendiente de la ecuacién
correspondiente al Trolox (andlogo hidrosoluble de la vitamina E). Los valores
finales de ORAC se expresan en pmol de Trolox equivalentes (TE)/g de muestra

analizada.
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Resultados y Discusion

Compuestos Fenélicos Totales

Los contenidos totales de los compuestos fendlicos (Tabla 20) varfan
significativamente entre las legumbres estudiadas. Las muestras crudas de lenteja
Pardina y de judia Pinta, muestran los mayores niveles de fenoles totales (5,58 y 5,38
mg/g m.s., respectivamente), seguidos del garbanzo Castellano y Sinaloa (3,04 y
2,79 mg/g m.s., respectivamente) mientras que la judia Cannellini presenta el
menor contenido de polifenoles (2,08 mg/g m.s.). Al igual que sucedié en los
anteriores compuestos antinutricionales estudiados, la influencia del procesado
también serd determinante en el contenido de polifenoles.

El proceso de remojo no produce cambios relevantes en el contenido total de fenoles
de la mayoria de las legumbres, excepto en el caso de la lenteja, que muestra una
considerable reduccién (76%), posiblemente debida a la presencia de fenoles en la
periferia del grano, que podrian pasar al agua a través de la cubierta de la semilla.
Un comportamiento similar se ha observado en el escaldado de pieles de almendra
(Garrido y col., 2007).

Sin embargo, es la coccién el proceso que trae consigo el mayor descenso en el
contenido de fenoles en todas las legumbres, con reducciones del 21-50%. Estos
resultados estdn de acuerdo con los publicados anteriormente por otros autores
para muestras de frijoles y distintas variedades de judias (Alonso y col., 2000;
Manach y col.,, 2004). Por otra parte, los resultados del presente estudio muestran
que la etapa de deshidratacién practicamente no produce ningin cambio
significativo en el contenido de compuestos fendlicos si lo comparamos con la etapa
de coccién, excepto en el caso de la lenteja que experimenta en la deshidrataciéon
una reduccién del 21% respecto a la etapa de cocciéon. Los niveles de compuestos
fenolicos totales encontrados por Asami y col., (2003) en fresas, frutos del bosque y
maiz deshidratados fueron del orden del 16-43% menores que los encontrados en
muestras congeladas o liofilizadas. La disminucion del contenido de fenoles
encontrada durante la coccion y deshidratacién puede ser debida bien a la unién
establecida entre los polifenoles con otros compuestos como proteinas, o bien, a las
alteraciones en la estructura quimica de los polifenoles que no pueden ser extraidos

e identificados por los métodos actualmente disponibles (Davis, 1981).
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Tabla 20. Influencia del procesado en las harinas de leguminosas sobre la composicién
de fenoles totales, catequinas totales y procianidinas totales.

Fenoles Proantocianidinas  Catequinas PC/CAT
Legumbre Totales Totales Totales
(mg/ g) (mg/ g) (mg/ g)
Garbanzo Sinaloa
Cr 2,790,112 2,19+0,072 0,32+0,01¢ 6,84
R 2,56 £ 0,152 2,07+0,11a 0,610,034 3,39
R+C 1,83+0,18" 1,61+0,02¢ 0,59 +£0,02a 2,73
R+C+D 1,84 +0,03" 1,28 +0,08" 0,42 +0,050 3,05
Garbanzo Castellano
Cr 3,04 +0,23a 1,96 £0,03a 0,58 £0,01¢ 3,37
R 3,05+0,142 2,12+£0,142 1,08 £ 0,03 1,96
R+C 1,74 £ 0,06 0,75+0,05¢ 0,950,050 0,79
R+C+D 1,69 £0,01° 1,80+ 0,04b 1,13 +£0,044 1,59
Lenteja Pardina
Cr 5,58 £ 0,064 591 +0,28a 3,24+0,05a 1,82
R 1,35+0,134 0,76 £0,19b 2,54 £0,010 0,31
R+C 2,79 +0,05" 1,17 £0,26" 1,60 £0,05¢ 0,73
R+C+D 2,19+0,02¢ 1,18+0,01® 1,42+0,014 0,83
Judia Cannellini
Cr 2,080,014 n.d. 0,54 £ 0,074 -
R 2,110,014 n.d. 0,67 £0,04¢ -
R+C 1,64 £0,04b n.d. 1,32 £0,020 -
R+C+D 2,13+0,03a n.d. 1,46 +£0,032 -
Judia Pinta
Cr 5,38 £ 0,06 6,81+0,51a 4,38 £0,08a 1,55
R 4,71 £0,12P 5,53 £0,12P 2,76 £0,090 0,81
R+C 2,84 £0,18¢ n.d. 2,28+0,11¢ -
R+C+D 2,95+£0,03¢ n.d. 2,24 +0,03¢ -

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). PC/CAT: proantocianidinas totales/catequinas totales.
n.d.: no detectado.
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No obstante, otros procesos térmicos como el tostado en piel de almendras y
cacahuetes aumentan el contenido de polifenoles totales debido posiblemente a la
degradacién de otras estructuras fenodlicas, como proantocianidinas altamente
polimerizadas y de baja extractabilidad (Yu y col., 2006) y flavonoles glicosilados
(Garrido y col., 2008), y también al aumento de la extractabilidad fendlica debido a
la destruccién de las estructuras celulares como las paredes celulares (Dewanto y
col., 2002).

Los cambios producidos en el contenido de las diferentes familias de compuestos
fenoélicos, como consecuencia del procesado dependen del tipo de legumbre y
cultivo empleados. Los compuestos que se pueden ver mas afectados por el
procesado térmico son las proantocianidinas y las catequinas, ya que existe una
relacién estructural entre ambos compuestos. El contenido de proantocianidinas
(taninos condensados) en harinas de leguminosas crudas presenta un perfil similar
al de los fenoles totales; asi, se observan valores méximos en el caso de la judia Pinta
(6,81 mg/g m.s.) y la lenteja (5,91 mg/g m.s.) y minimos en el caso del garbanzo
Sinaloa y Castellano (2,19 y 1,96 mg/g m.s., respectivamente). No se ha detectado
presencia de poantocianidinas en la judia Cannellini. Estos resultados ponen de
manifiesto una relaciéon relevante entre el color de la cubierta de la semilla y el
contenido de proantocianidinas, aunque esta relacién es algo controvertida segtin
algunos autores (Beninger y Hosfield, 1999; Diaz-Batalla y col., 2006).

Respecto al proceso de remojo podemos observar una disminucion de los niveles de
proantocianidinas en el caso de la lenteja (87%) y de la judia Pinta (67%), aunque en
las dos variedades de garbanzo esta reduccién no se haga presente. En lo que se
refiere al proceso de cocciéon, se observan destacadas reducciones de
proantocianidinas en todas las legumbres (excepto en lenteja), llegando a no ser
detectadas en el caso de la judia Pinta. La deshidratacién trae consigo resultados
similares en el contenido de proantocianidinas respecto las legumbres cocidas,
excepto en el caso del garbanzo Castellano que ve incrementado su contenido. Estos
resultados concuerdan con los encontrados por Alonso y col. (2000) y El-Hady y
Habiba (2003) en otras legumbres donde utilizaban procesos de extrusiéon. En
general, la deshidratacion a temperaturas superiores a 60 °C es desfavorable para la

extraccion eficaz de compuestos fendlicos debido a la posibilidad de provocar
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condensaciones oxidativas o descomposiciéon de compuestos termoladbiles como (+)-
catequina (Asami y col., 2003).

La relacién proantocianidinas totales/catequinas totales, aproximacién relativa del
grado de polimerizacién de las proantocianidinas, presenta una tendencia similar a
lo largo del proceso en todas las muestras. Desde el punto de vista nutricional es
importante que el grado de polimerizaciéon de proantocianidinas sea bajo, ya que el
nimero de interacciones de proantocianidinas-proteinas aumenta con el grado de
polimerizacién (Davis, 1981; Ricardo-da-Silva y col., 1991). A la vista de los
resultados obtenidos, se observa que el grado de polimerizaciéon disminuye
significativamente como consecuencia de los procesos de remojo y coccién, mientras
que aumenta durante la etapa de deshidratacién. El incremento en esta tltima etapa
puede estar relacionado con distintos factores tales como las altas temperaturas,
cambios en la solubilidad real y en las reacciones quimicas que podrian modificar la
accesibilidad de los andlisis (Tabera y col., 1995). Asimismo, existen estudios que
ponen de manifiesto un aumento en las proantocianidinas mdas polimerizadas

durante la germinacién y fermentacion de lentejas (Bartolomé y col., 1997).

Compuestos Fenélicos Pormenorizados

La composicion fenodlica de las leguminosas presenta diferencias principalmente
cualitativas entre especies y cuantitativas entre variedades, por lo que el estudio
pormenorizado de la composiciéon fenodlica contribuira al conocimiento de los
compuestos fenodlicos de cada una de las legumbres estudiadas. Asimismo, el
comportamiento de estos compuestos una vez que las harinas de leguminosas han
sido tratados térmicamente (R+C y R+C+D), no ha sido estudiado en la literatura
previa sobre legumbres, lo que proporcionara una informacion interesante para la
utilizacién de harinas cocidas liofilizadas o bien deshidratadas, dependiendo de su
mayor o menor contenido fendélico.

El estudio de la composicion fendlica se realiz6 por HPLC-PAD en las muestras de
legumbres crudas y procesadas. En las Tablas 21, 22, 23, 24 y 25, se muestra la
concentracién de los distintos compuestos identificados agrupados segun su
estructura quimica (acidos hidroxibenzoicos, hidroxicindmicos, catequinas y

procianidinas, isoflavonas, flavonoles, flavonas, flavanonas y dihidroflavonoles)

133



CAPITULO 3: Influencia del Procesamiento sobre la Fraccién Fendlica en Lequminosas

para lograr una mejor comprension de los resultados. En las muestras analizadas se
detecté una amplia variedad de compuestos fendlicos, mayoritariamente: acidos
salicilico, p-hidroxifenilacético, vainillinico, protocatéquico, p-hidroxibenzoico, p-
cumdrico trans, p-cumadrico cis, ferilico trans, fertlico cis y cafeico, y derivados de
estos acidos; flavonoles, glicésidos y derivados de miricetina, quercetina y
kaempferol; flavonas, glicésidos de apigenina y luteolina; isoflavonas, derivados de
genisteina, daidzeina, y biochanin; flavanonas, derivados de naringenina,
pinocembrin y eriodictiol; los flavanoles, (+)-catequina, (-)-equicatequina, y
procianidinas dimeras. Cabe destacar que no todos los compuestos citados estan

presentes en todas las muestras analizadas.

Garbanzos Sinaloa y Castellano

El estudio de la composicion fendlica en los garbanzos resulta dificil, no solamente
por la compleja composiciéon de la matriz que dificulta la extraccién de los
compuestos, sino también por la baja concentracién en que se encuentran algunos
de ellos. La concentracion de estos compuestos en las muestras de garbanzos se
muestra en las Tablas 21 y 22 y los cromatogramas correspondientes de las muestras
crudas y deshidratadas de ambos garbanzos en las Figuras 19 y 20.

Hidroxibenzoicos. Los compuestos hidroxibenzoicos, son un grupo de compuestos
fenélicos minoritario en garbanzos (9,5-20% del total de estos compuestos). El
garbanzo Castellano presenta una mayor concentracién que el garbanzo Sinaloa en
muestras crudas, siendo el 4cido p-hidroxibenzoico el principal compuesto en
ambas legumbres (13,39 y 6,01 png/g en Castellano y Sinaloa, respectivamente). En
los vegetales los compuestos hidroxibenzoicos normalmente se encuentran en forma
libre, contrariamente a lo que ocurre con los compuestos hidroxicindmicos y los
flavonoides, que suelen encontrarse combinados con otros &cidos organicos,

azucares, proteinas, etc..., (Molgaard y Ravan, 1988).
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Tabla 21. Concentracién de los compuestos fendlicos (jg/g) en el garbanzo Sinaloa.

Compuestos Fenodlicos ( pg/g) Cr R R+C R+C+D
Hidroxibenzoicos
Glucoésido del acido p-droxibenzoico 0,04 411 46,15 0,71
Derivado del acido gentisico n.d. n.d. 577 2,06
Acido dihidroxibenzoico 0,44 0,35 3,50 0,78
Acido p-hidroxibenzoico 6,01 1,88 1,77 2,12
Aldehido p-hidroxibenzoico 0,57 0,63 n.d. 0,94
2 hidroxibenzoicos 7,06 6,97 57,18 6,61
Hidroxicinnamicos
Acido p-cumarico trans 0,10 0,29 0,10 0,07
Procianidinas
Procianidina 1 8,77 t 18,99 3,08
Procianidina 2 4,19 3,81 3,29 0,42
% procianidinas 12,95 3,81 22,27 3,50
Flavonoles
Quercetina rutinésido 0,52 n.d. n.d. n.d.
Derivado kaempferol 1 n.d. 2,29 0,67 0,46
Derivado kaempferol 2 n.d. n.d. 2,22 1,78
Kaempferol rutindsido 0,60 0,36 0,56 0,54
Quercetina glucésido 0,71 0,75 n.d. 1,30
Kaempferol glucésido n.d. n.d. 0,68 n.d.
Derivado kaempferol 3 n.d. n.d. 0,87 n.d.
Z flavonoles 183 3,40 5,01 4,09
Isoflavonas
Glucésido de biochanin B 6,60 0,81 1,93 1,63
Glucésido de biochanin B 22,09 15,91 n.d. n.d.
Glucoésido de biochanin A 10,26 743 n.d. 21,22
Glucésido de biochanin A 18,58 29,34 15,45 4,84
Biochanin B n.d. n.d. 10,40 8,21
Biochanin A n.d. 18,32 28,14 23,58
Z isoflavonas 57,53 71,81 55,92 59,48
Otros Compuestos
Triptéfano 1,20 3,23 4,75 n.d.
Derivado de triptéfano n.d. n.d. 1,84 n.d.
z 1,20 3,23 6,59 n.d.
Compuestos A max 274 nm no identificados*
Gl 1,01 0,87 3,89 6,34
G2 1,09 0,21 0,62 0,75
G3 6,96 5,76 8,75 7,69
G4 2,20 1,62 1,71 1,77
% 11,27 8,47 14,97 16,54

* Estos compuestos parecen pertenecer todos al mismo grupo, pero no se han podido identificar.
n.d= no detectado; t = trazas.
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Tabla 22. Concentracién de los compuestos fendlicos (pg/g) en el garbanzo Castellano.

Compuestos Fenodlicos ( pg/g) Cr R R+C R+C+D
Hidroxibenzoicos
Glucésido del 4cido p-hidroxibenzoico 12,23 22,40 0,82 n.d.
Acido p-hidroxibenzoico 13,39 4,44 4,99 4,12
2. hidroxibenzoicos 25,62 26,85 5,81 412
Hidroxicinnamicos
Acido p-cumdrico trans n.d. 0,08 0,02 0,03
Procianidinas
Procianidina 9,21 4,18 1,08 0,99
Procianidina 4,81 1,83 1,02 1,44
2 procianidinas 14,02 6,02 2,10 2,43
Flavonas y Flavanonas
Dimetoxi flavona 11,10 n.d. n.d. n.d.
Derivado pinocembrin 1,68 n.d. n.d. n.d.
Pinocembrin 1,37 1,17 0,35 4,84
X Flavanonas y Flavona 14,15 1,17 0,35 4,84
Isoflavonas
Glucésido de genistefna 13,26 24,73 13,45 2,52
Glucésido de Biochanin A 15,11 12,54 6,18 3,67
Biochanin B 741 n.d. n.d. n.d.
Biochanin A 16,14 12,23 n.d. n.d.
2 isoflavonas 51,92 49,49 19,63 6,19
Otros compuestos
Triptéfano 3,09 19,20 4,18 0,38
Derivado de triptéfano 8,31 6,84 1,90 5,58
z 11,40 26,04 6,08 5,95
Compuestos A max 274 nm no identificados*
Gl 9,74 5,65 5,54 6,37
G2 0,76 0,68 0,29 1,24
G3 0,82 n.d. n.d. n.d.
G4 1,59 1,12 0,67 0,54
p3 12,91 744 6,51 8,14

* Estos compuestos parecen pertenecer todos al mismo grupo, pero no se han podido identificar
n.d = no detectado.
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Los 4cidos hidroxibenzoicos son los mas extendidos universalmente en
angiospermas, y provienen sobre todo de la lignina de algunos tejidos por
degradacién enzimdtica (Sarkanen, 1971). También se han detectado derivados de
hidroxibenzoicos en muestras de lupino crudas, donde la presencia de esta familia
respecto al total de compuestos analizados resulta muy similar a la observada en el
garbanzo Sinaloa (18% en lupino y 20% en el garbanzo Castellano) (Duefas y col.,
2009). A diferencia del proceso de remojo, donde apenas se observan variaciones en
el contenido total de compuestos hidroxibenzoicos, durante la coccién se aprecia un
comportamiento muy diferenciado segun la variedad de garbanzo que estemos
tratando. El garbanzo Sinaloa experimenta un notable incremento (aumentando
ocho veces su valor inicial, Figura 21), debido principalmente a la formacién de un
glucoésido del acido p-hidroxibenzoico posiblemente como consecuencia de la
degradacion de lignina durante el tratamiento térmico (Dagley, 1971). Sin embargo,
el garbanzo Castellano ve reducido su contenido de compuestos hidroxibenzoicos
una vez sometida la muestra al proceso de coccién (78%, respecto el remojo), y sin
variaciones significativas cuando ha sido deshidratado (Figura 22). No obstante, el
garbanzo Sinaloa experimenta una reduccién del 88% (respecto a la coccién) cuando
se lleva a cabo el proceso de deshidratacién, siendo el glucésido del acido p-
hidroxibenzoico, el mayor responsable de dicha disminucién, con contenidos finales
muy bajos (0,71 pg/g). Por lo tanto, a la vista de los resultados se pone de
manifiesto que el comportamiento de este grupo de compuestos fenodlicos durante el
procesamiento industrial es diferente dependiendo de la variedad de garbanzo de

que se trate.
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Figura 19. Cromatogramas del garbanzo Sinaloa crudo (a-b) y deshidratado (c-d)
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Figura 21. Variacion del contenido de las principales familias de compuestos fendlicos en

el garbanzo Sinaloa durante el proceso de deshidratacién (pg/g m.s.).
Hbzs= hidroxibenzoicos; Proc= procianidinas.

o Hidroxicindmicos. Los compuestos hidroxicindmicos que forman parte de la
pared celular, en varias cadenas y formas esterificadas, suelen estar unidos a
ligninas y arabinoxilanos (Ishii, 1994). Las concentraciones de estos compuestos
detectados en los garbanzos Sinaloa y Castellano (Tablas 21 y 22) son muy bajas y
similares en ambas variedades, por lo que se ha decidido omitir su representaciéon
gréfica ya que no proporcionaba una adecuada informacién visual. El tnico
compuesto detectado en los garbanzos es un derivado del acido trans p-cumaérico, el
cual durante la etapa de remojo alcanza las concentraciones maés altas (0,29 y 0,08
pg/g en el garbanzo Sinaloa y Castellano, respectivamente). Durante el remojo
previo al proceso de coccidén se facilita la absorcién de agua por la semilla, lo que
produce alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular (Barcel6 y col,,
1992). En relacién a las etapas de coccion y deshidratacién, se aprecian reducciones

en torno al 70% en ambas variedades respecto a la etapa de remojo.
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Figura 22. Variacion del contenido de las principales familias de compuestos fendlicos en

el garbanzo Castellano durante el proceso de deshidrataciéon (pg/g m.s.).
Hbzs= hidroxibenzoicos; Proc= procianidinas.

o Procianidinas. Estos compuestos, caracterizados por su gran capacidad
antioxidante, constituyen un grupo minoritario en los garbanzos, representando un
18 y 11% en el garbanzo Sinaloa y Castellano, respectivamente, en relacion al total
de grupos estudiados. Es de destacar la ausencia de monémeros de flavan-3-ol, ya
que solamente se ha detectado su forma polimerizada, procianidinas, en ambas
variedades. La acusada disminucién de procianidinas durante el remojo puede
atribuirse a que en este periodo comienzan a activarse los diferentes sistemas
enzimaticos, modificando la matriz inicial y haciendo mas dificil la extracciéon de
estos compuestos por los métodos utilizados (Lopez-Amords y col.,, 2000). Sin
embargo, la concentracién de procianidinas en la coccién difiere entre variedades
(Figura 21 y 22), al observar un descenso de dichos polimeros en el garbanzo
Castellano y un incremento notable en el garbanzo Sinaloa, llegando a valores de
22,27 pg/g, superiores incluso a los iniciales en la muestra cruda (72% de
incremento). Por lo contrario, la deshidrataciéon trae consigo reducciones del 73%
(respecto a la muestra inicial) en el garbanzo Sinaloa, y apenas variacién de su
contenido respecto a la coccién en el garbanzo Castellano. Se puede concluir, por
tanto, que ambos procesos inducen modificaciones diferentes segtin la variedad de
garbanzo.

o Flavonoles y Flavanonas. Al igual que las procianidinas, los flavonoles
representan un grupo minoritario y se han detectado solamente en el garbanzo

Sinaloa (2%), como derivados de kaempferol (0,6 pg/g) y de quercetina (1,23 pg/g).
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En el garbanzo Castellano destaca la dimetoxi flavona como compuesto mayoritario
(11,10 pg/g) y el derivado de pinocembrin (1,68 pg/g) en la harina cruda, a pesar de
que ambos compuestos no hayan sido detectados una vez que el garbanzo ha sido
sometido a etapas de remojo, coccién y deshidratacién. Un comportamiento
diferente muestran el resto de componentes de los garbanzos analizados, como
pinocembrin y derivados de kaempferol y quercetina, los cuales incrementan su
contenido a lo largo del proceso, siendo el caso del garbanzo Sinaloa el maés
destacado, aunque sus niveles sigan siendo bajos, tanto en coccién como en
deshidrataciéon. Estos incrementos podrian estar influenciados por el procesado
térmico al que se ven sometidas las legumbres, donde la temperatura es uno de los
factores determinantes junto a otros factores endégenos (hormonas y nutrientes
principalmente) que pueden influir en la actividad de la enzima responsable de la
biosintesis de compuestos flavonoideos (Wiermann, 1981).

o Isoflavonas. Se trata de compuestos intrinsecos de las plantas que se encuentran
en los vegetales como agliconas o como glucésidos, siendo bastante abundantes en
la soja, aunque también se han encontrado en lupino y otras legumbres (Duefias y
col., 2009). Estos compuestos son importantes fitoestrégenos que ejercen efectos
biolégicos beneficiosos influyendo sobre los sintomas menopatsicos, osteoporosis,
sistema cardiovascular... (Mathers, 2002). La presencia de isoflavonas sé6lo se ha
detectado en las muestras de garbanzos, y no en el resto de legumbres analizadas, lo
que les confiere una propiedad interesante a la hora de ser utilizados como materia
prima para la obtenciéon de harinas. Asimismo, se trata del grupo fendlico
mayoritario analizado, representando el 53 y 40% del total de compuestos fenélicos
en el garbanzo Sinaloa y Castellano, respectivamente. Las formas glucosiladas
aparecen en mayor proporcion que las isoflavonas libres en ambas variedades de
garbanzo, destacando los glucésidos de biochanin (57,53 pg/g) en el garbanzo
Sinaloa, y los glucésidos de genisteina y biochanin en el garbanzo Castellano (13,26
y 1511 pg/g, respectivamente). Tras la coccién y deshidratacion, el garbanzo
Sinaloa mantiene los mismos niveles que la muestra cruda (Figura 21). En cambio, el
garbanzo Castellano no sigue este comportamiento, ya que experimenta una

reduccién del contenido de isoflavonas de manera gradual a lo largo del proceso de
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remojo (5%), seguido de la coccién (33%) y mds acentuado en la deshidratacion
(88%) (Figura 22).

o Otros Compuestos Identificados. Asimismo, es preciso destacar la presencia de
otros compuestos identificados en el analisis cromatografico que representan el 17 y
19% del total en el garbanzo Sinaloa y Castellano, respectivamente. La influencia del
procesamiento térmico sobre estos compuestos es importante, produciéndose una
degradacién de los mismos por efecto del calor, llegando a no ser detectados en el
caso de las harinas deshidratadas del garbanzo Sinaloa. En relacién a los
compuestos no identificados que aparecen en Amax 274nm, no presentan un
comportamiento generalizado sino que dependen de la variedad de garbanzo que
se estudia, asi en el caso del garbanzo Castellano se produce una reduccion de los
niveles de estos compuestos hasta un 37% en harinas sometidas al proceso de
deshidratacién, mientras que las harinas de garbanzo Sinaloa exhiben importantes
aumentos tanto en harinas sometidas al proceso de coccién (33%) como al proceso
de deshidratacion (47%).

En conclusién y a la vista de los resultados obtenidos se deduce que a pesar de los
bajos niveles de compuestos fendlicos que presentan los garbanzos, éstos muestran
un comportamiento diferente segtin la variedad de que se trate, observandose una
pérdida importante de los mismos en el garbanzo Castellano durante el proceso
térmico (R+C, R+C+D), mientras que el garbanzo Sinaloa apenas hay cambios en la

harina deshidratada.

Lenteja Pardina

La lenteja junto con la judia Pinta (semillas coloreadas) son las legumbres que
ofrecen una mayor riqueza de compuestos fenélicos, lo que lleva a deducir que es
en la testa coloreada donde se encuentran la mayoria de estos compuestos. Asi lo
establecieron Duefias y col. (2003) en el estudio diferenciado en testa y cotiledén que
desarroll6 en distintas variedades de lenteja (Pardina y Castellana). Los
cromatogramas obtenidos del andlisis de la muestra de lenteja Pardina cruda y
deshidratada se encuentran recogidos en la Figura 23 y las concentraciones de las

distintas familias de compuestos fenélicos en la Tabla 23.
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Figura 23. Cromatogramas de la lenteja Pardina cruda (a) y deshidratada (b)

o Hidroxibenzoicos. Estos compuestos son un grupo minoritario si lo comparamos
con el resto de familias estudiadas (5%) y junto con los hidroxicindmicos, se
encuentran en mayores concentraciones en el cotiledén de la lenteja que a la testa
(Duerias y col., 2002). El acido p-hidroxibenzoico, a pesar de no mostrar un elevado
contenido en la muestra cruda (3,68 g/ g), experimenté un notable ascenso una vez
que la lenteja se remojé (39,2 png/g). Este incremento, al igual que sucede en las
muestras de legumbres anteriormente analizadas, podria ser debido a una
oxidaciéon enzimatica durante el procesado, con la consecuente degradacién de la

lignina, dando lugar a la forma libre de los acidos hidroxibenzoicos.

144



CAPITULO 3: Influencia del Procesamiento sobre la Fraccién Fendlica en Leguminosas

Tabla 23. Concentracion de los compuestos fenolicos (ng/g) en la lenteja Pardina.

Compuesto Fenélico (pg/g) Cr R R+C R+C+D
Hidroxibenzoicos
Acido p-hidroxibenzoico 3,68 39,2 25,75 31,69
Acido protocatéquico n.d. n.d. 0,48 n.d.
Glucosido del dcdo vainillinico 0,04 n.d. n.d. n.d.
Derivado de acido benzoico n.d. 3,19 11,04 14,24
Aldehido protocatéquico 0,07 0,76 3,44 3,61
Acido p-hidroxibenzoico 1,9 0,48 n.d. 0,64
% hidroxibenzoicos 5,69 43,63 40,71 50,18
Hidroxicindmicos
Acido p-cumaroil malico 0,66 n.d. 0,04 n.d.
Acido p-cumaroil glicélico 0,42 n.d. 0,05 n.d.
Derivado del dcido p-cumarico trans 0,12 n.d. n.d. 0,73
Acido p-cumadrico trans 2,14 0,3 0,58 0,36
Acido p-cumarico cis 0,42 0,24 0,43 0,12
% hidroxicindmicos 3,76 0,54 1,1 1,21
Catequinas y Procianidinas
Glucésido de (+) catequina 39,89 n.d. 1,84 1,86
(+) Catequina n.d. n.d. 51 1,64
Procianidina B2 8,92 n.d. n.d. n.d.
Glucésido de (-) epicatequina n.d. n.d. 56 4,09
(-) Epicatequina n.d. n.d. 0,68 1,04
Procianidina 9,3 n.d. 0,53 n.d.
Tetramero de procianidina (tetrdmero A) 1,81 n.d. n.d. n.d.
Procianidina 3,82 n.d. n.d. n.d.
Procianidina 0,93 n.d. n.d. n.d.
Procianidina 2,98 n.d. n.d. n.d.
Procianidina 4,45 n.d. n.d. n.d.
X catequinas y procianidinas 72,10 nd. 13,75 8,63
Flavonoles

Dihidrokaempferol 0,66 n.d. n.d. n.d.
Derivado de kaempferol 1 n.d. 0,67 1,47 0,49
Derivado de kaempferol 2 n.d. 0,44 0,57 n.d.
Derivado de kaempferol 3 2,01 n.d. 0,96 1,47
Derivado de kaempferol 4 3,06 1,21 n.d. n.d.
Glucésido acilado de kaempferol 1 n.d. n.d. 0,44 0,78
Miricetina ramnoésido 1,83 0,5 0,54 n.d.
Glucésido acilado de kaempferol 2 1,63 0,51 0,73 0,83
Rutindsido de Kaempferol 5,00 1,23 0,58 1,53
Derivado de kaempferol 5 n.d. n.d. 0,69 n.d.
Derivado de kaempferol 6 2,64 0,53 n.d. 0,43
Z flavonoles 16,83 5,09 5,98 5,53
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Flavonas y Flavanonas

Apigenina metil-eter 0,15 0,65 n.d. n.d.
Luteolina diglucosido 4,55 1,20 1,78 n.d.
Derivado de eriodictiol n.d. n.d. 0,17 n.d.
Eriodictiol n.d. 0,16 0,20 n.d.
5,7-dimetoxi flavona n.d. 0,24 0,06 0,50
. flavonas y flavanonas 47 2,25 2,21 0,50
Otros Compuestos
Triptéfano 0,91 1,68 1,99 2,86
Cis resveratrol n.d. n.d. 0,04 n.d.
z 0,91 1,68 2,03 2,86

* Estos compuestos parecen pertenecer todos al mismo grupo, pero no se han podido identificar
n.d = no detectado

Los compuestos derivados del acido benzoico, y el aldehido protocatéquico apenas
fueron detectados en la muestra cruda, pero si en las muestras remojadas, cocidas y
deshidratadas, mostrando un aumento gradual a medida que las etapas se iban
sucediendo, llegando a alcanzar concentraciones de 14,24 y 3,61 ng/g,
respectivamente.

El acido protocatéquico presenta dos grupos hidroxilados en posiciéon orto, lo que
permite la formacién de quinonas mediante accién enzimatica; estos compuestos, a
su vez, pueden interaccionar con proteinas formando complejos dificilmente
extraibles para ser determinados analiticamente (L6pez-Amorés y col., 2006). Por lo
tanto, esto justificaria la dificil deteccién del 4cido protocatéquico durante el
procesado, observado tnicamente durante la coccion. Asimismo, existen diversos
estudios que hacen referencia al procesado de lentejas, tales como la fermentaciéon
(Bartolomé y col., 1997) y germinacién (Lépez-Amorés y col., 2006), donde también
se han observado reducciones de estos compuestos, que podrian ser debidas a la
reaccién con hidroxidcidos dando lugar a sus derivados.

Hidroxicindmicos. Respecto a los acidos hidroxicindmicos y sus derivados, puede
destacarse que estos ultimos compuestos, aparecen por lo general en menores
concentraciones que la de los acidos libres correspondientes, siendo tnicamente

detectado el derivado del 4cido trans p-cumadrico.
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Figura 24. Variacién del contenido de las principales familias de compuestos fendlicos en
la lenteja Pardina durante el proceso de deshidratacion (pg/g m.s.).
Hbzs= hidroxibenzoicos; Hens= hidroxicindmicos; Cat y Proc= catequinas y procianidinas.

La presencia de estos compuestos cinamicos principalmente en el cotiledén de la
semilla puede ser debida a la existencia de los acidos organicos o hidroxiacidos en el
cotiledén, como gran reservorio de la mayoria de los macrocomponentes de la
semilla, confirmandose la tendencia de los acidos hidroxicindmicos a unirse con los
hidroxiacidos, como generalmente se presentan en la naturaleza. Estos compuestos,
presentes en una baja proporcién en la muestra cruda (4%), a diferencia de los
acidos hidroxibenzoicos no ven aumentados sus contenidos durante el procesado,
sino que tienden a reducir su presencia en la lenteja Pardina a lo largo del proceso.
La reduccién del contenido de compuestos hidroxicindmicos durante el remojo
también ha sido observada en distintas legumbres como guisantes y judias junto
con la reduccién de otros componentes tales como carbohidratos y fitatos (Vidal-
Valverde y Frias, 1992; Lopez-Amorods y col.,, 2006). Sin embargo, el compuesto
identificado como derivado del 4cido trans p-cumarico experimenta un ligero
incremento respecto la muestra cruda, como consecuencia de la degradacion de su
correspondiente acido en forma libre.

o Catequinas y Procianidinas. Este grupo de compuestos es el mayoritario (67%) de
los compuestos cuantificados, lo que se debe fundamentalmente a la elevada
concentracién en que se encuentra el glucésido de (+) catequina (39,89 ng/g). Estos
resultados coinciden con lo determinado por otros autores, que encuentran la (+)

catequina en altas concentraciones en las lentejas (Escarpa y Goénzalez., 2001) o bien
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el glucésido de (+) catequina como compuesto mas abundante en lenteja Pardina
(Duetias y col., 2007a). No obstante, la testa de las lentejas contiene la practica
totalidad de los fenoles flavonoideos de la semilla y es una buena fuente de
compuestos del tipo flavan-3-ol, tanto mondémeros como oligémeros de
procianidinas (Duenas y col., 2002). Las prodelfininas, compuestos que se engloban
dentro de las proantocianidinas, no han sido detectadas en lenteja Pardina en este
estudio, sin embargo otros autores han determinado su presencia en muestras de
lenteja Pardina crudas en elevadas proporciones (Duefias y col., 2007a).

A pesar de que en la etapa de remojo no se observa la presencia de ningtin de estos
compuestos (Figura 24), después de la coccién y después de la deshidratacién se
han detectado pequehas concentraciones de los monémeros (+) catequina y (-)
epicatequina y sus glucésidos, debido posiblemente a la ruptura de oligémeros o
polimeros de procianidinas. Estos resultados se asemejan a los descritos por Lopez-
Amoro6s y col. (2006) en lentejas germinadas, donde s6lo observaban trazas de estos
compuestos como consecuencia del proceso de germinacién.

o Flavonoles. Los compuestos flavonoideos presentes principalmente en la
cubierta de las lentejas, al igual que las procianidinas, muestran una gran actividad
antioxidante, como consecuencia de la estructura que presentan (Jovanovic y col.,
1994; Furhrman y Aviram, 2002;). Junto con las procianidinas son grupos
abundantes en las lentejas (16% del total de grupos fenélicos analizados), siendo los
derivados de kaempferol casi los tnicos presentes en la muestra cruda (15 pg/g).
Los resultados obtenidos en la literatura en muestras crudas de lentejas sefialan
cémo los glicésidos de kaempferol son los compuestos mayoritarios respecto al total
de compuestos fendlicos (Escarpa y Génzalez., 2001). Cabe destacar la presencia de
un ramnosido de miricetina en la lenteja Pardina (1,83 pg/g), detectada en mayores
concentraciones (5,79 pg/g) en la misma variedad de lenteja por otros autores
(Duerias y col., 2007a), asi como en més alta concentracion (57.9 pg/g) en la testa de
la misma variedad de lenteja (Duefias y col., 2002). Una vez que las muestras han
sido remojadas, se produce una acusada reduccién de los flavonoles (70%). Sin
embargo es importante resaltar la formacion de algunos nuevos derivados de
kaempferol en las tultimas etapas del proceso, seguramente como consecuencia de

interreaciones entre ellos, ya que estos compuestos pueden estar inicialmente
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unidos a otras moléculas de naturaleza fenolica o no, y se liberen por accion de las
enzimas formadas durante el procesado (Lé6pez-Amords, 2000).

o Flavonas y Flavanonas. Dentro del grupo de las flavonas cabe destacar el
diglucésido de luteolina como compuesto mayoritario (97% del total de compuestos
analizados dentro del mismo grupo). Glicésidos de luteolina se han detectado
anteriormente por otros autores en lupino y en lentejas de las variedades Castellana
y Pardina, siendo esta tltima la que presentaba mayores niveles de los gliccésidos
de luteolina (Escarpa y Goénzalez., 2001; Duefas y col., 2002; 2006, 2009). Las
flavanonas, como el eriodictiol y su derivado aparecen como consecuencia del
procesado, en las etapas de remojo y coccién, aunque en concentraciones pequefias
de 0,16 y 0,24 pg/g, respectivamente. Un comportamiento similar ha sido
observado durante la germinacion de lupino, detectindose s6lo en la muestra
germinada (Duefias y col., 2009). Sin embargo, la apigenina metil-éter ve aumentada
cuatro veces su concentracion después del remojo, aunque durante la coccién y
deshidratacién no se ha detectado. A pesar de no haber sido identificado ningtin
glucésido de apigenina en las muestras, en la literatura previa se ha citado la
presencia de estos glucésidos en concentraciones apreciables en lenteja Pardina, que
disminuyen su contenido cuando las lentejas se tratan con diversas enzimas
(Duetias y col., 2007a). La etapa de deshidratacién provoca reducciones del 89%
respecto a la muestra inicial, detectando tan sélo trazas de dimetoxi-flavona (0,5
ng/g) (Figura 24).

o Otros compuestos identificados. Como ocurria en el estudio analitico de los
compuestos fendlicos en garbanzos, se han identificado el triptéfano y derivados
que aparecen en muy bajos niveles en harinas crudas. Sin embargo, a lo largo del
procesamiento térmico (R+C, R+C+D) aumentan dichos niveles, representando 3-
4% del total de los compuestos identificados.

En resumen, la lenteja Pardina exhibe niveles muy destacados de compuestos
fendlicos principalmente catequinas y procianidinas, seguidos de flavonoles, que a
lo largo del proceso térmico industrial de deshidrataciéon muestran un descenso
muy acusado; por otra parte se observa un aumento de compuestos

hidroxibenzoicos procedentes de la degradacion térmica de la lignina.
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Judias Cannellini vy Pinta

Se han encontrado grandes diferencias entre las dos variedades de judias
analizadas, siendo la judia Pinta la mas rica en compuestos fendlicos (Figuras 25y
26). En general, se ha observado una notable disminucién de los compuestos
fendlicos en las diferentes etapas del procesado, con un comportamiento bastante
diferenciado entre las dos variedades de judias estudiadas.

o Compuestos hidroxibenzoicos. Es importante destacar el elevado contenido de
estos compuestos en ambas variedades, representando un porcentaje similar
respecto al contenido total de compuestos en la muestra, 20% en el caso de la judia
Pinta y 31% en la judia Cannellini. En el caso de la judia Pinta (84,91 pg/g
compuestos hidroxibenzoicos totales), este contenido se debe principalmente a la
notable presencia de acido salicilico (Tabla 25), que contribuye con mas del 50% al
contenido total de acidos hidroxibenzoicos. El acido vainillinico se muestra como el
principal compuesto hidroxibenzoico en el caso de la judia Cannellini, también
descrito en otras legumbres como lentejas y guisantes donde est4 presente en altas
concentraciones (Lopez-Amorés y col, 2006). El procesado de las muestras
generalmente trae consigo una reducciéon gradual a medida que van sucediendo las
distintas etapas, llegando incluso a no ser detectados en la etapa de deshidrataciéon
los compuestos que inicialmente se mostraban como mayoritarios (dcido salicilico y
dcido vainillinico). Sin embargo, el acido y el aldehido protocatéquico en la judia
Pinta y el 4cido p-hidroxibenzoico en la judia Cannellini han visto incrementado su
contenido una vez sometidas las muestras a un proceso de deshidratacién. Estos
compuestos, como sucedia en las legumbres anteriormente estudiadas, podrian
haberse formado a partir de la degradacién de la lignina como consecuencia de una

oxidacion enzimaética (Dagley, 1971).

150



Figura 26. Cromatogramas de judia Pinta cruda (a) y deshidratada (b)
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Tabla 24. Concentraciéon de los compuestos fenolicos (ug/g) en la judia Cannellini.

Compuestos Fendlicos ( png/g) Cr R R+C R+C+D
Hidroxibenzoicos
Acido p-hidroxibenzoico 403 1,10 0,83 4,79
Acido vainillinico 10,71 nd. n.d. n.d.
Acido p-OH fenilacético 6,92 nd. n.d. n.d.
2 hidroxibenzoicos 21,66 1,10 0,83 4,79
Hidroxicindmicos
Derivado &cido feralico trans 1 2,38 0,61 nd. n.d.
Derivado acido p-cumadrico trans 1 0,13 0,17 nd. nd.
Derivado acido caféico 226 1,22 0,62 0,60
Derivado acido p-cumarico trans 2 0,37 0,24 0,66 0,19
Derivado acido ferualico trans 2 1,22 1,05 0,80 0,58
Derivado acido caféico 1,12 n.d. 0,79 0,22
Derivado &cido p-cumérico trans 3 0,95 0,38 1,87 1,85
Acido fertlico trans 8,95 5,17 9,38 8,61
Acido fertlico cis 6,14 4,62 8,71 7,57
Y 4cidos hidroxicinamicos 2351 13,45 22,83 19,62
Dihidroflavonoles
Dihidroquercetina n.d. 0,70 2,67 0,89
Flavanonas
Derivado naringenina 1 1,28 1,70 1,91 1,68
Naringenina—metil eter 1 0,98 nd. nd. n.d.
Derivado naringenina 2 nd. 1,17 n.d. n.d.
Naringenina-metil eter 2 1,59 6,74 0,92 n.d.
Derivado naringenina 3 2,01 0,47 n.d. n.d.
Derivado naringenina 4 nd. 1,91 nd. n.d.
Eriodictiol 1,20 1,72 n.d. n.d.
Pinocembrin nd. 0,82 n.d. n.d.
% flavanonas 7,05 14,53 2,82 1,68
Otros compuestos
Derivado triptofol 227 1,53 1,16 1,80
Tript6fano n.d. 1,19 n.d. nd.
Derivado triptéfano nd. 3,89 0,56 n.d.
z 2,27 6,61 1,72 1,80
Compuestos A max 274 nm no identificados*
1 11,77 5,61 14,81 13,55
2 348 0,67 2,65 213
z 15,25 6,27 17,46 15,68

* Estos compuestos parecen pertenecer todos al mismo grupo, pero no se han podido identificar
n.d = no detectado.
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Tabla 25. Concentracion de los compuestos fenolicos (png/g) en la judia Pinta.

Compuestos Fendlicos (pg/g) Cr R R+C R+C+D
Hidroxibenzoicos
Acido protocatéquico 2,40 1,40 2,32 2,92
Aldehido protocatéquico n.d. 0,29 0,53 1,19
Acido p-hydroxybenzoico 12,20 5,49 7,27 8,32
Aldehido p-OH benzoico n.d. n.d. n.d. 2,42
Acido vainillinico 17,01 n.d. n.d. n.d.
Acido p-OH fenilacético 8,42 5,78 2,17 2,27
Acido salicilico 44,89 3,39 n.d. n.d.
X hydroxybenzoics 84,91 16,34 12,29 17,12
Hidroxicindmicos
Derivado del acido ferualico trans 1 3,31 2,32 2,19 n.d.
Acido cafeico 1,94 1,36 1,14 2,12
Acido p-cumaroil trans malico 5,14 2,93 1,70 2,64
Derivado acido p-cumadrico trans 2 2,09 2,25 1,73 1,87
Acido fertlico trans 11,80 14,66 8,02 8,92
Derivado &cido fertlico cis 10,45 11,50 8,24 n.d.
Acido fertlico cis 1,58 1,49 2,16 4,10
2 hidroxicinamicos 36,30 36,51 25,18 19,65
Catequinas y procianidinas
Glucésido de (+) catequina 45,75 1,46 n.d. n.d.
Dimero Procianidina 1 41,20 3,54 4,92 n.d.
(+) Catequina 142,58 22,06 76,25 n.d.
Dimero de procianidina 2 17,45 n.d. n.d. n.d.
Trimero de procianidina 9,96 11,06 3,52 n.d.
X catequinas y procianidinas 256,93 38,11 84,68 nd.
Flavonoles y dihidroflavonoles
Dihidroquercetina n.d. n.d. 2,41 2,26
Glicésido de quercetina 1 1,91 n.d. 1,98 2,46
Glicosido acilado de quercetina 2,39 2,69 n.d. n.d.
Glicosido de kaempferol 3,13 n.d. n.d. n.d.
Glicosido de quercetina 2 7,15 412 2,96 2,31
X flavonoles y dihidroflavonoles 14,58 6,81 7,35 7,04
Flavanonas
Derivado de naringenina 1 4,49 4,24 1,43 1,25
Derivado de naringenina 2 1,29 n.d. n.d. n.d.
Eriodictiol 3,83 291 1,69 n.d.
Pinocembrin 1,26 1,29 1,29 n.d.
Y flavonas y flavanonas 10,87 8,44 441 1,25
Otros compuestos
L-tirosina 0,09 0,08 0,06 0,08
6,7-dihidroxi-4-metil cumarina 0,37 n.d. n.d. n.d.
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Triptofol 3,27 3,35 1,98 2,39

= 3,73 3,43 2,04 2,47
Compuestos A max 274 nm no identificados*

1 nd. nd. 21,47 n.d.

2 5,46 6,26 2,29 n.d.

z 5,46 6,26 23,76 n.d.

* Estos compuestos parecen pertenecer todos al mismo grupo, pero no se han podido identificar
n.d = no detectado

o Compuestos hidroxicindmicos. Estos compuestos, en el caso de la judia Cannellini,
constituyen el grupo mayoritario respecto al total de grupos analizados (34%),
donde destaca la presencia de los isémeros trans- y cis del acido fertdlico (Tabla 24)
como compuestos mayoritarios. Similares contenidos de 4cido trans-fertlico junto
con el derivado de 4cido cis-fertlico aparecen en la judia Pinta (11,8 y 10,45 pg/g,
respectivamente). Estos resultados concuerdan con un estudio realizado en 15
variedades de judias, donde resaltaban el alto contenido de 4cido fertlico como
compuesto mayoritario y la baja presencia de acido cafeico, que se encontraba en
trazas (Luthria y Pastor-Corrales, 2006). Asimismo, las variedades de judias
Cannellini y Pinta muestran concentraciones muy superiores a las recogidas por
otros autores en la variedad de judias La Granja (Lopez-Amorés y col., 2006). Los
compuestos derivados de los &cidos trans-p-cumarico o trans-fertlico conjugados
con 4cidos organicos, se detectaron en la testa y el cotiledén de guisantes crudos y
en el cotiledén de lentejas (Duefias y col., 2002; Duefias y col., 2004). La presencia de
acido malico, formando ésteres con los acidos fendlicos libres, en este caso con el
trans-p-cumadrico en la judia Pinta, puede tener relaciéon con la presencia de este
acido descrito como mayoritario en hojas y tallos de algunas leguminosas, teniendo
un papel importante en la regulacion del pH (Li y Copeland., 2000). Una vez que las
muestras son sometidas a una etapa de remojo, se observa cémo los compuestos
hidroxicindmicos experimentan una reduccién en el caso de la judia blanca
Cannellini (17%) (Figura 27), sin embargo, la judia Pinta apenas muestra variaciones
significativas (Figura 28). El andlisis de los componentes fendlicos en el agua de
remojo llevado a cabo en dos variedades de judias, revel6 el bajo contenido de los
compuestos encontrados (<2%) (Luthria y Pastor-Corrales, 2006). En lo que refiere a

la coccién, se observa que este proceso afecta de forma diferente a ambas judias,

154



CAPITULO 3: Influencia del Procesamiento sobre la Fraccién Fendlica en Leguminosas

produciendo aumento de acidos hidroxicindmicos en el caso de la judia Cannellini,
respecto el remojo, como consecuencia del acusado incremento de los acidos cis- y
trans-  fertlicos (81% y 88%, respectivamente), y una reduccién en la judia Pinta.
Sin embargo, otros autores s6lo observan reducciones del 17-1% durante la coccién
en judias de las variedades Pinta y Matterhorn, atribuyendo dichas pérdidas
parciales a la posible oxidacién de los compuestos fenélicos o a su transformacién
en compuestos mas complejos no detectados por los procedimientos de HPLC
utilizados (Luthria y Pastor-Corrales, 2006). Tras la etapa de deshidratacion, se
observa la destacable reduccién que ha tenido lugar durante todo el proceso
(respecto a la harina cruda), mostrando una disminucién del 16% en el caso de la

judia Cannellini, siendo més acusada en la judia Pinta 46%.
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Figura 27. Variacion del contenido de las principales familias de compuestos fendlicos en
la judia Cannellini durante el proceso de deshidrataciéon (pg/g m.s.).
Hbzs= hidroxibenzoicos; Hcns= hidroxicindmicos.

o Catequinas y procianidinas. Cabe destacar que las diferentes coloraciones que
presentan algunas semillas de legumbres, indican la presencia o ausencia de ciertos
compuestos fenodlicos, principalmente proantocianidinas y antocianos, lo cual
podria explicar la ausencia de estos compuestos en la judia Cannellini, como
observaron Lopez-Amords y col. (2006) en judias blancas de la variedad La Granja.
Sin embargo, Escarpa y Gonzédlez (2001) determinaron la presencia de
proantocianidinas en judias blancas crudas como compuestos mayoritarios respecto

al total de compuestos fendlicos analizados. Los flavan-3-oles en sus diferentes
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formas, monémeros, dimeros o trimeros son los que se encuentran en mayor
concentracién en la judia Pinta, representando un 62% del total de grupos de
compuestos fendlicos analizados (Figura 28). Asimismo, los monémeros de flavan-
3-0l, tales como (+) catequina (142,58 pg/g) y su glucédsido (45,75 pg/g) son los
compuestos mayoritarios dentro de este grupo, aunque el dimero de procianidina
también se encuentra en elevadas concentraciones. Estos elevados contenidos de
catequinas y en menor proporcién de procianidinas, hace que las judias Pintas
puedan ser consideradas una fuente destacada de compuestos del tipo flavan-3-ol,
compuestos a los que se atribuye una gran capacidad antioxidante y, por tanto,
importantes desde un punto de vista farmacolégico. Durante el remojo, se aprecia
una acusada reduccién de las catequinas (85%) y procianidinas (79%), que en la
coccién y sobre todo en la deshidratacién, es mas dréstica, llegando a no ser
detectados después de la deshidratacion. Sin embargo, la (+) catequina experimenta
un aumento en su contenido durante la coccion (respecto a la etapa de remojo), que
podria ser atribuido a la degradaciéon de polimeros de procianidina en unidades

sencillas (Buchner y col., 2006).
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Figura 28. Variacion del contenido de las principales familias de compuestos fendlicos en
la judia Pinta durante el proceso de deshidratacién (pg/g m.s.).
Hbzs= hidroxibenzoicos; Hens= hidroxicindmicos; Cat y Proc= catequinas y procianidinas.

o Flavonoles y dihidroflavonoles. Es importante destacar la presencia de glucésidos
de flavonoles (quercetina y kaempferol) y de un dihidroflavonol
(dihidroquercetina) en judia Pinta (Figura 28), aunque en la judia Cannellini

solamente se ha detectado la dihidroquercetina; este tltimo compuesto debido a su
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baja concentracién no ha sido representado gréficamente en ninguna de las dos
variedades. Diaz-Batalla y col. (2006) detectaron la presencia de quercetina y
kaempferol en forma libre en judias comunes en elevadas concentraciones (6,9-209,4
pg/g); v sus formas glucosiladas como mayoritarios en judias de procedencia
italiana segtun detalla Dinelli y col. (2006). Asimismo, varios glicésidos de flavonoles
han sido descritos como componentes de los tejidos externos de las semillas de
leguminosas (Duefias y col, 2002, 2004). En muestras crudas, la mayor
concentracién de flavonoles correspondié al glicésido de quercetina 2 (7,15 pg/g),
que a diferencia del glicésido de quercetina 1, ve disminuido su contenido a lo largo
del procesado, mientras que el glucésido 1 experimenta un ligero incremento en la
etapa de deshidratacién. Similar comportamiento presenta la dihidroquercetina,
dihidroflavonol que solamente ha sido detectado en las muestras que han sido
sometidas a un proceso de coccién o deshidratacion. Los incrementos que exhiben
los dihidroflavonoles han sido observados en literatura previa durante el proceso de
germinacién en lupino (Duefias y col., 2009).

o Flavanonas. En las muestras de judias crudas el contenido de flavononas es muy
bajo (10% y 3% en judia Cannellini y judia Pinta, respectivamente) (Figura 27 y 28).
Sin embargo, cuando las muestras son sometidas a un proceso de remojo, se observa
en la judia Cannellini un incremento del 106%, debido a que el contenido de
naringenina-metil eter 2, que aumenta cuatro veces; sin embargo la presencia de
estos compuestos se ve reducida en la coccién y deshidratacion, excepto en el
derivado de naringenina 1, en la judia Cannellini (1,91 pg/g). También cabe
destacar la presencia de eriodictiol y pinocembrin en bajas proporciones en ambas
judias; este ultimo compuesto es caracteristico del propéleo al que se le ha atribuido
propiedades antioxidantes, antibacteriana y antiinflamatorias (Gao y col., 2008).
Existen pocas variaciones respecto al contenido de compuestos fendlicos si
comparamos las dos ultimas etapas del procesado (coccién y deshidratacion),
produciéndose una reduccién del 76% en judia Cannellini y 52% en Pinta respecto a
la muestra cruda.

o Otros compuestos. En la judia Pinta se han identificado otros compuestos
minoritarios, como son L-tirosina y una cumarina, pero también se ha detectado la

presencia de triptofol, que representa un 88% del total de este grupo de compuestos.
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A lo largo del procesado, estos compuestos ven reducida su presencia un 34%
respecto a la muestra cruda como consecuencia del tratamiento térmico.

En relacién a los compuestos no identificados que aparecen en Amax 274 nm en la
judia Pinta y en la judia Cannellini, presentan un comportamiento similar durante
la coccién, donde ambas legumbres ven incrementado su contenido, a diferencia de
la etapa de deshidratacién, donde en la judia Pinta no se detecta ningtin compuesto
de este grupo y en la judia Cannellini aumenta su concentracién respecto a la harina
cruda.

Como cabria esperar, son grandes las diferencias cuantitativas observadas en la
composiciéon fendlica entre las variedades de judia estudiadas. Estas diferencias
podrian ser atribuidas a diferentes factores tales como el genotipo (cultivo o
variedad), practicas agronémicas (irrigacion, fertilizacién, pesticidas), maduracién y
cosecha, almacenamiento y condiciones climéticas (Dixon y Paiva, 1995; Ninfali y
Bacchiocca, 2003). A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que el
tratamiento térmico (R+C, R+C+D) promueve descensos muy importantes en todos
y en cada uno de los grupos de compuestos fendlicos estudiados, siendo maés

acentuados cuando se lleva a cabo el proceso de deshidratacion.

Actividad antioxidante

Los compuestos fenolicos por sus caracteristicas estructurales, tienen la facilidad de
captar radicales libres, propiedad que les aporta actividad antioxidante. Los valores
de ORAC (actividad antioxidante) de las legumbres crudas y procesadas durante
cada una de las etapas del proceso se reflejan en la Tabla 26. Los datos de ORAC en
las legumbres crudas estudiadas oscilan entre 16,38 pmol TE/ g (garbanzo Sinaloa) y
96,23 pmol TE/ g (judia Pinta). El garbanzo es la legumbre menos estudiada y de la
que se tiene una menor informacién acerca de la capacidad antioxidante, como
consecuencia de los bajos valores de ORAC que presenta (16,38 y 27,77 ymol TE/ g
en el garbanzo Sinaloa y Castellano, respectivamente) (Figura 29). La lenteja
Pardina, al igual que la judia Pinta, posee una gran capacidad antioxidante como
consecuencia de la alta presencia de procianidina B, (dimero de procianidina) y

tetrdmeros de procianidina presentes en su composicion fendlica.
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Tabla 26. Influencia del procesado en las harinas de leguminosas sobre los valores de
ORAC (umol Trolox eq/g m.s.).

Ga.rbanzo Garbanzo Lent.eja ]udia. . Judia Pinta

Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 16,38 + 0,70b 27,77 +2,404d 66,97 £4,90¢c 38,33 £2,60¢ 96,23 +8,20¢
R 13,65+ 1,00a 1855+1,40c 17,36+1,60a 33,00+2,80¢c 5520+1,10°
R+C 16,73+ 0,20® 14,07+0,302 24,73+1,30b 2447+1,60> 39,13 +3,50a
R+C+D 16,20+ 1,40 1593 +1,00> 20,95+2,10a 20,20+0,502 39,07 +2,804

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estandar (n = 6). n.d.= no
detectado.

La capacidad antioxidante de las procianidinas aumenta con su grado de
polimerizacién, mostrando una mayor actividad los trimeros que los dimeros o
mondmeros (Lotito y col,, 2000; Duefias y col.,, 2003). Duefias y col., (2006)
estudiaron la capacidad antioxidante presente en la testa y cotiledén de lentejas, y
observaron que dicha capacidad se debia principalmente a los compuestos
flavonoideos, que se encontraban mayoritariamente en la testa de la lenteja. No
obstante, la variedad de lenteja estudiada es otro factor que va a influir en los
valores obtenidos de ORAC; asi lo reflejan distintos autores al estudiar esta
capacidad en distintas variedades de lentejas, obteniendo valores comprendidos
entre 59,55 y 95,20 pmol TE/g (Xu y Chang, 2007; Halvorsen y col., 2002). Respecto
a las judias, observamos valores de ORAC inferiores en el caso de la judia
Cannellini (38,33 pmol TE/g) respecto a los de la judia Pinta (Figura 29), como
consecuencia de la baja presencia de proantocianidinas. Teniendo en cuenta la gran
actividad antioxidante que se le atribuye a las proantocianidinas y a los flavonoles y
flavonas, los resultados obtenidos de capacidad antioxidante en la judia Pinta
podrian deberse a las altas concentraciones que presentan estos grupos de
compuestos, mostrando por lo tanto una mayor capacidad de captacién de radicales
libres respecto al resto de legumbres estudiadas. La alta correlacién de estos grupos
con la actividad antioxidante que poseen podria estar relacionada con la estructura
que presentan estos compuestos (Jovanovic y col., 1998; Fuhrman y Aviram, 2002).

Ademads existen ciertos flavonoles como el kaempferol y sus formas conjugadas a
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los que se les ha atribuido cierto caracter anticancerigeno (Di Carlo y col., 1999). La
gran variabilidad de la capacidad antioxidante que se refleja entre las judias ha sido
estudiada por Xu y Chang, (2007), que analizaron siete variedades de judias

obteniendo valores extremos de ORAC comprendidos entre 13,30-92,73 pymol TE/ g.

BG.Sinaloa WG. Castellano ML Pardina WJ. Cannellini  @J. Pinta

R+C

R+C+D

0 50 100 150 200 250 300
umol TE/g

Figura 29. Capacidad antioxidante de las leguminosas durante el proceso de
deshidratacion.

Una vez que las leguminosas son sometidas a una etapa de remojo (R), se observan
reducciones significativas, superando en la lenteja Pardina y la judia Pinta el 40% de
disminucién de la capacidad antioxidante (Figura 29). En el caso de los garbanzos
las reducciones mdas acusadas las experimenta el garbanzo Castellano (33%),
mientras que en el Sinaloa estas reducciones son menos acusadas (16%). Este
comportamiento podria estar atribuido a la dréstica reduccion que experimentan las
isoflavonas en el garbanzo Castellano durante el remojo (88%) a diferencia del
Sinaloa, que ve incrementado ligeramente su contenido. No obstante, en ambas
variedades de garbanzo, el descenso de la capacidad antioxidante estd directamente
relacionado con la disminucién que se produce en el contenido de procianidinas
(73-83%). Respecto a la lenteja Pardina, la reduccién tan acusada podria ser
atribuida a la eliminacién total de las catequinas y procianidinas, que no fueron
detectadas durante el remojo y a la escasa presencia de flavonoles (5,09 pmol TE/g).
El mismo comportamiento experimenta la judia Pinta, donde se observan
reducciones hasta de un 85% en las catequinas y procianidinas (proantocianidinas).

Reducciones similares se han encontrado en la literatura en judias, guisantes y
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lentejas después de la germinacién, produciéndose en estas tltimas una eliminacién
de procianidinas By, B3 y C1 y de tetrdmeros de procianidinas (Lépez-Amoroés, 2006).
Respecto a la coccién (R+C), se refleja importantes reducciones (49% en el garbanzo
Castellano, 63% en la lenteja Pardina, 36% en la judia Cannellini y 59% en la judia
Pinta), excepto en el garbanzo Sinaloa que mantiene practicamente los mismos
valores iniciales (Figura 29) Los cambios de la capacidad antioxidante
experimentados durante la coccién podrian ser atribuidos principalmente a dos
factores, uno de ellos, la lixiviacién de compuestos fendlicos al agua de coccién; y el
otro, la degradacién o formacién de nuevos compuestos (no sélo compuestos
fenolicos). En la bibliografia se han encontrado reducciones menores durante un
proceso de coccién bajo presién atmosférica, en el caso de la lenteja (11-16% de
reduccién) y de la judia pinta (30-43%) (Xu y Chang, 2008a, 2008b). Sin embargo,
existen en la literatura articulos donde se describen aumentos de la capacidad
antioxidante durante el procesado en frutas y hortalizas, debido probablemente a la
formacién de compuestos con mayores propiedades antioxidantes o a la formacién
de productos de Maillard, los cuales poseen actividad antioxidante (Manzocco y
col., 2001). Asimismo, si comparamos los valores de ORAC después de la coccion
con los resultados durante el remojo, observamos un ligero aumento en el caso del
garbanzo Sinaloa y la lenteja Pardina, como consecuencia de un incremento en el
contenido de proantocianidinas.

En lo que concierne a los valores obtenidos para la capacidad antioxidante (ORAC)
después de un proceso de deshidratacion (R+C+D), se pone de manifiesto una
acusada reduccién de la actividad de captaciéon de radicales libres, respecto a las
muestras crudas, en el caso de la lenteja Pardina (68%) y la judia Pinta (59%), siendo
menos destacada en la judia Cannellini y el garbanzo Castellano (47 y 42%,
respectivamente) y casi inapreciable en el garbanzo Sinaloa (1%) (Figura 29). En
general, la baja capacidad antioxidante que exhiben todas las muestras de
legumbres deshidratadas es como consecuencia de la escasa presencia de los grupos
de compuestos a los que se les atribuye una mayor capacidad, como son las
proantocianidinas, flavonoles y flavonas. Sin embargo, a pesar de la acentuada
reduccion de la actividad antioxidante en la judia Pinta, esta legumbre sigue siendo

la que presenta mayores valores de ORAC (duplicando los valores del resto de
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leguminosas estudiadas) una vez ha sido procesada. Estas variaciones se
corresponden con el comportamiento observado en la fraccién fenodlica. Existe
escasa bibliografia en lo que respecta al estudio de la capacidad antioxidante en
muestras de legumbres deshidratadas, por lo que este estudio aporta interesantes
resultados en el campo de aplicacion de harinas de leguminosas, al poseer una
mayor capacidad de captacion de radicales libres aquellas harinas cocidas
liofilizadas frente a las harinas cocidas deshidratadas. Por tanto, el proceso de
liofilizacién podria ser mas ventajoso frente a la deshidratacion desde el punto de

vista de la actividad antioxidante de dichas harinas.

Andlisis de Correlacion entre Compuestos Fendlicos y la Capacidad Antioxidante
Para determinar la relacién existente entre el contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante en las muestras procesadas de leguminosas, se ha realizado
un andlisis de regresion lineal entre los valores de la capacidad antioxidante y las
familias de compuestos fendlicos (n = 7). Se observa una correlacién significativa
entre la capacidad antioxidante y los polifenoles totales (r = 0,86 P < 0,05), entre
ORAC y proantocianidinas (r = 0,72 P < 0,05) y entre ORAC y catequinas (r = 0,82
P< 0,05), lo que nos indica que la actividad antioxidante que presentan las
legumbres estd directamente relacionada mayoritariamente con el contenido de
estos compuestos fenolicos. Ademads, de forma general, las muestras con mayor
capacidad antioxidante son las que presentan el contenido fenélico mas alto. No
obstante, cabe destacar la existencia de otros compuestos no fendlicos a los que se
les atribuyen actividad antioxidante, tales como 4acido fitico, vitaminas
antioxidantes, carotenoides, etc..., (Sies y col., 1992; Prodanov y col., 1998; Atienza y
col., 1999). Estos compuestos pueden ejercer un efecto sinérgico entre ellos y con los
compuestos fendlicos, los cuales podrian ser los responsables de las diferencias
observadas en la capacidad antioxidantes de las leguminosas estudiadas.

Asimismo, se han establecido distintas correlaciones entre la capacidad antioxidante
y los compuestos fendlicos pormenorizados mds destacados. En el caso de los
garbanzos, es el Castellano el que presenta una mayor correlacién del ORAC con los
distintos grupos de compuestos fendlicos, siendo las procianidinas (r = 0,98 P< 0,01)

y los compuestos hidroxicindmicos (r = 0,92 P< 0,01) los grupos de mayor influencia
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sobre la capacidad antioxidante. Sin embargo, el garbanzo Sinaloa a pesar de
presentar una mayor variedad de compuestos fenélicos respecto al garbanzo
Castellano, éstos no establecen una gran correlacién con el ORAC, siendo las
procianidinas la familia con mayor influencia (r = 0,64 P >0,10).

En lo que se refiere a la lenteja Pardina, se observa que posee gran ntmero de
compuestos fendlicos, destacando los dimeros y trimeros de procianidina a los que
se les atribuye una gran capacidad para captar radicales libres. Sin embargo, no se
ha podido establecer una correlacién entre estos grupos y los resultados de ORAC,
puesto que so6lo estan presentes en la muestra cruda. No obstante, las flavonas y
flavonoles, compuestos flavonoideos con propiedad antioxidante, presentes en las
muestras de lenteja, tienen también una gran influencia sobre la capacidad
antioxidante, principalmente los flavonoles (r = 0,99 P< 0,01). Otros compuestos no
flavonoideos como los hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos también establecen
notables correlaciones (r = 0,97 P< 0,01) y (r = 0,98 P< 0,01), respectivamente.

La judia Cannellini, a pesar de ser rica en compuestos hidroxicindmicos, no exhibe
altos contenidos de otros compuestos fenolicos, destacando las flavanonas como el
grupo que mayor influencia ejerce en la capacidad antioxidante (r = 0,67 P< 0,10). Si
comparamos la judia Cannellini con la judia Pinta observamos que es la judia Pinta
la que presenta un mayor contenido fenélico, asi como una excelente correlacién de
distintas familias con el ORAC. Tanto los compuestos flavonoideos, procianidinas (r
= 0,96 P< 0,01) como los no flavonoideos, compuestos hidroxibenzoicos, (r = 0,96 P<
0,01) destacan por establecer altas correlaciones. La judia Pinta junto con la lenteja,
son las tinicas legumbres que establecen buena correlacién con los flavonoles (r =
0,94 P<0,01) y (r = 0,99 P<0,01), respectivamente.

A la vista de las correlaciones establecidas entre las distintas familias fendlicas y la
influencia que podrian establecer en la capacidad antioxidante, se desprende que
son las procianidinas los compuestos mas influyentes en la capacidad para captar
radicales libres de las leguminosas objeto de estudio (r = 0,83 P< 0,01). Estos
resultados podrian deberse a las altas concentraciones que presentan estos grupos
de compuestos en las legumbres, principalmente en las judias Pintas y en la lenteja

Pardina y la gran actividad antioxidante que se les atribuye.
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Conclusiones

De los cambios producidos en la fraccién fendlica de las legumbres estudiadas

como consecuencia del proceso de deshidratacion se puede resaltar que:
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Las isoflavonas se perfilan como la principal familia de compuestos
fenoélicos presentes en los garbanzos Sinaloa y Castellano, mostrando un
incremento en su contenido en el caso del garbanzo Sinaloa como
consecuencia del tratamiento de coccién y deshidratacion; este hecho
confiere a dichas harinas deshidratadas importantes propiedades
beneficiosas, ya que las isoflavonas son consideradas importantes
fitoestrégenos;

La lenteja Pardina sin embargo es mads rica en compuestos flavonoideos,
como catequinas, procianidinas y flavonoles, mostrando altas
concentraciones de los mismos. Sin embargo, una vez son sometidas las
harinas de lenteja a un proceso de deshidrataciéon se producen acusadas
reducciones como consecuencia de las disminuciones que experimentan los
glucosidos de catequina y los derivados de kaempferol;

La fraccién fendlica en judias muestra acusadas diferencias tanto en la
composicion como en los contenidos encontrados. Asi, mientras que en la
judia Cannellini destacan los compuestos hidoxibenzoicos e
hidroxicindmicos, en la judfa Pinta se encuentran mayoritariamente las
catequinas y procianidinas, debido probablemente a la diferente coloraciéon
de la testa de estas leguminosas. Las diferentes etapas del proceso de
deshidratacién promueven un notable descenso en todos y cada uno de
estos componentes;

La actividad antioxidante, intimamente ligada a la composicién fendlica,
destaca en el caso de la judia Pinta y la lenteja Pardina con niveles
importantes, tanto en harinas crudas como deshidratadas. Las leguminosas
sometidas al proceso industrial de deshidratacién muestran reducciones
significativas de dicha capacidad antioxidante, probablemente debido a la
reduccién de procianidinas, flavonoles y flavonas durante el procesado;

El anélisis de regresion lineal muestra importantes correlaciones

significativas entre la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos
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totales, siendo las procianidinas los compuestos mas influyentes en la

capacidad para captar radicales libres.
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CAPITULO 4: EFECTO DE LA DESHIDRATACION SOBRE LA
FRACCION DE CARBOHIDRATOS

Interés del Estudio

En los ultimos veinte o treinta afios, el conocimiento acerca del papel fisioloégico que
juegan los diferentes tipos de carbohidratos y su relacion con el mantenimiento de
la salud o el desarrollo de enfermedades ha avanzado de forma considerable y ha
puesto en tela de juicio muchas de las antiguas creencias sobre los azucares, el
almidén y la fibra alimentaria.

Los carbohidratos incluyen una gran variedad de estructuras diferentes, que a su
vez determinan multiples efectos fisiolégicos en el cuerpo humano. Proporcionan
por lo general entre un 40 y un 75% del total de la ingesta energética, de forma que
suponen la fuente de energia mas importante de la dieta del ser humano. El tipo de
carbohidratos también es variable: el almidén proporciona del 20 al 50%, y en
algunos casos superior, del total de la ingesta energética; los azticares suponen del 9
al 27% del total de la ingesta energética.

El procesamiento industrial de las harinas de leguminosas puede influir de manera
importante en los carbohidratos, especialmente en lo que se refiere a la velocidad de
digestion, al alcance de la digestiéon del almidén en el intestino delgado y al
contenido y las propiedades funcionales de los componentes de la fibra alimentaria.

Todos estos efectos serdn analizados y evaluados en el presente capitulo.

Métodos Analiticos

Determinacién de Carbohidratos Solubles

El anélisis de los carbohidratos de bajo peso molecular en las muestras
seleccionadas se realiza segtn se detalla en el Capitulo 2 para la determinacién de

a-galactésidos.

Determinacion de Fibra Alimentaria

El contenido en fibra alimentaria por el método 991.43 de la AOAC (1995), fue
determinado en las muestras de garbanzos, lentejas y judias, incluyendo cada una
de las etapas del procesado térmico (remojo, coccién y deshidratacién). En este

método es necesario llevar a cabo dos repeticiones en paralelo, una para establecer
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el contenido en cenizas y otra para determinar el contenido de proteinas. Se trata de
un método en el que la fibra es aislada como residuo indigestible y medida
gravimétricamente, tras la eliminacién enzimética de los compuestos que no forman
parte de la fibra (almidén y compuestos proteicos), y posterior correccion de los
contenidos en proteinas y cenizas. Los residuos que permanecen después del
tratamiento enzimatico (a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa) se filtran y se
someten a varios lavados con agua a 70 °C. Los residuos insolubles se aislan
mediante filtracién y los solubles se precipitan con etanol. Una vez secados los
residuos gravimétricos en una estufa a 105 °C, obtenemos la fibra insoluble (FI) y la
fibra soluble (FS). La determinacién de las cenizas y proteinas (mediante Kjeldahl N
x 6,25) se lleva a cabo a partir de los residuos gravimétricos, para poder efectuar asi
las correspondientes correcciones. La fibra total (FT) fue determinada como la suma
de Fl y FS. La cuantificacién de nitrégeno mediante Kjeldahl y de cenizas se realiz6

segtiin métodos oficiales (AOAC, 1995).

Anilisis Quimico de los Componentes de la Fibra Alimentaria

La determinacién de la fibra alimentaria como suma de cada uno de los
constituyentes, requiere llevar a cabo una hidrélisis 4cida de los residuos de la fibra
soluble e insoluble, obtenidos tras el tratamiento enzimaético (Lee y col., 1992).

Los residuos de fibra insoluble (100,0 mg + 0,1) se someten a una hidrolisis
secuencial en Aacido sulfdrico 12M a temperatura ambiente, seguido de otra
hidrolisis 0,6M (mediante dilucién con agua desionizada) durante 3 horas a 100 °C
en un bloque termostatizado. Durante la hidrélisis en acido sulfarico 12M va a tener
lugar la formacion de ésteres de sulfato de celulosa, mientras que en la hidrdlisis en
acido sulftrico 0,6M se producird la ruptura de los ésteres formados y la
regeneracion de los monosacaridos libres (Garleb y col., 1989). Los residuos de fibra
soluble (100,0 mg + 0,1) solamente fueron sometidos a una hidrélisis en &4cido
sulfarico 0,6M durante 3 horas a 100 °C.

El objetivo de la hidrolisis acida es conseguir la liberaciéon de los principales
componentes de la fibra alimentaria, azdcares neutros y Aacidos urénicos. Los
residuos insolubles, que se obtienen tras la hidrélisis acida (12+0,6M) se cuantifican

gravimétricamente como lignina Klason. Para ello se secan los residuos en una
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estufa a 105 °C, durante 18 horas, transcurridas las cuales se dejan enfriar las placas
en desecador y se pesan a temperatura ambiente con precisién de £ 0,1 mg.

Para la determinacién de los azticares neutros se procedi6 a la neutralizacién de los
hidrolizados utilizando una columna de resina de intercambio i6nico AG4-X4 (Bio-
Rad). La composiciéon en aztcares neutros de los hidrolizados fue determinada
mediante un sistema de HPLC. Las muestras se disolvieron en agua desionizada y
se filtraron a través de un Sep-Pack y un filtro Millex HV13 (0,45 pm), antes de
inyectarse en el sistema cromatogréfico. El sistema analitico utilizado para separar
los azucares neutros consistié en una precolumna (Aminex Carbo-P, Bio-Rad) en
serie con una columna de anélisis de carbohidratos (Aminex HPX-87P, Bio-Rad)
utilizando un detector de indice de refraccién. Los picos cromatogréficos fueron
identificados por comparacién de los tiempos de retenciéon de los picos
desconocidos con su correspondiente patron de la curva de calibrado (Jaime y col.,
2002). En el caso de la ramnosa y galactosa se produce una coelucién. La
cuantificacion se efectué por medio de la adicién a las muestras de un patrén
interno (erititrol) antes de neutralizar los hidrolizados, utilizando el programa
System Gold 7,0.

La determinaciéon de acidos urénicos se realizé mediante colorimetria utilizando
como reactivo el m-hidroxidifenilo (MHDP) y como patrén adcido galacturénico
monohidratado (Blumenkrantz y Asboe-Hansen 1973). Se realizé en medio acido
concentrado, siendo hidrolizados los acidos poligalacturénicos en unidades de
acido galacturénico y transformado en &cido 5-formilfuroico, que se condensa con el
reactivo colorimétrico, altamente selectivo, y forma complejos coloreados cuya

densidad 6ptica esta en funcién de la concentracién de dcido galacturénico.

Almidén: Cuantificacion y Caracterizacion Microestructural

Cuantificacion

El contenido en almidén total se determiné de acuerdo con Vidal-Valverde y col.
(1998), usando un método basado en la digestion enzimética total de almidén a
glucosa. El contenido en glucosa se midié de acuerdo con Dahlquvist (1964) y el

contenido en almidén total se calculé multiplicando el contenido en glucosa por 0,9.
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El almidén disponible se determiné de acuerdo al método desarrollado por Li y col.
(1985).
El analisis del almidén se realiz6 a partir del residuo insoluble en alcohol (RIA). Se
pesaron 3 g de muestra y se suspendieron en 50 mL de etanol al 80% (v/v). La
mezcla se llevé a ebullicion con reflujo durante 15 minutos, transcurridos los cuales
se dej6 enfriar. El sobrenadante se filtr6 a vacio a través de una placa filtrante n° 2.
El proceso de extraccion se repitié con el residuo resultante dos veces mas. En el
liquido resultante de los lavados del residuo con agua destilada se realiz6 el Test de
Molisch hasta dar negativo (Pearson, 1975).
La determinacién del almidén se realizé sometiendo el residuo a una digestion
enzimadtica con amiloglucosidasa para transformar el almidén presente en glucosa.
Dependiendo del tiempo transcurrido durante la incubacién enzimatica se
determiné el almidén obtenido como almidén disponible (30 minutos) o almidén
total (3 horas). La determinacién se realiz6 mediante ensayo colorimétrico
utilizando como reactivo TGO. Para su preparacion se pesaron 10 mg de la enzima
glucosa-oxidasa y se disolvieron en 50 mL de solucién tamponada Tris pH 7,
manteniéndolo en continua agitacion durante 30 segundos. Posteriormente se
afiadieron 0,5 mL de solucién peroxidasa, 0,5 mL de solucién orto-dianisidina y 1
mL de solucién detergente Tritén X-100. Por tltimo, se enrasé con agua destilada
hasta un volumen final de 100 mL y se filtr6 a través de una placa filtrante n°1.
Para cuantificar el almidén presente en las muestras se utiliz6 la siguiente
expresion:
% Almidoén = (C x Py x F/Pr x 10° x D x V) x 100

Donde:

C: pg glucosa obtenida durante el ensayo

Pum: Peso de la muestra (g en sustancia seca)

F: Factor de correccion glucosa-almidén (0,9)

Pr: Peso del residuo después de la extraccién de los carbohidratos solubles (mg)

D: Factor de dilucién

V: Volumen de extracto tomado para el ensayo (mL)
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Caracterizacion Microestructural: Microscopia Electrénica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM: scanning electron microscopy) nos
permite la observacién y caracterizacién superficial de materiales inorgénicos y
orgénicos, facilitando informacién sobre la morfologia superficial del material
analizado. De esta manera obtendremos informacion acerca de la microestructura
de las harinas de legumbres estudiadas y los cambios que experimentan durante el
procesado industrial. Las particulas de las harinas liofilizadas se colocaron sobre
una tapa adhesiva por ambos lados montada en tubos de aluminio. Las muestras se
sometieron a una corriente de nitrégeno que elimina las particulas no adheridas. A
continuacién se procedié a su recubrimiento con un material conductor como es el
oro, utilizando un equipo Sputter Caoter SC502. La imagen proporcionada por SEM
se genera a partir de la interacciéon de un haz de electrones que barre un area
determinada sobre la superficie de las harinas. El microscopio electrénico de barrido
utilizado fue un Philips XL30, acoplado al analizador EDAX DX4i, que opera con un

voltaje de aceleracién de 20 kV.

Resultados y Discusion

Carbohidratos Solubles

El contenido de azucares solubles en muestras de legumbres crudas y procesadas
estd representado en la Tabla 27. Las legumbres crudas analizadas presentan
diferentes contenidos, asi los garbanzos exhiben mayores niveles de aztcares
solubles totales (74,3 y 70,7 mg/g m.s. en Sinaloa y Castellano, respectivamente),
seguidos de las judias (66,0 y 58,1 mg/g m.s. en Pinta y Cannellini, respectivamente)
y finalmente la lenteja Pardina es la legumbre que muestra menores contenidos
(40,3 mg/g m.s.). En general, destaca la presencia de a-galactésidos (GOS), que
representan un 40-72% del contenido total de aztcares, excepto en las judias donde
se observa que los niveles de sacarosa son superiores a los de GOS. El mayor
contenido en sacarosa respecto al total de azticares analizados lo presenta la judia
Pinta (57%). En relacion a los monosacaridos, éstos aparecen en baja concentracion
en las legumbres estudiadas, lo que concuerda con lo indicado por otros autores
(Frias y col., 1996, Sanchez-Mata y col., 1999) que indican que los monosacéridos

llegan a no estar presentes.
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Tabla 27. Contenido de carbohidratos solubles en leguminosas crudas y procesadas
(mg/g m.s.).

GOS Azucares

Legumbre Fructosa Glucosa Galactosa Sacarosa Maltosa Totales Totales

Garbanzo Sinaloa

Cr 2,7+£0,3¢ 1,9+02b 3,0+£02b 271+25¢ 1,4+0,14 38,2 74,3

R 1,9+02%* 16+01> 26+02% 174+15° 0,8+0,08c 283 52,6
R+C 1,602 1,5+02» 26+02> 151+15b0,5+0,03> 259 47,2
R+C+D 1,1+0,1»= 10x01= 15012 10,1%£082 0,2+0,012 18,1 32,0

Garbanzo Castellano

Cr 31+02¢ 05012 01+£00> 152+024 33+02c 48,5 70,7

R 21+0,1* 3,8+03¢< 05+£0,0 120+£05< 23+0,1° 35,4 55,6
R+C 03+0,1- 08+00t 08+01d 52+£032 100,12 21,0 29,1
R+C+D 04012 06012 03+002 64+02> 1,2+0,1- 21,0 29,9

Lenteja Pardina

Cr 1,1+0,1c 04+0,04¢ tr 92+1,04 05+£0,03¢ 291 40,3

R 0,8+0,07b 0,3+0,02b tr 51+0,5¢ 0,3+0,01> 17,7 24,2
R+C 0,4+0,032 02+0,012 tr 3302 0,2+0,012 14 18,1
R+C+D tr tr tr 1,1+£0,12 tr 5 6,1

Judia Cannellini

Cr 1,2+03¢ 08+012 05+012 289+12d n.d. 26,7 58,1

R 03+00> 61+06P tr 22,1+1,3¢ n.d. 19,5 48,0
R+C 0,3+0,0b tr tr 138+1,1b  n.d. 7,7 21,8
R+C+D 02%0,02 tr tr 98+052 n.d. 6,4 16,4

Judia Pinta

Cr 05+0,0c 04+01a 0,7+002a 375+18¢ n.d. 26,9 66,0

R 03+0,0> 56+01°Y tr 27,7+21b  nd. 19,8 53,3
R+C 0,3+0,0® tr tr 214 +£1,2 n.d. 17,2 38,9
R+C+D 02%0,02 tr tr 212+1,12  nd. 15,8 37,2

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estandar (n = 6). n.d = no
detectado; tr = trazas.

GOS totales = Y rafinosa, ciceritol y estaquiosa (presentados en Tabla 19).
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Si analizamos el porcentaje que representan la suma de fructosa, glucosa y galactosa
en las muestras objeto de estudio, observamos que es el garbanzo Sinaloa la tnica
legumbre que presenta un contenido superior al 6% del total de estos aztcares.
Estos resultados concuerdan con los publicados recientemente por Vidal-Valverde y
col. (2002) y Martin-Cabrejas y col. (2003).

Cuando las legumbres son sometidas al proceso de remojo se produce una
reduccién del 17-40% en los niveles de azicares solubles, siendo la lenteja la
legumbre que presenta mayores descensos (Figura 30). El azicar que experimenta
una mayor reducciéon en todas las leguminosas estudiadas es la sacarosa,
destacando la lenteja (44% de descenso), debido probablemente a la lixiviacién que

se produce al agua de remojo.

BGOS MMaltosa MSacarosa MGalactosa MGlucosa M Fructosa

mg/g m.s.

G. Sinaloa G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 30. Variacion del contenido de carbohidratos solubles en muestras de
leguminosas durante el proceso de deshidratacién (mg/g m.s.).
(17 columna, Cr; 2° columna R; 3% columna R+C; 4* columna R+C+D).

Respecto a la coccién, etapa en la que se facilita la solubilizacién de los azucares, se
aprecian reducciones del total de aziicares solubles del 62% en la judia Cannellini,
59% en el garbanzo Castellano, 55% en la lenteja Pardina, 41% en la judia Pinta y
36% en el garbanzo Sinaloa. Este descenso es debido principalmente a la pérdida de
GOS que experimentan notables reducciones, siendo mds destacada en la judia
Cannellini (60%). En relacion al resto de azticares solubles, la sacarosa es el principal

azucar presente en todas las legumbres estudiadas después de la coccion (Figura 30)
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mostrando descensos importantes en esta etapa, que incluso son mas acusados que
los encontrados en la bibliografia (Vidal-Valverde y col., 1998; Sanchez-Mata y col.,
1999; Martin-Cabrejas y col., 2003, 2006). Diversos autores han observado un
apreciable aumento de los niveles de mono- y disaciridos después de la coccién,
debido principalmente a la hidrdlisis de oligo- y polisacaridos en las muestras o a la
formacién de otros compuestos durante el proceso de cocciéon (Vijayakumari y col.,
1997; Somiari y col., 1993).

El proceso de deshidratacién industrial, da lugar, por lo general a importantes
reducciones de los aztcares solubles (Figura 30). Se ha observado que este descenso,
si se refiere a las muestras crudas, es mas acentuado en el caso de la lenteja (85%) y
menos acusado en el caso de la judia Pinta (44%). Si se analizan los porcentajes de
disminucién que experimenta cada azudcar respecto a las legumbres crudas, se
observa que se reducen en similares proporciones, lo que indica que el grado de
reducciéon de los azicares depende de la intensidad del proceso. Como se ha
comentado en el capitulo 1, los niveles de GOS también presentan drasticas
reducciones, disminuyendo asi el nivel de antinutrientes en las muestras después de

haberlas sometido al tratamiento de deshidratacién, previo remojo y coccion.

Fibra Alimentaria: Cuantificacion Enzimdtica-Gravimétrica

Existen diversos estudios acerca de los efectos de diferentes procesos térmicos sobre
los componentes de la fibra alimentaria (FA) (Pérez-Hidalgo y col., 1997; Rehiman y
col,, 2004; Barampana y col., 1995). En las leguminosas, sin embargo, no existe
informaciéon en relacion con los efectos del procesamiento industrial de
deshidratacién sobre las fracciones de la fibra alimentaria.

En general, el procesamiento industrial provoca importantes cambios en el
contenido de fibra alimentaria (Tabla 28), destacando la etapa de deshidratacién, en
la cual el impacto del tratamiento térmico es mayor. Los niveles de FT en las harinas
de leguminosas crudas muestran contenidos de fibra insoluble y soluble
relativamente altos, similares o superiores a los de otras legumbres, y mds elevados

que lo de cereales (Esteban y col., 1998; Li y col., 2002, Martin-Cabrejas y col., 2004).
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Tabla 28. Contenido de fibra total y su distribucién de FI y FS en muestras crudas y
procesadas de leguminosas (mg/g m.s.).

Legumbre FI FS FT FL:FS
Garbanzo Sinaloa
Cr 195,4 +9,8a 151+1,1a 210,5 13:1
R 2151 +12,9a 154 +1,3a 230,5 14:1
R+C 233,1+11,7° 14,6 £0,9a 247,7 16:1
R+C+D 265,8 +15,3¢ 199 +1,80 285,7 13:1
Garbanzo Castellano
Cr 204,8+2,7a 96+0,1a 2144 21:1
R 197,6 £3,3a 12,8+0,8P 2104 15:1
R+C 2351+1,1b 150+0,8¢ 250,0 16:1
R+C+D 2529+1,2¢ 19,6 £0,64 272,5 13:1
Lenteja Pardina
Cr 216,3+12,7a 268+2,1¢ 2431 8:1
R 217,3+12,0a 17,6 £1,6a 2349 12:1
R+C 282,5+16,7P 21,8+1,9°b 304,3 13:1
R+C+D 274,0 £17,3P 19,6 £1,8P 293,6 14:1
Judia Cannellini
Cr 2114 +28a 58,2+1,2a 269,6 4:1
R 212,0+09a 658+0,5P 277,8 31
R+C 2189+1,1b 776 £1,4¢ 296,5 31
R+C+D 230,8+1,6¢ 791+£3,1¢ 309,9 31
Judia Pinta
Cr 163,7 £ 240 54,3+0,9a 218,1 31
R 147,6 £1,3a 64,4 +1,3P 212,0 2:1
R+C 171,0+£09¢ 73,7+25¢ 2449 2:1
R+C+D 189,5+2,34d 752+1,0¢ 264,7 31

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estandar (n = 6).
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Si se analizan los valores de FT de las leguminosas crudas, se observa que la judia
Cannellini y la lenteja Pardina son las legumbres que presentan los mayores
contenidos (269,6 y 243,1 mg/g m.s., respectivamente), datos que concuerdan con la
bibliografia (Su y Chang, 1995; Li y col., 2002; Mahadevamma y Tharanathan, 2004).
Los niveles de fibra insoluble en harinas de leguminosas crudas son mayores que
las que presentan otras variedades de legumbres (Rehiman, y col., 2004; Bednar y
col., 2001; Martin-Cabrejas y col., 2003). La fraccién de FI representa entre el 75 y el
96% del total de fibra alimentaria (FT) en las legumbres estudiadas. En lo que se
refiere a la fibra soluble, el contenido de esta fraccién es notablemente diferente
dependiendo de la legumbre estudiada, ya que muestra elevados niveles en el caso
de las judias (25-22%) y menores valores en la lenteja y los garbanzos (11-4%)
(Figura 31). Estos resultados estdn de acuerdo con los encontrados en la literatura

para muestras diversas de leguminosas comunes (Bednar y col., 2001; Li y col.,

2002).

BFl BFS

mg/g m.s.

G. Sinaloa G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 31. Relacion FI:FS en muestras de leguminosas durante el proceso de
deshidrataciéon (mg/g m.s.).
(1* columna, Cr; 2* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

El procesado de las legumbres trae consigo algunos cambios en las fracciones de
fibra alimentaria (Tabla 28). En las legumbres estudiadas, el proceso de remojo (R)
provoca distintos efectos sobre la fracciéon de FI, mostrando una reduccién en la
judia Pinta (10%) y cambios apenas destacables en el garbanzo Sinaloa, la lenteja
Pardina y judia Cannellini. Pérez-Hidalgo y col. (1997) obtienen ligeros incrementos
de FI en garbanzos que han sufrido un proceso de remojo en diferentes

disoluciones. Sin embargo, los resultados obtenidos por Rehman y col. (2004) no
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muestran cambios en el contenido de fibra en garbanzos tras el remojo, pero si
sufren ligeros incrementos cuando el proceso de remojo se lleva a cabo con
bicarbonato sédico. En lo que se refiere a la FS, se observa un comportamiento
notablemente diferente dependiendo de la legumbre objeto de estudio. En este
sentido, el incremento mds acusado se refleja en el garbanzo Castellano (33%),
seguido de la judia Pinta (19%) y de la judia Cannellini (13%), mientras que el
garbanzo Sinaloa no muestra cambios y la lenteja Pardina exhibe un descenso de FS
(34%).

En general, al someter las muestras a un tratamiento de remojo y cocciéon (R+C) se
produce un incremento apreciable de FI (15%, 19%, 31% en el garbanzo Castellano,
Sinaloa y lenteja Pardina, respectivamente), mientras que en las judfas no es tan
acusado (3% y 4% en judia Cannellini y Pinta, respectivamente). Sin embargo, en el
caso de la FS el comportamiento de esta fracciéon depende de la legumbre estudiada.
Asi, se observa un importante aumento de FS en harinas cocidas de garbanzo
Castellano (56%) y en las dos variedades de judias (33-36%), mientras que en las
harinas de lenteja Pardina se aprecian reducciones (19%) de esta fraccién y en el
garbanzo Sinaloa no se observan cambios. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en los estudios de Kutos y col. (2003) y Almeida-Costa y col. (2006), que
muestran incrementos de FS en guisantes y judias. Sin embargo, Vidal-Valverde y
col. (1991 y 1992) sugieren la degradacién de la fibra soluble durante el proceso de
coccién, provocando la reduccién de su contenido. Por consiguiente, el proceso de
coccion conduce a un incremento significativo en la FT en todas las legumbres
estudiadas (10-25%). Segun la bibliografia, los incrementos que experimenta la FA
se deben principalmente a la formacién de almidén resistente de complejos amilosa-
lipidos y a los productos de la reacciéon de Maillard que se forman durante el
proceso de coccion (Su y Chang, 1995). Las legumbres estudiadas muestran
diferente comportamiento durante el procesado, debido a la distinta estructura y
composicién de la pared celular.

Finalmente, la deshidratacién (R+C+D) provoca en general nuevos aumentos de FI,
destacando el garbanzo Sinaloa, que es el que mayores incrementos presenta junto a
la lenteja Pardina (27%) y el garbanzo Castellano (23%). En lo que respecta a la

fraccion soluble, los resultados obtenidos muestran una tendencia similar a los
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exhibidos en el proceso de coccién, destacando el incremento de FS en el garbanzo
Castellano (104%). Estos incrementos podrian ser debidos a una mayor
solubilizacién de sustancias pécticas, las cuales presentan una estructura ramificada
y son mads susceptibles de sufrir una ruptura durante la deshidratacién (Pérez-
Hidalgo y col., 1997; Almeida-Costa y col., 2006). Por tanto, los contenidos de FT se
ven incrementados (15-30%) en las harinas deshidratadas.

Los cambios que se producen a lo largo de todo el proceso se reflejan en la relacién
FI:FS, lo que sugiere que dicho proceso puede modificar las caracteristicas dietéticas
y funcionales de la fibra (Figura 31). Dicha relaciéon se asocia con propiedades
estructurales y también sensoriales que presentan las legumbres (Jenkins y col.,
1998). Los resultados obtenidos de dicha relaciéon revelan importantes
modificaciones en el caso del garbanzo Castellano, con una menor relacién FI.FS en
las harinas deshidratadas, mientras en las harinas de lenteja Pardina se observa un
notable incremento de dicha relacién como consecuencia del mayor aumento de la
fraccién insoluble. Respecto al resto de harinas de leguminosas los cambios no son
destacados. Por lo tanto, los resultados obtenidos sobre el estudio de las fracciones
de fibra alimentaria a lo largo del proceso de deshidratacién, muestran como dicho
tratamiento podria cambiar las caracteristicas fisico-quimicas de las harinas de
legumbres e influir en los efectos fisiolégicos de la fibra. La relacion de fibra
insoluble: soluble es importante tanto desde un punto de vista funcional como

dietético.

Fibra Alimentaria: Cuantificacion Enzimdtica-Quimica.

A pesar del creciente interés de los investigadores por el estudio quimico de los
componentes de la fibra alimentaria en los dltimos afios, existen todavia algunas
legumbres que necesitan un estudio mds pormenorizado para entender el
procesado y el comportamiento de las distintas fracciones de fibra en las posibles
aplicaciones en formulaciones alimentarias. Existen abundantes investigaciones
acerca del andlisis quimico de la FI, FS y FT de legumbres especificas como son soja
o distintas variedades de judias, sin embargo otras legumbres de gran consumo

como son lentejas y garbanzos, todavia no han sido estudiadas exhaustivamente.
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El anélisis quimico de los componentes de la fibra alimentaria se llevé a cabo
Unicamente en el garbanzo Sinaloa y en la lenteja Pardina. En este sentido, el
garbanzo se trata de la principal legumbre de consumo en Espafia, destacando el
garbanzo Sinaloa respecto al Castellano por su mejor relacién FIL:FS, por lo que las
harinas obtenidas a partir del mismo serdn de mayor calidad tecno-funcional. Por
otra parte, en el caso de la lenteja Pardina, sus harinas estan siendo recientemente el
objetivo de diversos estudios como consecuencia de su importante fracciéon fendlica
y de su gran capacidad antioxidante (Duefias y col., 2002, 2003) y por lo tanto
resultan de interés por su posible utilizacién en la elaboraciéon de nuevos productos
mas atractivos para el consumidor. Asimismo, cabe destacar la creciente utilizacién
de las harinas de garbanzo y lenteja en aperitivos realizados con dichas harinas,
consiguiendo asi nuevas texturas y nuevas sensaciones (Han y col., 2009).

El perfil de la composicién de aztcares de la fracciéon de FI, muestra notables
diferencias entre los constituyentes de la FI de las legumbres estudiadas (Tablas 29 y
30). En el caso del garbanzo Sinaloa crudo, la matriz de FI esta constituida por
carbohidratos formados principalmente por arabinosa (46%) y glucosa (39%) junto
con los acidos urénicos (12%), seguidos de galactosa y xilosa, que aparecen en
menor proporcién (Figura 32). La arabinosa que forma parte de los polisacaridos
pécticos, presenta una mayor concentracion en la hidrélisis 0,6M. En cambio la
glucosa, que es principalmente de origen celulésico, muestra en la hidroélisis 0,6M la
existencia de una pequefia concentracion que corresponde al almidén resistente,
(10,6 mg/g m.s) que estd presente en la fraccion de fibra insoluble. Por lo tanto, de
los resultados obtenidos se deduce que arabinanos y celulosa son los principales

polisacaridos que forman parte de la FI en los garbanzos crudos.
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Tabla 29. Composicién de la fibra insoluble en harinas de garbanzo Sinaloa crudas y procesadas (mg/gm.s.)

Hidrélisis Carbohidratos Aztcares Lignina
Legumbre H>SO4 Gluc Xil Gal/Ram Ara Man AU Totales  Klason Total
Garbanzo Sinaloa

Cr 12 +0,6M 40,6 £4,12 15+02= 1,7+0,1b 484+33a n.d. 129+1,1b 1051 224+2]1- 127,5
0,6M 14,7 £1,2 1,1+01 1,8+02 56,6+45 0601 160+1,6 90,8 90,8

% 39 1 2 46 - 12 18
R 12 + 0,6M 36,1+21a 26+£02» 18+01> 553+47a n.d. 11,6 £1,1P 1074 202£202  127,6
0,6M 11,9+0,9 1,8+0,1 1,9+0,1 629+58 04101 120+08 90,9 90,9

% 34 2 2 51 - 11 16
R+C 12 +0,6M 553+4,9b 32+03c 40+03c 595+41b n.d. 8,0+0,8a 1300 678+59b 1978
0,6M 124+1,3 1,3+0,1 3503 64,2+5,9 n.d. 7805 89,2 89,2

% 43 2 3 46 - 6 34
R+C+D 12 + 0,6M 542+51 1,1+022 05+£01a 528+42a 03+00 129+1,2b 121,8 87,8+7,3c 209,6
0,6M 22,1+£2]1 n.d. 1,6+0,2 620+£56 22+02 148+14 102,7 102,7

% 444 1 04 43 0,2 11 42

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio *+

Desviacién Estandar (n = 6). n.d. = no detectado. Gluc=glucosa; Xil=xilosa; Gal/Ram=galactosa/ramnosa; Ara=arabinosa; Man= manosa; AU= acidos urdnicos.

Los % de cada aztcar se calculan respecto al total de azticares y en el caso de la lignina Klason se calculan respecto al total.



Tabla 30. Composicién de la fibra insoluble en harinas de lenteja Pardina crudas y procesadas (mg/gm.s.)

Hidrélisis Carbohidratos Aztcares Lignina
Legumbre H>SO4 Gluc Xil Gal/Ram Ara Man AU Totales  Klason Total
Lenteja Pardina
Cr 12+06M  777%63> 12,7+11b 1,0+01c¢ 260+242 13+01 9,7%09P 1284 412+£382 1696
0,6M 351+3.3 58+0,3 1,4+01 27925 47+04 68%06 81,7 81,7
% 60 10 1 20 1 8 24
R 12+06M  679%152 81%0,72 02%0,012 31,1+28a n.d. 72+0,62 1145 514+48> 1659
0,6M 27,2%0,6 8,0x0,7 1,1+01 362+31 0901 89%08 82,3 82,3
% 59,3 7 0,2 27,2 - 6,3 31
R+C 12+06M  850+71b 12,8+1,2b n.d. 31,4+290 n.d. 93+1,0° 1385 582+51b 1967
0,6M 20,6 £1,9 6,5+05 0,3 £0,02 328+29 10+£01 89+08 70,1 70,1
% 61 9 - 23 - 7 30
R+C+D 12+06M  897+72b 150+1,3b 0,6+0,02> 292+25a n.d. 13,5+1,2¢ 1480 67, 7+54b 2157
0,6M 143+1,.3 91+08 0,7+0,03 31,728 n.d. 125+0,8 68,3 68,3
% 60,6 10 0,4 20 - 9 31

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio +
Desviacién Estandar (n = 6). n.d. = no detectado. Gluc=glucosa; Xil=xilosa; Gal/Ram=galactosa/ramnosa; Ara=arabinosa; Man= manosa; AU= dcidos urénicos.
Los % de cada aztcar se calculan respecto al total de azticares y en el caso de la lignina Klason se calculan respecto al total.
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Garbanzo Sinaloa Lenteja Pardina

ECrudo MCocido M Deshidratado BCruda MCocida M Deshidratada
60 60 -+
50 50 -+
40 -+ 40 -
X 30 xR 30 -
20 - 20 -
10 A 10 A
0 o 4

Gluc Gal Ara AU Gluc Ara AU

Figura 32. Composiciéon de la FI en las harinas de G. Sinaloa y L. Pardina durante el
proceso de deshidratacion industrial (%).

Sin embargo, la lenteja Pardina cruda muestra un perfil de aztcares diferente,
destacando en primer lugar los niveles de glucosa (60%), seguido de arabinosa
(20%), xilosa (10%) y acidos urdénicos (8%); la manosa y galactosa se encuentran en
menores concentraciones (Figura 32). En este caso, sélo una parte de glucosa tiene
origen celulésico, ya que el 46% de la glucosa (35,1 mg/g m.s.) ha sido liberado en
la hidrolisis 0,6 M. Los niveles de xilosa y manosa (componentes de la pared celular)
son mucho menores que los de glucosa, de origen no celulésico, lo que nos indica
que la mayor parte de glucosa liberada procede de almidon resistente existente en la
fracciéon de FI (Tabla 30). Por otra parte, la solubilizacién total de arabinosa en
condiciones écidas suaves (0,6 M) indica la existencia de arabinanos no unidos a la
matriz celulésica, como sucedia también en el caso del garbanzo Sinaloa. Sin
embargo, los dcidos urénicos tienen comportamiento algo diferente, ya que sélo se
solubilizan en un 70% en condiciones suaves, lo que puede indicar la presencia de
ciertos homogalacturonanos unidos a la matriz de celulosa. El diferente
comportamiento de cada harina frente a las hidrélisis 0,6 M y 12 M, parece ser
debido a la diferente estructura y composicion de la pared celular de cada una de
ellas (Brett y Waldron, 1996).

En relacién a las legumbres procesadas, la hidrdlisis dcida de los residuos insolubles
(FI) y el consiguiente andlisis quimico de sus componentes (azticares neutros +
acidos urénicos), refleja el comportamiento observado por el método enzimatico-
gravimétrico de la AOAC (1995). El proceso industrial (remojo, coccion,

deshidratacién) al que han sido sometidas las legumbres, implica una serie de
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cambios en los componentes de la pared celular de las mismas. La lenteja Pardina
cocida muestra mayores niveles de FI que la lenteja cruda, ocasionados por un
incremento de los aztcares totales y en mayor medida, de la lignina. No obstante, el
perfil de azticares no presenta cambios notables siendo siempre la glucosa el
principal monosacarico, seguido de la arabinosa.

Con respecto al garbanzo, la coccién supone un incremento de FI, debido al
aumento de los azticares y especialmente de la lignina que pasa a representar el
34% de la FI. El perfil de aztcares del garbanzo cocido muestra diferencias con el
crudo, observandose un incremento de la contribuciéon de la glucosa y una
reduccioén en los dcidos urénicos.

El proceso de deshidratacién parece provocar nuevos incrementos en los
constituyentes de la FI. En el caso de la lenteja, este aumento se debe tanto a los
carbohidratos como a la lignina, mientras que en el garbanzo es la lignina la que
experimenta un aumento. El perfil de aztcares de FI de la lenteja deshidratada es
bastante similar al que presentaba en las anteriores etapas, aunque se aprecia una
pérdida de galactosa y un enriquecimiento en urénicos. Sin embargo en el garbanzo
deshidratado parece observarse un ligero enriquecimiento de la FI en glucosa y un
empobrecimiento en arabinosa y también en galactosa.

De este modo, los tratamientos térmicos (coccién y deshidratacién), producirian la
insolubilizacién de compuestos que contienen glucosa. Estos resultados coinciden
con los obtenidos previamente por otros autores (Jenkins y col., 1998; Rehman y col.,
2004) que encontraron cambios en los contenidos de fibra alimentaria (almidén
resistente y polisacdridos no amildceos) procedentes de harinas cocinadas de
legumbres. El proceso de coccién incrementa el contenido de FI, siendo mayores los
incrementos cuando se utiliza la presion y el vapor durante el proceso de coccién.
(Cheung y Chau., 1998; Kawale y col.,, 2005). No obstante, otros investigadores
(Almeida-Costa y col., 2006) han observado lo contrario, descensos en el contenido
de FI en legumbres procesadas. Los diferentes resultados encontrados en la

bibliografia se pueden atribuir bien a las distintas caracteristicas que presentan las

legumbres estudiadas asi como a la metodologia utilizada.
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En relacién a la lignina Klason, las muestras crudas exhiben niveles relativamente
altos, especialmente la lenteja (41,2 mg/g m.s.), si lo comparamos con otras
legumbres (Asp, 1996, Mahadevamma y col., 2004; Martin-Cabrejas y col., 2004), lo
cual posiblemente sea debido a la presencia de residuos de proteina intracelular
coprecipitados en la pared celular. Sin embargo, la hidrélisis dcida de residuos
insolubles muestra un comportamiento diferente dependiendo del tratamiento
térmico al que ha sido sometido. Durante el procesado térmico, la lignina Klason
experimenta aumentos, siendo mds acusados en la etapa de deshidratacién,
alcanzando valores de 87,8 y 67,7 g/kg m.s. en el garbanzo Sinaloa y la lenteja
respectivamente, debidos probablemente a la formaciéon de nuevos productos
insolubles (componentes de Maillard). Estos resultados estan de acuerdo con los
encontrados en otros alimentos procesados (Rehman y col., 2004).

La composicién detallada de los aztcares que constituyen la fraccién de FS en
muestras de legumbres crudas y procesadas se presenta en la Tabla 31. En primer
lugar es preciso destacar los contenidos significativos de manosa en ambas
legumbres, probablemente debido a la presencia de glicoproteinas intracelulares
que contienen manosa, como ya ha sido observado en otras leguminosas
(Gooneratne y col., 1994). El contenido total de azticares en FS en el garbanzo
Sinaloa crudo (6,6 mg/g m.s.) es menor que el que presenta la lenteja Pardina cruda
(13,7 mg/g m.s.), lo que corrobora los resultados enzimatico-gravimétricos. En el
caso de la lenteja el principal aztcar es la arabinosa que representa un 55%, seguido
de un menor contenido de &cidos urénicos (20%). Sin embargo, en el garbanzo
Sinaloa predominan los dcidos urénicos (33%) (Figura 33), al igual que en otras
legumbres (guisantes y judias) estudiadas previamente (Asp, 1996; Pérez-Hidalgo y
col., 1997).

De manera similar a la FI, en la FS la composiciéon en carbohidratos de revela
diferencias entre ambas legumbres procesadas. En el caso del garbanzo Sinaloa, el
proceso de coccién produce ligeros aumentos del contenido de aztcares,
destacando la arabinosa y los acidos urénicos como los principales aztcares
responsables de estos incrementos. El enriquecimiento en acidos urénicos de la FS,
unido a su menor contribucién en la FI del garbanzo cocido hace pensar en una

solubilizacién parcial de polisacaridos pécticos acidos.
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Tabla 31. Composiciéon de fibra soluble en muestras de leguminosas crudas y
procesadas (mg/g m.s.).

Legumbre Carbohidratos

Az,
Glc Xil Gal/Ram Ara Man/Fruc AU Totales

Garbanzo Sinaloa

Cr 01+0,012 nd. 06+003> 09+0102 2,8+0,20¢ 220,12 6,6

% 2 - 9 14 42 33
R 04+0,024d nd. 1,2+£0,01c 24+040 1,0£0,10> 290,22 7,9
% 5 = 15 30 13 37

R+C 02+0,01b n.d. 0,5+0,042 22+0,20 0,5+0,042 4,7+04°b 8,1
% 3 - 6 27 6 58

R+C+D 0,3+0,01¢ n.d. 0,6 £0,04b 1,9+0,10> 2,5+0,20c 25%0,22 7,8
% 4 = 8 24 32 32

Lenteja Pardina

Cr 0,5+0,02¢ 03£0,02*09+0,054 75+0,6c 1,7+0,1> 28+0,2b 13,7

% 4 2 7 55 12 20
R 04+0,022 nd. 050022 57+04> 09+01a 29%0,1P 10,4

% 4 - 5 55 9 27
R+C 07+0,03¢ 02+0,01208+0,03c 48+042 43+04c 090,12 11,7

% 6 2 7 41 37 7
R+C+D 0,8+0,0340,2+£0,0120,7+0,02> 42+0,32 45+£06¢c 08+0,1a 11,2

% 7 2 6 38 40 7

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio #* Desviacién Estan.d.ar (n = 6). n.d = no
detectado. Gluc=glucosa; Xil=xilosa; Gal/Ram=galactosa/ramnosa; Ara=arabinosa; Man/Fruc=
manosa/ fructosa; AU= acidos urénicos; Az Totales= azucares totales.

El proceso de deshidratacién modifica ligeramente la composicion de la FS de
garbanzo, enriqueciéndose en arabinosa y manteniendo los valores de &cidos
urénicos (Figura 33). Estos resultados, junto con la pérdida de arabinosa de la FI de
garbanzos deshidratados parecen indicar la solubilizacién de cadenas laterales de
arabinanos como consecuencia del calor aplicado a la deshidratacién. Sin embargo,
la lenteja presenta un comportamiento diferente ya que durante el procesamiento

industrial se produce un acusado descenso de arabinosa (de 55 a 38%) y de 4cidos
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urénicos (de 20 a 7%) (Figura 33), lo que pone de manifiesto una degradacién
importante de polisacdridos pécticos tanto cadenas de homogalacturonanos como

de arabinanos durante este procesamiento.

Garbanzo Sinaloa Lenteja Pardina
BCrudo ECocido MDeshidratado BCruda ECocida M Deshidratada
60
60
50 50
40 40
®30 R 39
20 20 -
10 - 10 A
0 - 0 -
Gal Ara AU Gal Ara AU

Figura 33. Composicién de la FS en las harinas de G. Sinaloa y L. Pardina durante el
proceso de deshidratacion industrial (%).

En relacién a la composicion de carbohidratos de la FT (Tabla 32), se han detectado
diferencias durante los procesos de coccién y deshidratacion industrial. La FT sigue
un comportamiento muy similar al de FI (fraccién mayoritaria), mostrando
incrementos de 62% y 24% en las harinas deshidratadas de garbanzo Sinaloa y de
lenteja, respectivamente. Este comportamiento es debido principalmente al aumento
de lignina Klason, especialmente en garbanzo, y en menor grado, a los incrementos

de glucosa.
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Tabla 32. Composicién de fibra total en muestras de leguminosas crudas y procesadas

(mg/gm.s.).

Legumbre Carbohidratos

Gle Xil Gal Ara Man AU AzTotales Lignina Aj Totales
+ lignina

Garbanzo Sinaloa

Cr 40,7 15 23 493 28 151 111,7 22,4 134,1

R 365 26 3 577 1 145 1153 20,2 135,5

R+C 555 32 45 61,7 05 127 138,1 67,8 205,9

R+C+D 545 11 11 547 28 154 129,6 87,8 2174

Lenteja Pardina

Cr 782 13 19 335 3 125 142,1 41,2 183,3

R 683 81 07 368 09 101 124,9 51,4 176,3

R+C 857 13 08 362 43 102 150,2 58,2 208,4

R+C+D 90,5 152 13 334 45 143 159,2 67,7 226,9

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacion Estindar (n = 6).
Gluc=glucosa; Xil=xilosa; Gal=galactosa; Ara=arabinosa; Man= manosa; AU= acidos urénicos; Az
Totales= aztcares totales. Los % de cada aztcar se calculan respecto al total de aztcares y en el
caso de la lignina Klason se calculan respecto al total.

187



CAPITULO 4: Efecto de la Deshidratacién sobre la Fraccion de Carbohidratos

En resumen, en el presente estudio se observa que el proceso térmico de
deshidratacién, da lugar a nuevos productos insolubles que provocan cambios en
los componentes de la pared celular. Los incrementos significativos de los
contenidos de FI que experimentan las muestras una vez que han sido procesadas,
podrian promover cambios en las propiedades de la fibra alimentaria, que
afectarfan a sus propiedades tecnofuncionales, tales como porosidad, hidratacién y

propiedades reolégicas como se pondra de manifiesto en el capitulo 6.

Cuantificacién de Almidon

El proceso térmico puede ocasionar cambios en las caracteristicas fisico-quimicas de
las legumbres, debido a las modificaciones que sufren sus componentes,
especialmente el componente mayoritario, el almidén.

En la Tabla 33 estéd representado el perfil del almidén en las muestras de legumbres
crudas y procesadas. El contenido total de almidén en las legumbres crudas esta
comprendido entre 463 y 534 mg/g m.s., resultados similares a los encontrados en
la literatura (Tovar y Melito, 1996; Jood y col., 1998; Frias y col., 2000; Chung y col.,
2008).

Se conoce que la biodisponibilidad del almidén procedente de leguminosas es
relativamente baja si se compara con el almidén presente en la mayoria de los
cereales, ya que el de las legumbres es rico en amilosa y bastante resistente debido a
su alto poder de cristalizacion. En las legumbres estudiadas el almidén disponible
representa un 57-65% del almidén total; por lo tanto el almidén resistente presente
en las muestras crudas es un componente significativo (181,7 - 212,5 mg/g ms.)
(Figura 34).

En general, cuando las muestras son sometidas al proceso de remojo, se observa una
reduccién del 6-11% en el contenido de almidén total debido a la solubilizacién
parcial de la amilopectina y a las diferencias en cuanto al tamafio de la semilla,
permeabilidad de membrana y estructura del almidén (Frias y col., 2000; Pujola y

col., 2007; Rehman, 2007).
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Tabla 33. Fracciones de almidén en muestras de leguminosas crudas y procesadas

(mg/gm.s.).
Almidén Total Almidén Almidén
midon Tota
Legumbre Disponible Resistente
Garbanzo Sinaloa
Cr 533,7 +24,2b 340,0 + 25,1a 193,4 £12,5¢
R 476,9 + 27,52 337,9 £ 20,92 139,0 £ 7,40
R+C 476,0 + 22,32 407,4 +25,1b 68,3 + 4,82
R+C+D 454,2 + 34,22 389,5 +22,2b 64,7 £ 5,62
Garbanzo Castellano
Cr 519,0+5,2°b 33731802 181,7+
R 487,3+8,1a 365,5+6,0P 121,8+
R+C 489,1+9,7 a 391,3+4,1c¢ 97,8+
R+C+D 493,1 +£11,0a 3945+80c¢ 98,2+
Lenteja Pardina
Cr 462,7 + 25,60 263,7 + 16,5 199,0 £17,1¢
R 426,3 +29,1b 236,3 +12,1a 190,3 £17,1¢
R+C 367,0 26,72 265,0 £1 1,7 102,0 £ 6,6
R+C+D 344,7 +25,1a 291,0 £10,6¢ 53,7 £4,9a
Judia Cannellini
Cr 529,0+1,9¢ 328,0+7,0a 201,0+
R 487,0+4,0b 3555+5,00b 131,5+
R+C 4421 +3,0a 384,5+39c¢ 57,6+
R+C+D 445,0+2,82 356,0£54 b 89,0+
Judia Pinta
Cr 518,1+12,0 ¢ 305,6 £9,0a 212,5+
R 4840+£39 b 338,8 +8,2b 145,2+
R+C 456,0+£1,0 a 387,6+3,1¢ 68,4+
R+C+D 457,2+3,8a 342,7+£3,0b 114,3+

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el

test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).
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B Almidon Disponible B Almiddn Resistente
600

500 A

400 A

300 A

mg/g m.s.

200 A

100 -+

G.Sinaloa  G.Castellano L. Pardina  J. Cannellini J. Pinta

Figura 34. Distribucién del contenido de almidén disponible y resistente en muestras de
leguminosas durante el proceso de deshidratacién (mg/g m.s.).

(1* columna, Cr; 2* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

Sin embargo, el contenido de almidén disponible se ve afectado de diferente manera
tras el proceso de remojo, y asi en el caso de la lenteja Pardina se observa un
descenso del 10%, mientras lo contrario se observa en el garbanzo Castellano, la
judia Cannellini y la judia Pinta que exhiben aumentos significativos en el contenido
de almidén disponible (8-11%) (Figura 34). Sin embargo, los cambios maés
importantes se producen en la fraccion de almidén resistente, donde se aprecian
disminuciones de su contenido en todas las legumbres estudiadas, siendo maés
notable en el caso de la judia Cannellini, Pinta y garbanzo Castellano (32-35% de
descensos). En la literatura se han encontrado distintos resultados, indicando que
exponen que los cambios en el contenido del almidén durante el proceso de remojo
parecen depender no solamente del tipo de solucién utilizada sino también del tipo
de legumbre que ha sido estudiada (Pujola y col., 2007).

Respecto a la coccién, el efecto sobre el contenido del almidén total es muy distinto
dependiendo de la legumbre que se trate; asi éste no se ve alterado en el caso de las
variedades de garbanzos estudiadas, mientras que en la lenteja Pardina se aprecia
una reduccion considerable (14%), al igual que en la judia Cannellini y Pinta (9 y 6%
respectivamente). En relaciéon al contenido de almidén disponible, éste aument6
considerablemente como resultado de la coccién, especialmente en el garbanzo
Sinaloa y en la judfa Pinta (20 y 14% respectivamente). Paralelamente, el almidén
resistente experimenté notables reducciones en el caso del garbanzo Sinaloa, la

lenteja y las judias (=52%), y reducciones menos marcadas en el garbanzo Castellano
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(20%) (Figura 34). En la literatura se observa una tendencia similar en el
comportamiento del almidén resistente (Pujold y col,, 2007; Tovar y col.,, 1996;
Marconi y col., 2000). En general, el procesado de las legumbres (remojo, coccién,
autoclave...) provoca una mejora de la digestibilidad, debido a la gelatinizacién de
los granulos de almidén y probablemente a la reduccién en el contenido de factores
antinutricionales (compuestos fendlicos, inhibidores enzimaticos, fitatos...) en las
semillas. De hecho, la eliminacién parcial de los taninos y del acido fitico libera un
extenso espacio dentro de la matriz, facilitando el ataque enzimatico y como
consecuencia mejorando la digestibilidad de la proteina y del almidén después del
procesado térmico (Negi y col., 2001; Martin-Cabrejas y col., 2009).

Existe escasa literatura respecto a la influencia del proceso de deshidratacion en el
contenido de las distintas fracciones de almidén. Si comparamos la etapa de
deshidratacién con las etapas previas de remojo y coccién, se pone de manifiesto
que apenas se aprecian cambios en el contenido de almidén total. Sin embargo, se
observa una reduccién de la disponibilidad del almidén en las judias (12-7%)
mientras que la lenteja Pardina experimenta un incremento del almidén disponible
(10%) (Figura 35). En consecuencia, el almidén resistente aumenta en las judias
deshidratadas (= 61%), mientras que en la lenteja se produce una reduccion del 48%
y en garbanzos no se aprecian diferencias. No obstante, el efecto del procesado en
las leguminosas en las fracciones de almidon es bastante controvertido. Ratnayake y
col. (2001), Osorio-Diaz y col. (2003) y Tharanathan y Mahadevamma (2003)
verifican que el procesado térmico produce incrementos en los valores del almidén
resistente, debidos principalmente a la retrogradacién de la amilosa. Sin embargo,
Kutos y col. (2003) y Almeida-Costa y col. (2006), subrayan que en las muestras
crudas el contenido de almidén resistente es casi dos veces mayor que el encontrado
en las muestras procesadas. Hoover y Zhou (2003) y Almeida-Costa y col. (2006)
atribuyen las variaciones en los resultados del almidén resistente a los diferentes

métodos de anélisis empleados.
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e Garbanzo Sinaloa e Garbanzo Castellano Lenteja Pardina
e |udia Cannellini e Jydia Pinta
100%
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Cr R R+C R+C+D

Figura 35. Reducciones de almidén total en muestras de leguminosas durante el proceso
de deshidratacion.

Caracterizacién Microestructural: Microoscopia Electrénica de barrido

Gracias al uso de la microscopia electrénica de barrido (SEM, scaning electron
microscopy) podremos obtener informacién complementaria sobre las propiedades
fisicoquimicas de las harinas de leguminosas. SEM se utiliza principalmente para
estudiar los cambios microestructurales que tienen lugar en las leguminosas
durante el procesado industrial. La imagen proporcionada por la técnica SEM de las
legumbres se muestra en las Figuras 36-40. En las imagenes se puede observar que
los granulos de almidén son los componentes de almacenamiento mas
representativos (Marconi y col., 2000). Estos granulos se caracterizan por formas
esféricas/ovaladas y tamafios que comprenden desde las 17 pm (en el garbanzo
Sinaloa) hasta las 31 pm (en la judia Pinta). Las diferencias de tamafio que presentan
entre variedades de judias y garbanzos estudiados, son casi inapreciables. En las
muestras crudas, los granulos de almidén se caracterizan por contener cubiertas
lisas donde se encuentran adheridos las proteinas o fragmentos de proteina que han
sido destruidas durante la molienda previa para la preparacién de las muestras.
Estos resultados son similares a los encontrados en la bibliografia (Marconi y col.,

2000; Sotomayor y col., 1999; Milan-Carrillo y col., 2000).
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Figura 36. Imagen microestructural del garbanzo Sinaloa
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Figura38. Imagen microestructural de la Judia Cannellini
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Figura 39. Imagen microestructural de la Judia Pinta
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CAPITULO 4: Efecto de la Deshidratacién sobre la Fraccion de Carbohidratos

Figura 40. Imagen microestructural de la lenteja Pardina
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Fig. 36 (a, b, ¢, d) SEM de harina de garbanzo Sinaloa (a) crudo; (b) remojo; (c) remojo +
coccién; (d) remojo + coccion + deshidratacion.

Fig. 37 (a, b, ¢, d) SEM de harina de garbanzo Castellano (a) crudo; (b) remojo; (c) remojo
+ coccién; (d) remojo + coccién + deshidratacion.

Fig. 38 (a, b, ¢, d) SEM de harina de judia Cannellini (a) crudo; (b) remojo; (c) remojo +
coccién; (d) remojo + coccién + deshidratacion.

Fig. 39 (a, b, ¢, d) SEM de harina de judia Pinta (a) crudo; (b) remojo; (c) remojo +
coccién; (d) remojo + coccion + deshidratacion.

Fig. 40 (a, b, ¢, d) SEM de harina de lenteja Pardina (a) crudo; (b) remojo; (c) remojo +
coccién; (d) remojo + coccion + deshidratacion.
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Los cambios morfolégicos producidos durante el procesado térmico van ser
distintos dependiendo del tipo de muestra que estemos analizando. En el caso de
las judias y garbanzos que han sido sometidos al remojo, apenas se observan
cambios acusados en el tamafio de los granulos de almidén, sin embargo la
apariencia de dichos granulos en las judias resulta més esférica que en el garbanzo,
que presenta un aspecto mas ovalado. Cuando la lenteja se somete a remojo, vemos
que el almidén triplica su tamafio respecto a la muestra cruda (Figura 41, Tabla II,
Anexo), ademas de presentar un aspecto mas rugoso y erosionado. Esta variacién
de tamafio puede ser debida a que en la lenteja se produce un mayor hinchamiento
de los granulos. Ademads se aprecia una ligera disminucién de cuerpos proteicos
unidos al almidén en todas las legumbres analizadas, lo que sugiere una activacién

de las enzimas proteoliticas durante el remojo.

um

140-‘

1204 Lenteja Pardina

Garbanzo Sinaloa

100+ B Garbanzo Castellano
Judia Blanca

80+ Judia Pinta

60+

404 -
Judia Pinta

Judia Blanca
Garbanzo Castellano

20+

Garbanzo Sinaloa
©) Lenteja Pardina

(R+C)

(R+C+D)

Figura 41. Evolucion del tamafio del granulo de almidén en muestras de leguminosas a
lo largo del proceso de deshidratacion (pm).

Las imagenes obtenidas después del proceso de coccién se muestran en las Figuras
24-28. Durante la coccién se produce un aumento del tamafio de los granulos
llegando a alcanzar tamafios de 125 pm en el caso del garbanzo Sinaloa. Los
aumentos exhibidos llegan a representar 7 y 6 veces el tamafio que mostraban las
muestras crudas de garbanzo Sinaloa y Castellano respectivamente. Las judias

pierden la forma esférica que las caracterizaba durante las etapas previas, dando
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lugar a granulos més alargados. Los granulos de almidén siguen manteniendo su
integridad interna, sin embargo la superficie de la cubierta muestra un aspecto
menos rugoso como consecuencia del calor. Las proteinas se encuentran maés
afectadas por el tratamiento térmico, siendo pocos los restos de proteinas que
encontramos unidos todavia al almidén.

La deshidratacién provoca reducciones apreciables del tamafio del granulo si lo
referimos a las muestras cocidas. Estos cambios no son significativos en las judias,
mostrando reducciones muy ligeras de 3 y 9% en la judia Cannellini y Pinta
respectivamente, mientras que en garbanzos y lenteja el tamafio de los granulos de
almidoén de las muestras deshidratadas es considerablemente menor que el de las
muestras cocidas. La superficie de la cubierta de los granulos se presenta mas lisa
con apenas presencia de restos de proteina. Las diferencias que se muestran en la
microestructura de las legumbres cocidas y deshidratadas estan relacionadas con las
fracciones de almidén previamente analizadas. La integridad que muestra el
granulo de almidén en las leguminosas cocidas y deshidratadas no se observa en
otros tratamientos como fermentacién o germinacién, donde se produce la
endocorrosién de los granulos de almidén (Sotomayor y col., 1999) y la alteracién de

la estructura proteica (Blaszczak y col., 2007).

Conclusiones
Del estudio de la fracciéon de carbohidratos a lo largo de las etapas del proceso de
deshidratacién, se concluye que:

e La sacarosa, principal aztcar soluble presente en todas las legumbres
estudiadas, ve disminuido su contenido a medida que se van sucediendo
las distintas etapas del proceso;

¢ Los contenidos de fibra total encontrados son elevados, en comparacién
con otras legumbres y cereales, siendo los niveles de la fraccién insoluble
muy superiores a los de la fraccion soluble. Con el proceso de
deshidratacién se observan incrementos en la fibra insoluble y, en general,
una mejora de la relacién fibra insoluble-fibra soluble;

e El almidén es el carbohidrato mayoritario presente en las harinas de las

leguminosas estudiadas, presentando una importante fraccién amildcea
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resistente. Su biodisponibilidad va aumentando a medida que avanza el
tratamiento térmico, provocando una mejora de su digestibilidad;

La informacién que proporcionan las imagenes de microscopia electrénica
de barrido revelan acusadas variaciones de tamafio y aspecto del granulo

del almidon y su disposicién junto a las fracciones proteicas.



CAPITULO 5: Estudio de la Fraccién Proteica en las Harinas Procesadas

CAPITULO 5: ESTUDIO DE LA FRACCION PROTEICA EN LAS
HARINAS PROCESADAS

Interés del Estudio

Como se ha indicado anteriormente, las legumbres resultan una excelente fuente de
proteina vegetal, ya que presentan un contenido promedio de 23% m.s.

La calidad de las proteinas viene determinada por sus propiedades nutritivas y
funcionales, ya que se trata de un componente que va a influir decisivamente en las
transformaciones que tienen lugar en el alimento durante su procesado,
almacenamiento, preparacion y consumo.

Cuando las proteinas se someten a altas temperaturas se produce su
desnaturalizacién, seguida de una agregacién molecular, que va a afectar a su
solubilidad. Ademéas de los cambios conformacionales que ocurren durante el
procesado tienen luegar interacciones (propiedades de asociacién-disociacién) con
otras moléculas que se veran afectadas por el pH del medio.

Por lo tanto, un estudio exhaustivo de la solubilidad (en distintos medios y a
distintos pHs) y de la digestibilidad de la proteina, nos ayudaria a entender en gran
medida parte de los cambios estructurales y de composicién que se producen como

consecuencia del procesado de las legumbres.

Métodos Analiticos

Determinacion de la Solubilidad del Nitrégeno en un intervalo de pH

La solubilidad del nitrégeno se determiné seguin el método de Were y col. (1997).
125 mg de muestra se dispersaron en 25 mL de agua desionizada y a continuacién
se ajust6 el pH a 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 y 12,0 con una disolucién
de NaOH 6 HCI 0,IN. La muestra se agité durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugé a 6000 rpm durante 30 minutos. La medida del contenido
de nitrégeno en el sobrenadante se realiz6 segtin el método Kjeldahl (AOAC, 1990),
y el porcentaje de proteina soluble se calculé segtin la siguiente expresion:

% Solubilidad = Cantidad de Nitrégeno en el sobrenadante

Cantidad de Nitrégeno en la muestra
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Determinacion de la Solubilidad en H,0 y SDS

De todo el contenido de nitrégeno presente en una muestra, tan sélo una parte es
soluble. El porcentaje de nitrégeno insoluble es significativo pero varia de una
variedad a otra, asi como de una leguminosa a otra. Asimismo, este contenido total
de nitrégeno engloba tanto al procedente de proteinas (N-proteico) como aquél que
pertenece a otras estructuras nitrogenadas no proteicas tales como alcaloides,
amidas,... Por tanto, es importante distinguir entre N-Proteico y no Proteico, y entre
N-Soluble e Insoluble, ya que las caracteristicas fisicoquimicas y tecnofuncionales de

las harinas dependen de estos parametros.

Procedimiento 1: Solubilidad en agua

1 g de muestra se dispers6é en 10 mL con agua destilada a 4 °C durante 16 horas.
Posteriormente se centrifugé a 6000 rpm durante 20 minutos y se decantd el
sobrenadante resultante (Sobrenadante 1). El residuo (Residuo 1) se volvié a extraer
dos veces mas con agua destilada. Las proteinas contenidas en el sobrenadante 1 se
precipitaron con una solucién de acido tricloroacético (TCA) (50 g/L) a 1 °C durante
toda la noche. A continuacion, se realizé una centrifugacioén a 6000 rpm durante 20
minutos, obteniendo el Residuo 2 y el Sobrenadante 2. Se determiné el contenido de
nitrégeno del Sobrenadante 2 (Nitrégeno no proteico), en el Residuo 2 (Nitrégeno

proteico) y en el Residuo 1 (N insoluble) segtin el método Kjeldahl (AOAC, 1990).

Procedimiento 2: Solubilidad en SDS

1 g de muestra se dispersé en 10 mL con SDS (dodecil-sulfato de sodio)(20 g/L) a
temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacién se realiz6 una
centrifugacion a 6000 rpm durante 20 minutos. El contenido de nitrégeno en el
extracto soluble en SDS y en el residuo insoluble fueron determinados segun el

método Kjeldahl (AOAC, 1990).

Determinacion de la Digestibilidad Proteica “in vitro”

La digestibilidad in vitro de las muestras se determiné segin el método pH-stat

desarrollado por Pedersen y Eggum (1983).
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Preparacion de la disolucion multienzimatica

Se prepara una disolucién de tres enzimas, conteniendo 23.100 unidades de tripsina
(T-0134, Sigma-Aldrich, Alemania), 186 unidades de quimotripsina (C-4129, Sigma-
Aldrich, Alemania) y 0,052 unidades de peptidasa (P-7500, Sigma-Aldrich,
Alemania) por mililitro. La disolucién se ajusta y se mantiene a pH 8,0 a 37 °C

durante dos minutos. La disolucién se congela a - 20 °C para mantener su actividad.

Determinacion de la digestibilidad de caseinato sédico

La actividad de la disolucién multienzimatica se determina diariamente utilizando
como patrén una suspension acuosa de caseinato sédico (C-8654, Sigma-Aldrich,
Alemania) de concentracion 1 mg de nitrégeno por mL. Para ello, se pesa la
cantidad necesaria de caseinato sédico y se afiade, con 10 mL de agua destilada, a la
célula de valoracion termostatizada a 37 °C, ajustando el pH a 8,0 y manteniendo los
valores de pH y temperatura durante 10 minutos. Seguidamente, se comienza la
valoraciéon automatica, mediante el método de pH-stat, afiadiendo 1 mL de la
disolucién multienzimatica (pH final 7,98 y disolucion valorante NaOH 0,1 N). El
volumen de NaOH 0,1 N afiadido para mantener el pH constante, se usa para

calcular la digestibilidad verdadera (DV), aplicando la siguiente ecuacion:
%DV =76,28 + 40,74B

Donde:

B=mL de NaOH 0,1 N

El valor de digestibilidad del caseinato sddico debe estar comprendido entre 98-

102% (McDonough y col., 1990).

Determinacion de la digestibilidad proteica de las muestras

Se pesa, por triplicado, una cantidad de muestra que contenga 10 mg de nitrégeno y
se suspende en 10 mL de agua destilada en la célula de valoracién. Una vez se
estabiliza la temperatura a 37 °C, se ajusta y se mantiene el pH a 8,0 durante 10
minutos. Se afiade 1 mL de la disoluciéon multienzimatica y se comienza la
valoracién automatica (pH final 7,98, disolucién valorante NaOH 0,1 N).

Transcurridos los 10 minutos se registra el volumen de NaOH 0,1 N afiadido y este
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valor se utiliza para determinar la digestibilidad in vitro mediante la ecuacién

indicada.

El valor de digestibilidad obtenido se corrige con el calculado para el caseinato

sodico, segtin la siguiente expresién (McDonough y col., 1990):
%DV muestra = (%DV experimental muestra / % DV caseinato) x 100

Las valoraciones se realizaron con un valorador automatico (Methrom, Tritino721)
equipado con una unidad intercambiable de 10 mL y una célula de titulacién

termostatizada.

Resultados y Discusion

Solubilidad del Nitrégeno en un intervalo de pH

La solubilidad del nitrégeno en muestras crudas y deshidratadas de las harinas de
leguminosas estd representada en las Figuras 42, 43 y 44. La solubilidad del
nitrégeno cambia segtn el valor del pH en el que se encuentre el alimento, por lo
tanto resulta interesante observar las variaciones que dicha solubilidad experimenta
a lo largo de una escala de pHs (valores comprendidos entre 2-10). El pH donde la
solubilidad del nitrégeno es minima difiere segtin la legumbre; en el caso del
garbanzo Sinaloa, la lenteja Pardina y la judia Pinta se observa un minimo a un pH
3, mientras que el garbanzo Castellano y la judia Cannellini lo muestran a pH 4. Los
valores de solubilidad proteica que alcanzan en ese minimo varian desde el 15% en
el caso del garbanzo Castellano hasta el 38% en la judia Cannellini, resultados
similares se encontraron en la bibliograffa (Carbonaro y col., 1997). El punto que
exhibe una solubilizacién menor del nitrégeno corresponde al punto isoeléctrico de
la mayoria de proteinas (Soetrisno y Holmes, 1992). A pHs neutros se aprecian
valores mayores de solubilidad proteica en todas las legumbres, llegando a niveles
en torno al 80%, excepto en el caso del garbanzo Castellano que solamente alcanza
una solubilidad del 54%. A medida que nos acercamos a pHs basicos la solubilidad
de la proteina va aumentando tendiendo a estabilizarse a pHs de 11-12, donde la

mayoria de las legumbres exhibe valores = 90%.
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Figura 42. Efecto del pH sobre la solubilidad de las harinas de Garbanzo Sinaloa y

Garbanzo Castellano.
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Figura 43. Efecto del pH sobre la solubilidad de las harinas de lenteja Pardina.
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Figura 44. Efecto del pH sobre la solubilidad de las harinas de Judia Cannellini y Judia

Pinta.
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Abreviaturas: (Cr) = Muestras crudas; (R+C+D) = Muestras remojadas, cocidas y deshidratadas.
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La solubilizacion proteica de las harinas de leguminosas crudas a diferentes pHs en
agua result6 similar a otros perfiles encontrados en la bibliografia, tales como judias
comunes (Naranyana y Rao, 1982), soja (Mc Watters y Holmes, 1979) y judias pintas
(Carnovale y col., 1988). Varios autores justifican el aumento de la solubilizacién de
la proteina por el alto contenido de aminoacidos aspartico y glutdmico, que se
caracterizan por tener puntos isoeléctricos dcidos, lo que las hard mas solubles en
medios acuosos basicos (Sathe, 2002). El proceso de deshidratacion trae consigo una
acusada reduccién de la solubilidad proteica (Figuras 42, 43 y 44), observandose
valores muy similares (15-20%) en todo el intervalo de pHs estudiado. Esta
reduccién podria ser debida a la desnaturalizacién y consiguiente agregacion de las
proteinas como consecuencia del tratamiento térmico. La maxima solubilidad (=
20%) se alcanza a pHs basicos. En literatura previa, se aprecia una marcada
reduccién de la solubilidad después de la coccion (Were y col., 1997; Carbonaro y
col., 1997); estos valores bajos de solubilidad proteica que experimentan las
proteinas pueden ser debidos a la desprotonacion que sufren los aminoécidos
arginina y lisina. Por lo tanto, el proceso térmico reducira asi el perfil de solubilidad

de las proteinas, lo que afectard a sus aplicaciones en las formulaciones alimentarias.

Solubilidad en H,0 y SDS

Como consecuencia del interés que suscita la fracciéon proteica en las harinas de
leguminosas se llevé a cabo un ensayo de solubilidad en agua con el fin de observar
la cantidad de compuestos nitrogenados facilmente extraibles. Asimismo, se realiz6é
un ensayo de solubilidad en SDS, fuerte extractante que solubiliza compuestos
nitrogenados que se encuentran poco y/o muy ligados a otros componentes de la
matriz de las legumbres. Estos ensayos complementan el estudio de solubilidad a
diferentes pHs.

En relacién al ensayo de solubilidad en agua se observa una solubilizacién de
compuestos nitrogenados de 36-52% del nitrégeno total en harinas crudas siendo
los garbanzos los que presentan mayor porcentaje, seguido de la lenteja Pardina y
ambas judias (Tabla 34). El nitrégeno soluble en agua se corresponde

principalmente con aminoécidos libres y la fraccién proteica de las albtiminas.
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Tabla 34. Contenido de nitrégeno soluble en agua en muestras de leguminosas crudas y
procesadas (mg N /g m. s.).

Legumbre N-Soluble N-Insoluble
N-no Proteico N Proteico N-"?"th:}) le
Garbanzo Sinaloa

Cr 6,1+0/4¢ 7,0 +0,4b 132+07¢  123+08e

R 3,9+02b 724050 112£08>  135+08%

R+C 3,6+0,3b 574050 93+072  183+120b
R+C+D 2,6+0,12 7,9£0,6 1054062  196+17b

Garbanzo Castellano

Cr 72403 83+0,5b 155+06c  140+07a

R 4540, 77+03b 1224080  151+0,9a

R+C 4,0£04b 63+03a 103+072  194+08b
R+C+D 3,0+0.2a 8,9 +04b 11,0£04b  21,5+14b

Lenteja Pardina

Cr 44+03¢ 9,3+0,5¢ 138+09¢  198+1,5a

R 174020 524030 69+04b 2494190

R+C 0,940,112 244034 33032  301+19¢
R+C+D 080,14 28022 364032 343+24c

Judia Cannellini

Cr 494030 73 +04b 122407¢  21,5+152

R 294025 704030 9,9+08>  222+15a

R+C 284033 524032 80+06a  202+13s
R+C+D 244015 444054 68+072  214+16a

Judia Pinta

Cr 47+02¢ 7,5+0,5 121+08>  177+1,1a

R 2,6+03b 83+0,52 109080 157092

R+C 23+0,1b 6,5+0,7 88+09a  194+15a
R+C+D 17403 6,3+0,50 81072  187+16%

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estan.d.ar (n = 6).
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La precipitacion del sobrenadante (N-soluble) con TCA nos permite evaluar el
contenido de proteina soluble en agua (fracciéon de albuminas) en dichas
leguminosas. Los resultados obtenidos (Tabla 34) muestran que en las harinas
crudas el porcentaje de estas proteinas respecto del N-soluble total es similar en
todas las muestras, oscilando entre 53% en el caso de los garbanzos, 41% en judia

Pinta y lenteja Pardina y 37% en la judia Cannellini (Figura 45).

H N-Insoluble B N- Soluble Proteico O N-Soluble no Proteico

100%

80%

60%

40%

20%

0%

G. Sinaloa G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 45. Contenido de nitrégeno soluble en agua en muestras de leguminosas crudas y
procesadas.
(1* columna, Cr; 2* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

Las harinas sometidas a remojo, coccién y deshidratacién muestran un
comportamiento generalizado de descenso en el contenido de N-soluble total,
siendo mas acusado en las muestras sometidas a los tratamientos térmicos (coccién
y deshidratacién) y, consecuentemente, los niveles de N-insoluble aumentan. No
obstante, los niveles de proteina encontrados en harinas cocidas y deshidratadas
son similares a los encontrados por Gujska y Khan (1990) tras extrusién a alta
temperatura realizada en distintas variedades de judias. Asi, se observa que las
harinas procesadas de lenteja Pardina son las que exhiben los menores niveles de N-
soluble (74 y 76% de descenso en muestras cocidas y deshidratadas,
respectivamente) con el consiguiente aumento de N-insoluble en el residuo. A
continuacién se encuentran las judias Cannellini y Pinta (44 y 33% de reduccién,
respectivamente) seguidos de los garbanzos Castellano y Sinaloa (23 y 20% de

reduccidn, respectivamente).
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Tabla 35. Contenido de nitrégeno soluble en SDS en muestras de leguminosas crudas y
procesadas (mg N/g m. s.).

Legumbre Soluble N-SDS Insoluble N-SDS

Garbanzo Sinaloa

Cr 2334224 7,6+0,6

R 2144230 6,6+0,5

R+C 185415 11,2+1,1b
R+C+D 20,9182 11,4+ 08"

Garbanzo Castellano

Cr 24,6 +245 8,5+0,9b

R 23,0419 704054

R+C 20,1+1,95 13,0£0,7¢
R+C+D 2134174 13,0 £1,2¢

Lenteja Pardina

Cr 29,6 2,5 3,0+042

R 2544224 55+04b

R+C 233+2,2a 10,9+0,9¢
R+C+D 20,6421 104 +0,7¢

Judia Cannellini

Cr 252421 53+0,32

R 21,8+2,1a 53+03a

R+C 19,7 +2,0a 6,7 +0,7"
R+C+D 184417 84+0,6¢

Judia Pinta

Cr 2494275 48+03a

R 26+1,382 5,0 +0,5

R+C 1994185 57+03s
R+C+D 1934195 58+03a

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango mltiple de Duncan (p< 0,05).
Valor Medio * Desviacién Estan.d.ar (n = 6).
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Como era de esperar, el ensayo de SDS (Tabla 35) exhibe mayores contenidos de N
soluble, respecto al solubilizado en agua, tanto en harinas crudas como procesadas
debido a la gran capacidad extractante del SDS (condiciones desnaturalizantes). Los
resultados obtenidos con la extraccién con SDS corroboran el comportamiento
observado en el ensayo de solubilidad en agua. La lenteja Pardina es la legumbre
que experimenta un mayor descenso de compuestos nitrogenados solubles durante
el tratamiento térmico (30%) y por tanto refleja un mayor incremento del N-
insoluble (Figura 46). A continuacién se encuentran las judias Cannellini y Pinta (27
y 22%, respectivamente) y por tltimo son los garbanzos Castellano y Sinaloa los que

menores ascensos presentan (13 y 10%, respectivamente).

EInsoluble N-SDS @ Soluble N-SDS

100%

80%

60% -

40% -

20% A

0% -

G. Sinaloa G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 46. Contenido de nitrégeno soluble en SDS en muestras de leguminosas crudas y
procesadas.
(17 columna, Cr; 2° columna R; 3* columna R+C; 4% columna R+C+D).

No solo las interacciones electrostaticas entre los residuos cargados externamente
son las principales fuerzas responsables de la baja solubilidad proteica de las
leguminosas procesadas, sino también otras fuerzas moleculares (puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofébicas) podrian estar implicadas en la agregacion de
los componentes proteicos como se observa cuando la desnaturalizacion térmica
tiene lugar.

En general, tanto el perfil de la fraccién nitrogenada soluble en agua como en SDS
pone de manifiesto una evidente pérdida de componentes nitrogenados solubles,

con la consiguiente insolubilizacién de compuestos (Figura 47).
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EN-Soluble H20 M Soluble N-SDS

30

25
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mg N/ gm.s.
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G. Sinaloa G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 47. Solubilidad de nitrégeno en H20 y SDS en muestras de leguminosas crudas y
procesadas.
(1* columna, Cr; 2* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

Estos resultados corroboran los encontrados por Carbonaro y col. (1993, 1997)
poniéndose de manifiesto la disociacién de compuestos de alto peso molecular
(albumina y globulina) en harina de judia procesadas y la posterior agregaciéon de
compuestos insoluble formados por interacciones hidrofébicas y puentes de

hidrégeno.

Digestibilidad Proteica “in vitro”

En la Tabla 36 se pone de manifiesto como el procesado de las harinas puede influir
en la digestibilidad de la proteina (DP). Los resultados muestran que los valores
mas bajos de DP en las legumbres crudas se dan en la judia Cannellini y los més
altos en el garbanzo Sinaloa. Duranti y Guis (1997) han publicado resultados
similares en judias comunes acerca de la digestibilidad proteica en leguminosas.
Durante el remojo no se producen aumentos significativos de los valores de
digestibilidad proteica, corroborando los resultados de trabajos publicados
recientemente (In-Hwa-Han y col., 2007). El proceso de coccién supuso aumentos de
los valores de digestibilidad (del 7 al 12%), incrementos similares a los publicados
previamente (Clemente y col,, 1998; Rehman y Shah, 2005. Tras el proceso de
deshidratacién se observan nuevos aumentos (hasta 12-15% respecto a muestras
crudas) de los niveles de digestibilidad proteica en todas las legumbres. Por lo

tanto, las harinas deshidratadas de legumbres exhiben mayores valores de DP que
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los obtenidos en otras legumbres procesadas por distintos tratamientos, como
coccién, microondas-coccién, ultrasonido o altas presiones hidrostaticas (Clemente
y col.,, 1998; In-Hwa-Han y col., 2007; Khatoon y Prakash, 2004). Asimismo se han
encontrado efectos similares aplicando tratamientos de extrusién, coccion a presion

o autoclave (Alonso y col., 2000; El-Hady y col., 2003; Rehman y col., 2005).

Tabla 36. Influencia del procesado sobre la digestibilidad proteica (%) en harinas de
leguminosas™

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pinta
Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 81,1 80,0 85,0 79,1 79,6
R 81,2 - 8,0 (1) 855 (2 799 (1) 80,0 (1)
R+C 89,7 (11) 857 (7) 9,7 (8 88,6 (11) 89,2 (12

R+C+D 90,9 (12) 90,8 (14) 955 (12) 90,0 (14) 91,3 (15)

*Los datos en paréntesis indican el porcentaje de incremento respecto a los valores de harinas
crudas.

La mejora de la digestibilidad proteica que se observa tras el tratamiento térmico se
atribuye a la desnaturalizaciéon que sufren las proteinas (favoreciendo la
accesibilidad de las enzimas proteoliticas) y a la reduccién o eliminacién de
distintos antinutrientes (Carnovale y col., 1988; Friedman, 1996). Existen muchos
estudios acerca de las interacciones que tienen lugar entre las proteinas y el acido
fitico, los taninos condensados o los polifenoles en muestras sin procesar. Estas
interacciones podrian incrementar el grado de unién de las cadenas que forman la
proteina, disminuyendo asi su solubilidad y dando lugar a complejos proteicos. Asi,
los enlaces peptidicos que forman los complejos proteicos tendran un dificil acceso
para ser atacados por las proteasas. Ademas, el proceso de deshidratacion provoca
cambios estructurales en la proteina, como es el caso de las globulinas,
incrementando la flexibilidad de las cadenas y facilitando el ataque de las proteasas
(Swaisgood y Catignani, 1991). Sin embargo, algunos autores han detectado un
descenso de la digestibilidad proteica como consecuencia de la aplicacién de
tratamientos térmicos, posiblemente debido a la agregacién de residuos basicos de

proteinas (Carbonaro y col., 1997).
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Conclusiones

La determinacién de los cambios en la digestibilidad y solubilidad proteica que

experimentan las harinas de leguminosas en la deshidratacién pone de manifiesto

que:

El perfil de solubilidad del nitrégeno en legumbres crudas muestra una
mayor solubilidad a valores neutros de pH. Sin embargo, las muestras
deshidratadas experimentan una reducciéon de la solubilidad proteica,
manteniéndose constante en todo el intervalo de pH analizado;

Las harinas de leguminosas presentan una mayor solubilidad en SDS que
en agua, debido a la gran capacidad extractante de este detergente. La
deshidratacién trae consigo una pérdida de componentes nitrogenados
solubles, tanto en la fracciéon soluble en agua como en SDS, con la
consiguiente insolubilizacién de compuestos proteicos;

Se produce una mejora de la digestibilidad proteica cuando las muestras se
someten a un proceso de deshidratacién, con la consiguiente mejora

nutricional.
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CAPITULO 6: EVALUACION DE PROPRIEDADES TECNO-
FUNCIONALES DE LAS HARINAS PROCESADAS

Interés del Estudio

Identificar y mejorar las propiedades tecno-funcionales especificas de las harinas de
las leguminosas es esencial para determinar los posibles usos de las mismas como
ingredientes alimentarios. Las propiedades tecno-funcionales proporcionan
informacién sobre cémo se comportarfa un ingrediente en particular en la matriz de
un alimento, desempefian un papel destacado durante la preparacién, elaboracién y
almacenamiento de los alimentos y, a su vez se correlacionan con las propiedades
sensoriales. Dichas propiedades podrian ser consideradas como el resultado de los
distintos cambios conformacionales o de las distintas interacciones que tienen lugar
entre los componentes del alimento, tales como las interacciones entre proteinas,
entre proteinas y polisacaridos, lipidos, compuestos fendlicos 6 acido fitico (Ismond
y col., 1986; Patane y col., 2004). Una vez analizado el comportamiento de estos
componentes en capitulos previos, podremos explicar cémo afectan a las
propiedades tecno-funcionales de las leguminosas en cada una de las etapas del

procesado.

Determinacién del pH
La medida de pH en las muestras se determiné a partir de 10 g de harina de
legumbres diluidos en 40 mL de agua desionizada a 100 °C, utilizando un pH-metro

(510, Génesys) como instrumento de medida (AOAC, 1990).

Determinacion de la Densidad Aparente (DA)

La densidad se determina mediante la compactacion de la harina de las
leguminosas en una probeta graduada (10 mL), pesada anteriormente, hasta
conseguir el volumen de 5 mL.

El valor de la densidad se calcula segtin:

- Pt =peso total
5 - Pp = peso de la probeta
- D =densidad en g/mL
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Determinacion de la Capacidad de Retencion de Aceite (CRAc)

A 1 g de muestra se le adicionan 10 mL de aceite de girasol y se mantiene en
agitacién durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifuga a 4750 rpm durante 30
minutos. Después de centrifugar se mide el volumen del sobrenadante. Por
diferencia entre el volumen inicial de aceite y el volumen recuperado, se determina

la capacidad de retencién de aceite expresada en mL/g (Chau y Huang, 2003).

Determinacion de la Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

A1 g de muestra, se le ahaden 10 mL de agua destilada, y se mantiene en agitacién
durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo se centrifuga a 4750 rpm durante 30
minutos. Se mide el volumen del sobrenadante después de centrifugar. Por
diferencia entre el volumen inicial de agua y el que se recupera después de la
centrifugacién, se determina la capacidad de retencién de agua expresadaenmL/ g

(Chau y Huang, 2003).

Determinacién de la Capacidad de Absorcion de Agua (CA)

Se pesa 1 g de muestra y se le afiaden 10 mL de agua destilada, y manteniéndose en
agitacion durante 1 h. Posteriormente las muestras se centrifugan a 4750 rpm
durante 30 minutos. El sobrenadante fue separado en una probeta graduada (10

mL) donde se midi6 su volumen y su peso (Beuchat, 1977).

Determinacion de la Capacidad de Hinchamiento (CH)

Se pesan 100 mg de muestra en una probeta graduada (10 mL). Se llena la probeta
con agua destilada hasta 10 mL, la muestra se dispersa agitando suavemente y se
deja reposar durante 16 horas para lograr su hidratacién. Transcurrido ese tiempo
se mide el volumen final que ocupa la muestra (Robertson y col., 2000).

La capacidad de hinchamiento se expresa como:

Capacidad de hinchamiento (mL/g) = Volumen final/ masa muestra
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Determinacion de la Capacidad Emulsionante (CEmn)

Para analizar la capacidad emulsionante se pesa 1 g de muestra y se le afiaden 20
mL de agua destilada y se agita. Se afiaden 7 mL de aceite de maiz y nuevamente se
vuelve a agitar. La muestra se centrifuga durante 1 hora a 3000 rpm. Para realizar la
determinacién de la capacidad emulsionante se realiza la mediciéon de la capa

emulsificada respecto al volumen total (Yasumatsu y col., 1972).

Determinacion de la Capacidad Espumante (CE)

Para determinar esta propiedad se pesa 1 g de muestra y se adicionan 50 mL de
agua. A continuacién, se realiza una agitacion en el homogenizador (Polytron)
durante 5 minutos. La espuma resultante se transfiere a una probeta graduada (50
mL), donde se mide el volumen de espuma inicial y final después de 30 segundos

(Bencini, 1986).

Determinacion de la Capacidad de Gelificacion

La capacidad de gelificaciéon se define como la menor concentracioén de gelificacion
(MCG) a la que la muestra no se desliza por las paredes al invertir los tubos. Se
preparan suspensiones de la muestra al 4, 8, 12, 13, 14, 16, 18 y 20% (p/V) en agua
destilada. Para ello se pesan por duplicado 0,2; 0,4; 0,6; 0,7; 0.8; 0.9 y 1 g de muestra
en tubos de ensayo, y se adicionan 5 mL de agua destilada en cada tubo. Se
introducen en un bafio de agua a 100 °C durante 1 hora y, a continuacién, se ponen

en un bafo de hielo durante 1 hora (Chau y Cheung, 1998).

Resultados y Discusion

pH

La determinacién de los valores de pH en las harinas de leguminosas es importante
y necesario para conocer cémo afectan las variaciones del pH a algunas propiedades
tecnofuncionales (relacionadas principalmente con las proteinas) como la
solubilidad del nitrégeno y la capacidad emulsionante, que dependen en gran
medida del pH del medio (Mc Watters y Cherry, 1977). Los valores de pH de las
leguminosas objeto de estudio (Tabla 37) son muy similares en todas las legumbres

crudas, produciéndose un incremento de dicho valor cuando las legumbres son
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procesadas, debido probablemente a la solubilizacién de aminoacidos basicos. Los
valores de pH en leguminosas crudas son similares a los encontrados por Chau y

col. (1997) y Martin-Cabrejas y col. (1999) en judias comunes.

Tabla 37. Valores de pH en harinas de leguminosas durante el proceso de deshidratacion
industrial.

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pinta

Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 6,57+ 0,102 6,45+ 0,100 6,51+ 0,152 6,64+ 0,102 6,90+ 0,102
R 7,15+ 0,150 6,42+0,10a  7,38+0,10> 7,01+ 0,15 7,05+ 0,102
R+C 7,39+ 0,200 6,81+0,10>  7,19+0,10> 7,21+ 0,100 7,15+ 0,102

R+C+D 7,05+ 0,15 6,85+ 0,15» 7,03+ 0,200 7,20+ 0,15 7,25+ 0,152

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).

Densidad Aparente (DA)

La densidad aparente (DA) de las harinas de leguminosas crudas muestra valores
que oscilan entre 0,71 g/mL y 0,91 g/mlL, valores similares a los observados en
distintas variedades de garbanzos (Agrawal y Singh, 2003) y superiores a los
publicados por otros autores en judias (Dzudie y Hardy, 1996; Seena y Sridhar,
2005). De los resultados obtenidos (Tabla 38), se desprende que las harinas de
lenteja son significativamente mas densas (0,91 g/mL) que el resto de las harinas
analizadas, que presentan una DA de 0,71-0,84 g/mL.

El tratamiento térmico provoca ligeros incrementos no significativos en el valor de
la densidad aparente en todas las leguminosas estudiadas, probablemente como

consecuencia de la gelatinizacién parcial o completa de los granulos de almidén.
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Tabla 38. Efecto del procesado industrial sobre la densidad aparente de las harinas de
leguminosas (g/mL).

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pint
Sinaloa Castellano Pardina Cannellini udia a
Cr 0,71 + 0,052 0,74+0,05= 0,91+0,052 084+0,052 0,79+0,05a
R 0,74+0,05=  0,74+0,05= 0,91+0,05= 085+0,05= 0,85+0,052
R+C 0,79+£0,06a  0,79+£0,06a 0,92+0,052 0,85+0,052 0,86+0,05a

R+C+D 0,81 £ 0,042 080+0,042 1,02+0,072 0,92+0,072 0,89+0,072

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estdndar (n = 6).

En las muestras de harinas de leguminosas se ha llevado a cabo un andlisis de
correlacion lineal entre la densidad aparente y el contenido de almidén disponible a
lo largo del proceso de deshidrataciéon industrial (Tabla III, Anexo), revelando
correlaciones destacadas en el caso de los garbanzos Sinaloa (r = 0,96, P < 0,01) y
Castellano (r = 0,92, P < 0,01), y en menor medida en la judia Pinta (r = 0,75, P < 0,5)
lo que sugiere una gran influencia de la fraccién amildcea sobre la densidad
aparente que muestran dichas harinas. Sin embargo en el resto de legumbres
analizadas no se observaron correlaciones significativas entre la DA y el contenido
de almidén disponible. Asimismo, el garbanzo Sinaloa es la legumbre que mayores
incrementos de DA presenta tras el tratamiento de deshidrataciéon industrial (14%),
seguido de la judia Pinta y de la lenteja Pardina (13 y 12%, respectivamente), siendo
esta tltima la leguminosa que mayores valores absolutos de densidad aparente
presenta tras el tratamiento de deshidratacion (1,02 g/mL). Estos resultados estan
de acuerdo con los incrementos de la DA que determiné Bencini (1986) en harinas
de garbanzo que habian sido sometidas a coccién. Sin embargo, la aplicacién de
otros tratamientos tecnolégicos como la germinacién y la fermentacién en guisantes,
provoca acusadas reducciones en la densidad aparente (71 y 35%, respectivamente)
(Giami y Okwechime, 1993). En resumen, esta propiedad resulta interesante para el
envasado de legumbres ya que las leguminosas que presenten valores elevados de
DA exhiben un menor volumen, facilitando asi el uso y el transporte de las mismas

(Dzudie y Hardy, 1996).
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Capacidad de retencion de Aceite (CRAc)

La CRAc es una importante propiedad fisico-quimica para la elaboracién de
alimentos fritos, asi como para la estabilidad en su almacenamiento debido a su
influencia en el enranciamiento y el desarrollo del poder oxidativo. Estos dos
altimos aspectos son de especial interés ya que determinan la aceptacion del

producto por parte del consumidor.

Tabla 39. Efecto del procesado industrial sobre la capacidad de retencién de aceite de las
harinas de leguminosas (g/mL).

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pinta

Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 1,10 £ 0,102 1,10£0,10a 095+0,10a 1,00+£0,10a 1,20+£0,102
R 1,00 £ 0,102 1,10£0,10a 0,90+0,10a 1,20+£0,10a 1,15+ 0,102
R+C 1,15+ 0,102 1,10£0,10a 0,95+0,10a 1,15+0,10a 1,20+0,102

R+C+D 1,15 +0,102 1,10£0,10a 0,90+0,10= 1,15+0,10= 1,15%0,102

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).

En relacién con esta propiedad (Tabla 39) se observan valores muy similares en
todas las harinas de leguminosas estudiadas (0,95-1,20 mL/g). Los resultados
obtenidos son menores que los observados en soja (1,93 mL/g) (Chau y col., 1997),
pero superiores a los de harinas de guisantes (0,69 mL/g) (Prinyawiwatkul y col.,
1997) y de judias (0,80 mL/g) (Granito y col., 2007). Las variaciones de la CRAc
vienen determinadas por la presencia de cadenas laterales no polares de
aminoacidos que se unen a las cadenas laterales hidrocarbonadas del aceite. Las
judias Canellini y Pinta exhiben valores de CRAc distintos (1,00 y 1,20 mL/g,
respectivamente). Estas ligeras variaciones encontradas dentro de una misma
especie son debidas probablemente a la naturaleza y al tipo de proteinas que estan
presentes en las muestras (Sathe y Salunkhe, 1981). Las pequefias reducciones
experimentadas en el caso de la lenteja Pardina y de la judia Pinta después de la
deshidratacién podian deberse a la desnaturalizacién proteica, que conllevaria la

agregacioén de los grupos hidrofébicos, y por lo tanto, la unién de dichos grupos
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hidrofébicos libres con el aceite se veria reducida (Granito y col., 2007). No obstante,
no se aprecian variaciones significativas una vez que las muestras han sido
procesadas. Sin embargo, Granito y col. (2007) observaron apreciables reducciones
tras el proceso de coccién en muestras de judias (33%), sin encontrar cambios
significativos tras el tratamiento de deshidratacion. Singh y Seetha (1993) atribuyen
las principales variaciones de CRAc entre distintos aperitivos elaborados con
diferentes leguminosas, al tamafio de la particula de harina y al contenido de
almidén y de proteina. Para determinar la posible relacién existente entre la
capacidad de retencién de aceite y el contenido de almidén y proteina se ha
realizado un anélisis de regresion lineal (Tabla IV, Anexo), que revela correlaciones
no significativas en las legumbres objeto de estudio, excepto en el caso del garbanzo
Sinaloa que muestra una baja correlacién entre la CRAc y la proteina (r = 0,67, P <
0,1) y la judia Cannellini entre la CRAc y la fraccién de almidén disponible (r = 0,70,
P < 0,1). Estos resultados no coinciden con lo revelado por otros autores (Singh y
Seetha, 1993), lo que indica la baja influencia que el almidén disponible y la fraccién
proteica ejercen sobre la capacidad de retenciéon de aceite, de las muestras
empleadas en el presente estudio.

En general, estas harinas podrian ser un interesante ingrediente en productos
destinados a ser fritos, debido a sus bajos valores de CRAc, se conseguiria una

sensacion del alimento menos grasa.

Capacidad de Retencién de Agua (CRA)

Los resultados de la capacidad de retencién de agua (CRA) a temperatura ambiente
y pH neutro en muestras crudas y procesadas se presentan en la Tabla 40. La
imbibiciéon de agua es una propiedad tecno-funcional muy importante en la
preparacién de alimentos como salchichas, salsas y masas. En estos alimentos, las
proteinas retienen agua, pero no se disuelven debido a la insuficiente cantidad de
agua. Por lo tanto, pueden gelificar e impartir caracteristicas tales como dar

consistencia a la matriz del alimento y espesar.
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Tabla 40. Efecto del procesado industrial sobre la capacidad de retencién de agua de las
harinas de leguminosas (g/mL).

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pinta

Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 210+£0,100  2,10+0,10= 3,20+0,10= 3,50+0,102 2,70+0,104
R 2,20+£0,100  2,30+0,102 3,50+0,20a 3,50+0,202 2,60+0,202
R+C 480+020> 550+020> 4,70£0,20> 3,80+0,10> 2,50+0,10P

R+C+D 490+0,10> 550+0,10> 4,80+0,10> 3,70+0,10> 3,00+0,10b

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtin el
test de rango multiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio + Desviacién Estandar (n = 6).

Los valores obtenidos de CRA en las leguminosas objeto de estudio muestran que la
lenteja y la judia Cannellini son las muestras que presentan mayor capacidad de
retencion de agua (3,20 y 3,50 mL/g respectivamente). Estos resultados son
similares a los encontrados en la bibliografia (Jood y col., 1998; Dzudie y col., 1996).
Sin embargo, el resto de leguminosas (garbanzo Sinaloa, Castellano y judia Pinta)
exhiben niveles inferiores y similares entre si (2,10-2,70 mL/g). La distinta
estructura proteica y la presencia de diferentes carbohidratos hidrofilicos podrian
ser los responsables de las variaciones observadas en las harinas estudiadas tal
como sugiere Adebowale y Lawal (2004).

La coccién y el proceso industrial de deshidrataciéon de leguminosas (R+C+D)
provoca en todos los casos un aumento de dicha propiedad funcional, siendo mas
acusada en los garbanzos, principalmente el garbanzo Castellano, aumentando del
orden de 2,6 veces el valor en crudo, y llegando a niveles de 5,5 mL/g de CRA. Es
de destacar que es la etapa de coccién la que conlleva mayores incrementos de dicha
propiedad, manteniéndose los niveles muy similares o iguales en la etapa de
deshidratacién. Probablemente este aumento pueda ser debido a la disociacién de la
proteina, lo que provoca que un mayor numero de moléculas de agua se una a los
restos polares de las cadenas polipeptidicas. Se ha realizado un anélisis de
correlacion lineal entre la capacidad de retencién de agua y la proteina a lo largo del
proceso de deshidratacién industrial (Tabla V, Anexo), reflejando excelentes

correlaciones en el caso de la lenteja Pardina (r = 0,94, P < 0,01) y menos destacadas
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en el garbanzo Sinaloa (r = 0,85, P < 0,05); el resto de legumbres analizadas exhibe
relaciones no significativas entre la CRA y la proteina. Ademds de las proteinas,
existen otros componentes no proteicos como los carbohidratos, que aumentan esta
capacidad, tales como el almidén, que se gelatiniza, y la fibra alimentaria (FA), que
absorbe agua. El incremento de la fibra alimentaria y del almidén disponible que se
produce en las harinas de las leguminosas durante la coccién (previamente
estudiado), podria influir de manera muy decisiva en los valores de esta propiedad
funcional. Las legumbres con fracciones amildceas y contenidos notables en FA
presentan mayores CRA (Paredes-Lépez y col., 1991). Una vez establecidas las
correlaciones entre la CRA y el almidén disponible y la fibra alimentaria en las
muestras objeto de estudio, destaca la gran influencia que ambos componentes
ejercen sobre esta propiedad tecno-funcional (Tabla V, Anexo). La fraccién amildcea
muestra elevadas correlaciones (r = 0,97, P < 0,01) en el caso de la lenteja Pardina, (r
= 0,93, P < 0,01) en el garbanzo Castellano y (r = 0,90, P < 0,01) en el garbanzo
Sinaloa. Similares correlaciones se han observado entre la CRA y los contenidos de
fibra total, (r = 0,95, P < 0,01) en el garbanzo Castellano, (r = 0,93, P < 0,01) en la
lenteja Pardina y (r = 0,85, P < 0,05) en el garbanzo Sinaloa. Al igual que sucedia
cuando se establecia la relacién entre la CRA vy las proteinas, no se han observado
correlaciones no significativas entre la CRA y la FT y el almidén disponible en el
caso de las judias (Tabla V, Anexo). A la vista de los resultados, el analisis de
correlacion lineal establecido entre la capacidad de retencion de agua y los distintos
componentes alimentarios muestra que la fraccién amildcea y la fibra alimentaria
ejercen en general una mayor influencia sobre la CRA que la proteina.

Cabe destacar el papel que ejerce la CRA en la textura de productos carnicos,
confiriéndoles propiedades de consistencia, viscosidad y adhesién, por lo que se
podrian utilizar las harinas de las leguminosas estudiadas en la preparacién de

productos carnicos como salchichas o anélogos de carne.

Capacidad de Absorcion de Agua (CA)
La capacidad de absorcién de agua (CA) representa la habilidad de un alimento
para asociarse con el agua durante la adicién gradual de la misma en su

preparacién. La CA en las harinas crudas, muestra valores medios = 2,2 mL/g,
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excepto en el caso del garbanzo Castellano que presenta una baja capacidad de
absorcién de agua (1,0 mL/g) (Tabla 41), dos veces inferior al resto de legumbres
estudiadas. Las variaciones que se exhiben entre las distintas muestras pueden ser
debidas a la presencia de diferentes tipos de carbohidratos hidrofilicos y de
estructuras proteicas. Estos resultados son inferiores a los encontrados en la
bibliografia si los comparamos con variedades de judias comunes (3,0 mL/g) pero
similares a los valores de frijoles verdes (2,1 mL/g) (Dzudie y Hardy, 1996).
Adebowale y Lawal (2004) encontraron una mayor tendencia hidrofilica en judias

Canavalia (5,1 mL/g), seguido de Mucuna (2,3 mL/g) y de Bambara (2,0 mL/g).

Tabla 41. Efecto del procesado industrial sobre la capacidad de absorcion de agua de las
legumbres objeto de estudio (g/mL).

Garbanzo Garbanzo Lenteja Judia Judia Pinta

Sinaloa Castellano Pardina Cannellini
Cr 2,20 £0,10a 1,00£0,10a 1,80+0,10a 2,20+£0,10a 2,70+£0,102
R 2,20 £0,10a 1,00£0,10a 2,30+£0,10» 2,30+0,10b 2,65+0,10b
R+C 3,20 £ 0,10 3,00+£0,10> 3,10+£0,10c 2,80+0,10c 2,70+0,10¢

R+C+D 3,80 +0,20¢ 3,10+£0,20¢ 3,60+£0,204 280+0,204 2,80+£0,204

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).

Sin embargo, una vez procesadas las muestras, el garbanzo Castellano experimenta
incrementos del orden de tres veces, llegando a niveles practicamente similares en
todas las legumbres estudiadas a excepcion del garbanzo Sinaloa que es la legumbre
que mayor CA exhibe una vez que ha sido deshidratado (3,8 mL/g). Estos
incrementos tras someter las leguminosas a coccién y deshidratacién, son similares
a los encontrados en la bibliografia, en el caso de judias (Sathe y col., 1982) y harinas
de cacahuete (Singh y Singh, 1991). De nuevo, durante la cocciéon se va a producir
una gelatinizaciéon de los granulos de almidén, acompafiado de una ruptura
molecular, que va a dar lugar a pérdidas del nivel de cristalizaciéon y a un
incremento de la capacidad de unirse al agua (Bemiller, 1997). Sin embargo, Granito

y col. (2007) justifican los incrementos que se producen en la CA durante la coccién
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no solo por la gelatinizacion del almidén, sino también como consecuencia de la
absorcién de agua por parte de la fibra alimentaria y de la disociacién de proteinas,
dando lugar a una mayor exposicién de los grupos polares en las cadenas
peptidicas, aumentando asf la fijacién de las moléculas de agua. Segin Oshodi y
Adeladun, (1993), legumbres con altos contenidos de fracciones amildceas y de fibra
presentan un mayor valor de CA. Esta relacién de la fibra total y del almidén
disponible con la CA se pone de manifiesto en las leguminosas estudiadas (Tabla
VI, Anexo). Aumentos en la fraccién disponible del almidén y en la fibra total
durante el procesado industrial van a provocar aumentos en la capacidad de
absorcién, destacando las correlaciones observadas en el garbanzo Castellano entre
la CA 'y la fibra total (r = 0,95, P < 0,01) y el almidén disponible (r = 0,90, P < 0,01).
El garbanzo Sinaloa presenta una mayor correlacién con la fibra total (r = 0,92, P <
0,01) que con el almidén disponible (r = 0,84, P < 0,05), lo que indica que la fibra
presenta en este caso una mayor influencia en la capacidad de absorciéon de agua. El
resto de legumbres analizadas presenta el mismo comportamiento, mostrando una
mayor afinidad entre la CA y la fibra total, puesto que con la fraccién amilacea se

establece una correlacion no significativa.

Capacidad de hinchamiento (CH)

La capacidad de hinchamiento es una propiedad debida principalmente a la
fraccion de amilopectina (Tester y Morison, 1990). Sasaki y Matsuki (1998) sugieren
que los altos contenidos de cadenas largas de las moléculas que conforman la
amilopectina (grado de polimerizacion > 35), contribuye a elevar la CH.

De los resultados obtenidos relativos a la capacidad de hinchamiento se observan
valores que oscilan entre 1-2,5 % en las muestras de leguminosas crudas (Figura 48,
Tabla VII, Anexo). Los datos obtenidos son similares a los encontrados en la
literatura (Jood y col., 1998). Una vez que las muestras son cocidas, los valores de
CH experimentan notables aumentos (27-82%), excepto en la judia Pinta que no
presenta ningtin aumento respecto a la muestra cruda. El distinto comportamiento
que muestran las legumbres durante la coccion podria ser debido a la distinta
permeabilidad y el impedimento fisico que presenta la cubierta de la semilla, a la

composicién quimica de la pared celular, a la composicion de la cubierta de la
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semilla y a la gelatinizacion del almidén (Waldia y col., 1996). Asimismo, Ahmed y
Shehata (1982) y Williams y col. (1983) sugirieron que elevados niveles de la
capacidad de hinchamiento, causaba menores tiempos de coccién en garbanzos
(Kabuli 'y Desi). Los estudios desarrollados por Sasaki y Matsuki (1998) desvelan que
la capacidad de hinchamiento aumenta linealmente con el calor de gelatinizacién y

desciende linealmente con el contenido de amilosa.

G.Sinaloa  G. Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 48. Variacién de la capacidad de hinchamiento en las harinas de leguminosas
durante el proceso de deshidratacién (%).
(17 columna, Cr; 2° columna R; 3* columna R+C; 4% columna R+C+D).

Cuando las muestras son sometidas a una udltima etapa de deshidratacion, los
valores de CH experimentan ligeros incrementos en todas las legumbres,
destacando la lenteja Pardina que muestra aumentos de 46% respecto a la etapa de
coccion. Aunque, en general, la deshidratacion provoca un aumento de la capacidad
de hinchamiento que presentan las harinas de todas las leguminosas estudiadas, la
respuesta no es la misma en todas las especies, siendo la lenteja Pardina la legumbre
que mostré6 mayores valores de CH (5,1%). La capacidad de hinchamiento se
atribuye principalmente a la fracciéon de almidén presente en las legumbres.
Asimismo, cabe destacar el paralelismo existente entre el aumento del contenido en
almidon disponible a lo largo del proceso industrial de deshidratacién, y el que se
produce en la capacidad de hinchamiento a medida que se van sucediendo las
etapas del proceso. Este comportamiento revela segtin el andlisis de regresion lineal
entre la CH y la fraccién amildcea, notables correlaciones, siendo todas ellas

significativas en las legumbres estudiadas, destacando el garbanzo Castellano (r =
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0,96, P < 0,01), el garbanzo Sinaloa (r = 0,94, P < 0,01) y la judia Cannellini (r = 0,88,
P<0,05) y en menor medida la lenteja Pardina (r = 0,77, P < 0,05) y la judia Pinta (r =
0,68, P <0,1), (Tabla VIII, Anexo).

Capacidad Emulsionante (CEm)

La Figura 49 (Tabla VII, Anexo) muestra los resultados obtenidos en la medida de la
CEm de las harinas crudas, remojadas, cocidas y deshidratadas. Las muestras
crudas presentan una mayor estabilidad, dando lugar a una suspensién viscosa en

agua a temperatura ambiente mas estable que las legumbres deshidratadas.
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G.Sinaloa  G.Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 49. Variacién de la capacidad emulsionante en las legumbres estudiadas durante
el proceso de deshidratacion (%).
(17 columna, Cr; 2° columna R; 3* columna R+C; 4% columna R+C+D).

La lenteja es la legumbre que presenta una mayor CEm (47 %), seguida del garbanzo
Sinaloa (23%) y del garbanzo Castellano (12%). Sin embargo, los valores de CEm
encontrados en las judias Cannellini y Pinta (4,0 y 43 %, respectivamente) son
inferiores si los comparamos con los obtenidos por diversos autores (Chau y
Cheung y Chau, 1998; Granito y col., 2007). Estos resultados tan heterogéneos estan
directamente relacionados con el contenido de fibra alimentaria y la proporcién en
la que las fracciones de fibra se encuentran presentes en cada una de las legumbres
objeto de estudio (Betancur-Ancona y col.,, 2004). El elevado contenido de fibra
soluble de las judias (=56%) respecto al total de fibra alimentaria, si se compara con
los valores de FS del resto de legumbres (=17,1) puede ser uno de los factores que
determine la baja capacidad de emulsién que presentan estas harinas (resultados

reflejados en capitulos anteriores). Sin embargo, al establecer el analisis estadistico
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en las legumbres objeto estudio entre la CEm y la fibra soluble no se observa
ninguna correlacién significativa (Tabla IX, Anexo). Asimismo, las diferencias de
CEm en las leguminosas estudiadas también pueden ser debidas al diferente nivel
de proteinas solubilizadas, lo que puede influir en la CEm modificando el balance
de fuerzas atractivas de Van der Waals y electrostaticas repulsivas (Adebowale y
Lawal, 2004). La alta correlacion establecida entre la CEm y la solubilidad de las
proteinas en las distintas leguminosas estudiadas (Tabla X, Anexo), destacando el
garbanzo Sinaloa (r = 0,93, P < 0,01) y la judia Pinta (r = 0,87, P < 0,05), confirma la
gran influencia que las proteinas ejercen sobre esta propiedad tecnofuncional. El
procesado de las harinas de leguminosas provoca drasticas reducciones de la CEm,
lo que nos indica que esta capacidad tecno-funcional es sensible al tratamiento
térmico (Chau y Cheung, 1998; Granito y col., 2007). Las interacciones que se
producen entre los diferentes componentes de las harinas influyen en sus
propiedades y, por lo tanto, son las responsables de las variaciones que tienen lugar
durante el procesado. Estas observaciones ratifican la relacién, que otros autores
defienden, entre la capacidad emulsionante y la solubilidad proteica (Mc Watters y

Holmes, 1979).

Capacidad Espumante (CE)

La capacidad espumante (expansion de la espuma) de las harinas de leguminosas
objeto de estudio pone de manifiesto que el garbanzo Sinaloa exhibe los niveles més
bajos (24%) si lo comparamos con el resto de leguminosas, que presentan
capacidades en torno al 40%, en el caso de la lenteja Pardina, la judia Cannellini y el
garbanzo Castellano, o del 48% en la judia Pinta (Figura 50, Tabla VII, Anexo). Las
CE elevadas pueden ser atribuidas al aumento de flexibilidad de la proteina, la cual
se difunde mds rdpidamente en la interfase aire-agua encapsulando particulas de
aire, favoreciendo asf la formacién de espuma (Aluko y Yada, 1995). Por otro lado,
algunos autores sugieren que CE elevadas pueden estar directamente relacionadas
con la solubilidad del nitrégeno de las harinas de leguminosas (Singh, 2001).
Respecto a los valores de CE durante el proceso de coccién, se observan reducciones
acusadas si se refiere al valor en harinas crudas (25-79%) que se han puesto de

manifiesto en investigaciones previas (Granito y col., 2007). Las judias son las
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legumbres que presentan menores reducciones (25% en ambos casos), aunque son
las tinicas que se ven afectadas por la etapa posterior de deshidratacién, mostrando
reducciones de 6% y 10% (respecto a la coccién) en la judia Cannellini y judia Pinta,
respectivamente. Granito y col. (2007) apuntan ligeras reducciones en la judia de

Lima en la etapa de deshidratacién respecto a la coccion (4%).
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Figura 50. Variacién de la capacidad espumante en las legumbres estudiadas durante el
proceso de deshidrataciéon (%).
(1* columna, Cr; 2°* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

Los bajos valores de CE que presentan las muestras procesadas se deben
principalmente a los cambios en la configuracién que sufren las proteinas al ser
expuestas a altas temperaturas en las etapas de coccién y deshidratacion. Las
moléculas de proteinas flexibles presentan una excelente capacidad de formar
espumas, sin embargo las moléculas ordenadas globulares presentan una menor CE
porque éstas son incapaces de reducir la tensién superficial de la interfase aire-agua.
Como resultado de someter las muestras a un tratamiento de cocciéon y
deshidratacién, se consigue una menor solubilizacién de las proteinas (reflejado en
el capitulo 5) debido a la desnaturalizacion de las mismas, lo que provocard una
reduccién de la capacidad espumante, tal y como lo pone de manifiesto Yasumatsu
y col. (1972) en sus estudios. Las correlaciones establecidas entre la CE y la
solubilidad proteica en las harinas de leguminosas estudiadas corroboran lo
establecido por Yasumatsu y col. (1972), revelando correlaciones significativas en
todas las legumbres (Tabla X, Anexo). La lenteja Pardina destaca por la gran
influencia que las proteinas solubles ejercen sobre la capacidad de espumante (r =

0,96, P < 0,01), al igual que la judia Cannellini (r = 0,91, P < 0,01), el garbanzo
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Castellano (r = 0,88, P < 0,01), y la judia Pinta (r = 0,87, P < 0,01), siendo el garbanzo

Sinaloa la legumbre que presenta una menor correlacion (r = 0,81, P < 0,05).

Capacidad gelificacion

La capacidad de gelificacién, es decir, la minima concentracién de harina a la cual
tiene lugar la gelificacién (MCG), es una propiedad fisico-quimica que esta asociada
a la proporcién de los diferentes constituyentes tales como proteinas, carbohidratos
y lipidos de las harinas. Un bajo valor de MCG indica una mejor capacidad de
gelificacion. A diferencia de la gelatina que puede formar geles a una concentracion
del1a2% (p/v) de proteina, las leguminosas requieren una concentracién del 10 -
20% p/v y temperatura mayor de 70 °C (comparado con la gelatina, 4 °C). Los
resultados obtenidos (Figura 51, Tabla VII, Anexo) muestran cémo las judias, con
valores de MCG del 12% son las legumbres que necesitan una mayor concentracién
para poder formar un gel estable, mientras que el resto de legumbres presenta

valores del 8%.
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G.Sinaloa  G.Castellano L. Pardina J. Cannellini J. Pinta

Figura 51. Variacién de la capacidad de gelificacion en las legumbres estudiadas
durante el proceso de deshidrataciéon (MCG, %).
(1* columna, Cr; 2* columna R; 3* columna R+C; 4* columna R+C+D).

Estas variaciones entre leguminosas parecen estar relacionadas con el nivel de
globulinas que tenga la semilla de leguminosa. Chau y Cheung (1998) obtuvieron
valores similares de MCG en distintas variedades de judfas, mientras que Granito y

col. (2007) encontraron valores muy inferiores en judias (6%) y Adebowale y Lawal
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(2004) observaron resultados de MCG ligeramente superiores en judias (14-16%), al
igual que Onweluzo y col., (1994) con valores de 24% en el caso de la soja. Después
de experimentar un tratamiento térmico, como es la coccién, los valores de MCG se
incrementan del orden del 50% en los garbanzos y en la lenteja Pardina, aunque
s6lo experimentan aumentos del 17% en el caso de las judias. Sin embargo, Granito
y col. (2007) indican incrementos del 100% durante el proceso de coccién, al
duplicar el valor de MCG hasta un 12%. La deshidratacién de las leguminosas
muestra una tendencia a disminuir la capacidad de gelificaciéon. Esta disminucién
producida respecto a la muestra cruda, es igual o superior al 50% en el caso de los
garbanzos y la lenteja Pardina, o son del orden de 33% como sucede en las judias.
Las acusadas disminuciones de la capacidad de gelificacién que experimentan las
harinas de leguminosas durante el proceso de deshidratacién, estan relacionadas
con el comportamiento que ciertos componentes ejercen en dicha propiedad, tales
como proteinas, lipidos y carbohidratos (Adebowale y Lawal, 2004). Asi lo indican
los resultados del andlisis de regresién lineal establecido entre la CG y la fraccién
proteica, amilacea y lipidica, revelando una mayor correlacién significativa en todas
las legumbres estudiadas entre la MCG vy la fraccién lipidica (Tabla XI., Anexo).
Cabe destacar la notable correlacion establecida de la capacidad de gelificacion en el
garbanzo Sinaloa con cada uno de los componentes alimentarios analizados,
almidén disponible (r = 0,95, P < 0,01), proteinas (r = 0,83, P < 0,05) y lipidos
presentes (r = 0,83, P < 0,05); al igual que la lenteja Pardina donde se muestran
correlaciones significativas entre la MCG y lipidos (r = 0,92, P < 0,01), proteinas (r =
0,90, P <0,01), y menos acentuadas con el almidén disponible (r = 0,77, P < 0,05).

La gelificacion de las harinas de leguminosas es esencial en la preparacion y
aceptacion de muchos alimentos. Los mecanismos que tienen lugar durante la
gelificacion son fundamentalmente controlados por el equilibrio entre interacciones
hidrofébicas atractivas e interacciones electrostaticas repulsivas. Del mismo modo,
la capacidad de gelificacién se ve influenciada por la competicién fisica por el agua
en la proteina que gelifica y el almidén que se gelatiniza. Los altos valores de MCG
en las legumbres procesadas se deben al aumento en la afinidad termodindmica
que se produce entre las proteinas y la solucién acuosa, disminuyendo asi, las

interacciones entre proteinas. Durante la coccién, tiene lugar desnaturalizacién y
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agregacion de proteinas, por tanto, aparecen fuerzas repulsivas y atractivas debido
a las cargas superficiales de los diferentes grupos funcionales que se exponen como
consecuencia del desplegamiento de la proteina durante el tratamiento térmico
(Singh, 2001).

Por otro lado, el pH de las dispersiones proteicas tiene un efecto importante sobre
las reacciones de gelificacion ya que influye en el balance de residuos polares y no
polares. A pHs cercanos al punto isoeléctrico las interacciones proteina-proteina se
ven favorecidas ya que la carga neta de superficie proteica es cercana a cero, lo cual
reduce significativamente las interacciones repulsivas entre moléculas de proteina.
Sin embargo, a pHs alejados del punto isoeléctrico, la carga neta de la superficie de
la proteina es alta y existen fuerzas repulsivas entre proteinas.

En general, la presencia de carbohidratos es controvertida, asi hay estudios en los
que la adicién de carbohidratos mejora la capacidad de gelificacién de las harinas de
leguminosas (Adebowale y Lawal, 2004), mientras otras investigaciones muestran
reducciones cuando se afiaden carbohidratos (Adebowale y Lawal, 2003a, 2003b,

2003c) en concentrados de proteina de Mucuna.

Conclusiones
La evaluaciéon de la repercusion del proceso de deshidratacion sobre las
propiedades tecno-funcionales de las harinas de leguminosas indica que:

¢ La densidad aparente, la capacidad de absorciéon y retencion de agua y de
hinchamiento de las harinas se ven afectadas en gran medida por el
contenido de almidén disponible, estableciéndose relaciones significativas
en la mayoria de las legumbres. Por lo tanto, el procesado promueve
aumentos destacados en dichas propiedades como consecuencia del
incremento de digestibilidad de la fraccién amilacea;

e Las capacidades emulsionante, espumante y de gelificaciéon se ven
reducidas por efecto de la coccién y deshidratacion. Se han establecido
excelentes correlaciones entre la proteina y las capacidades emulsionante,
espumante y gelificante, mostrandose la proteina como principal
responsable de los cambios exhibidos en todas las legumbres que han sido

sometidas a un proceso de deshidratacion;
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e La fibra alimentaria, principalmente la FI, también ejerce cierta influencia
en las capacidades de retencién y absorciéon de agua, mostrando
incrementos en dichas propiedades como consecuencia del tratamiento;

e La propiedad tecno-funcional de capacidad de retencién de aceite es baja,
lo que convierte a estas harinas en un ingrediente potencial para productos
fritos debido a que proporcionaria una sensacién no grasa. Esta propiedad
apenas se ve afectada por el contenido proteico o amilaceo, mostrando
Unicamente el garbanzo Sinaloa una correlacién significativa con la

proteina y la judia Cannellini con el almidén.
Se puede concluir que las harinas de las leguminosas estudiadas pueden ser

utilizadas como ingredientes funcionales en sistemas alimentarios tales como

productos de panaderia, aderezo y salchichas.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

El analisis global de los resultados reflejados en la presente memoria ha permitido

llegar a las siguientes conclusiones:

e El proceso de deshidratacién tiene un impacto muy relevante sobre la
reduccién de la presencia de factores antinutricionales en leguminosas, en
paralelismo con un considerable aumento en la digestibilidad de las
proteinas, lo que permite la utilizacién segura y eficaz de las harinas

deshidratadas;

e La composicién fendlica y la actividad antioxidante es especialmente
notable en harinas de lentejas y judias pintas, destacando ademaés la
presencia de isoflavonas en garbanzos. Aunque la deshidratacién produce
cambios en la fraccién fenélica y una cierta disminucién de la capacidad
antioxidante, las harinas deshidratadas, y muy en especial las de judias,

muestran una destacada capacidad antioxidante;

e La fraccién amilacea en las leguminosas se caracteriza por la presencia de
una elevada proporcion de almidon resistente a la digestion. La
deshidrataciéon da lugar a wun considerable incremento de su
biodisponibilidad, provocando una notable mejora en las caracteristicas de

digestibilidad de las harinas deshidratadas;

¢ La evaluacion de la influencia de la deshidratacion sobre el contenido y
composicién de la fibra alimentaria pone de manifiesto un incremento de la
misma, acompafado por lo general de una mejora en la relacién fibra
insoluble-fibra soluble, lo que repercute en las propiedades fisico-quimicas

y funcionales de las harinas;

¢ Finalmente, las harinas deshidratadas de garbanzos, lentejas y judias

evaluadas en el presente estudio, muestran unas propiedades tecno-
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funcionales 6ptimas, como la baja capacidad de retencién de aceite o la
elevada capacidad de retencién de agua, razén por la que pueden ser
consideradas como ingredientes funcionales idéneos para la formulacién

de diversos tipos de alimentos.
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VIII. ANEXO

1. TABLAS
e Capitulo 1

Tabla I. Caracteristicas morfolégicas de las legumbres frescas

Dimensiones (mm)

Legumbre Aspecto Tamaiio Color Longitud Anchura  Grosor
Garbanzo Redondo Medio Tostado Claro  11,9+0,7 11,5+0,5 9,0+0,6
Sinaloa Irregular
Garbanzo Circular Pequeiio  Tostado Claro 6,5+0,2 6,5+0,2 55+0,1
Castellano
Lenteja Circular Pequetio Pardo 55+0,3 55+0,2 25+0,2
Pardina
Judia Arrifionada Medio Crema 155+0,5 85+0,1 3,0+£0,2
Cannellini
Judia Pinta Arrifionada Medio Marrén con 11,0+£0,3 75+0,3 45+0,1
manchas
granate

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviacién Estdn.d.ar (n = 6).

e Capitulo 4

Tabla II. Efecto del procesado sobre el tamafio del granulo de almidén (pm)

Remoio+ Remojo+
Legumbre Crudo Remojo ) Coccién+
Coccion . .l
Deshidratacion
Garbanzo Sinaloa 17,1 +2,9a 223+2,1a 1250+ 6,1¢ 98,1+7,50b
Garbanzo Castellano 19,1 +2,12 23,7+2,7a 120,3 £8,4¢ 93,1+7,1b
Lenteja Pardina 22,0+3,0a 77,7 £8,1b 121,1+£3,7¢ 89,4+8,0b
Judia Cannellini 29,2 +2,8a 30,8+3,12 107,4 £5,9°b 104,1 £9,2b
Judia Pinta 314 +25a 36,1 +3,02 109,6 £ 6,6P 100,1 +6,8b

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango mdltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviacién Estan.d.ar (n = 6).
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e Capitulo 6

Tabla III. Correlaciones establecidas con la densidad aparente en las muestras de
leguminosas durante el proceso de deshidratacion.

Legumbre DA- Almidén
Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,96***
Garbanzo Castellano 0,92%**
Lenteja Pardina 0,54 n.s.
Judia Cannellini 0,40 n.s.
Judia Pinta 0,75**

Tabla IV. Correlaciones establecidas con la capacidad de retencién de aceite en las
muestras de leguminosas durante el proceso de deshidratacién.

Legumbre CRAc- CRAc- Almidén
PROT Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,67* 0,65 n.s.
Garbanzo Castellano 0,34 n.s 0,18 n.s.
Lenteja Pardina 0,06 n.s -0,10 n.s.
Judia Cannellini -0,15 n.s 0,70*
Judia Pinta 0,17 n.s. 0,13 n.s.
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Tabla V. Correlaciones establecidas con la capacidad de retencién de agua en las
muestras de leguminosas durante el proceso de deshidratacion.

Legumbre CRA-FI CRA-FT CRA- Almidén  CRA- Proteina
Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,87** 0,85** 0,97*** 0,85**
Garbanzo Castellano 0,95%** 0,95%** 0,93%** -0,27 n.s.
Lenteja Pardina 0,95*** 0,93*** 0,90%** 0,94%**
Judia Cannellini 0,56 n.s. 0,52 n.s. 0,64 n.s. 0,12 n.s.
Judia Pinta 0,55 n.s. 0,45 n.s. <0,5ns. 0,22 n.s.

Tabla VI. Correlaciones establecidas con la capacidad de absorcién de agua en las
muestras de leguminosas durante el proceso de deshidratacién.

Legumbre CA-FT CA- Almidén
Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,92%** 0,84**
Garbanzo Castellano 0,95%** 0,90***
Lenteja Pardina 0,84** 0,67*
Judia Cannellini 0,81** 0,66*
Judia Pinta 0,3 n.s. 0,08 n.s.
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Tabla VII. Propiedades fisico-quimicas y funcionales de harinas de leguminosas frescas y
procesadas.

CH CEm CE CG
(%) (%) (%) (%)
Garbanzo Sinaloa

C 1,70 £0,10a 22,9 £1,00¢ 24,0 + 2,000 8,0+0,102

R 1,80 £0,10a 11,1 £1,000 24,0 + 2,000 8,0+0,102

R+C 3,10 £ 0,15 7,2+0,50a 8,0 £0,50a 12,0 £1,000
R+C+D 3,50 £ 0,100 6,9 £0,52 8,0 £0,502 12,0 £1,000

Garbanzo Castellano

C 2,50+0,15 12,3 +£1,00d 40,0+3,00¢ 8,0+0,154

R 3,00 £0,15P 9,4 +£0,60¢ 32,0+2,500 8,0+0,104

R+C 4,00+0,10¢ 6,8 0,500 20,0 +£2,004 12,0 £1,20°
R+C+D 5,00 £0,104 4,1+0,302 20,0 +1,504 14,0 £0,90®

Lenteja Pardina

C 2,30+ 0,102 47,4 +3,50¢ 40,0 +2,00¢ 8,0+0,102

R 3,30 £ 0,100 5,3 £ 0,300 32,0 +2,000 8,0+0,102

R+C 3,50 £0,15P 5,3 £ 0,400 20,0 £1,002 12,0 £0,800
R+C+D 5,10 £ 0,20¢ 1,8 £0,10a 20,0 £1,50a 13,0 £1,200

Judia Blanca

C 1,00 £0,10a 4,0+0,100 40,0+ 3,000 12,0 £1,002

R 2,00 £0,10P 5,8 +0,30¢ 40,0+ 3,200 13,0 £1,20a

R+C 3,50 £0,10¢ 1,0 £0,10a 32,0+2,50a 14,0 £1,20a
R+C+D 4,000,104 1,0 £0,10a 30,0+3,00 16,0 £1,302

Judia Pinta

C 2,00+0,15 43+0,30® 48,0+ 3,500 12,0+1,00a
R 2,50 +0,200 6,1+0,50¢ 40,0 +£3,004 13,0+1,00a
R+C 3,50+0,20 ¢ 0,9+0,05a 40,0 £3,504 14,0+1,00a
S+C+D 4,50+0,10d 1,0 £0,05a 36,0+3,502 16,0+1,30a

Los valores medios de cada columna con letras distintas son estadisticamente diferentes segtn el
test de rango miltiple de Duncan (p< 0,05). Valor Medio * Desviaciéon Estandar (n = 6).
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Tabla VIII. Correlaciones establecidas con la capacidad de hinchamiento en las
muestras de leguminosas durante el proceso de deshidratacién.

Legumbre CH- Almidén
Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,94%%*
Garbanzo Castellano 0,96%**
Lenteja Pardina 0,77**
Judia Cannellini 0,88%**
Judia Pinta 0,68*

Tabla IX. Correlaciones establecidas con la capacidad emulsionante en las muestras
de leguminosas durante el proceso de deshidratacion.

Legumbre CEm -FS CEm - CEm -

Proteina Prot Sol

Garbanzo S -0,33 n.s. -0,66* 0,93%**
Garbanzo C -0,9%** -0,13 n.s. 0,76**
Lenteja Pardina 0,84** -0,14 n.s. 0,68*
Judia Cannellini -0,78** 0,64 n.s. 0,73*
Judia Pinta -0,72%* 0,82%* 0,84**
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Tabla X. Correlaciones establecidas con la capacidad espumante en las muestras de
leguminosas durante el proceso de deshidratacion.

Legumbre CE - Proteina
Soluble
Garbanzo Sinaloa 0,81**
Garbanzo Castellano 0,88***
Lenteja Pardina 0,96%**
Judia Cannellini 0,91 %**
Judia Pinta 0,87***

Tabla XI. Correlaciones establecidas con la minima capacidad de gelificacién en las
muestras de leguminosas durante el proceso de deshidratacién.

Legumbre MCG-PROT MCG- Almidén MCG-LIPIDOS
Disponible
Garbanzo Sinaloa 0,83** 0,95%** 0,83**
Garbanzo Castellano -0,18 n.s. 0,98*** 0,99%**
Lenteja Pardina 0,90%** 0,77** 0,92%**
Judia Cannellini -0,44 n.s. 0,69* 0,95%**
Judia Pinta -0,59 n.s. 0,61 n.s. 0,95%**

272



Anexo

2. LISTA DE PUBLICACIONES

¢ Martin-Cabrejas, M. A.; Aguilera, Y.; Benitez, V.; Molla, E.; L6pez-Andréu, F. ];
Esteban, R. M. Effect of industrial dehydration on the soluble carbohydrates and
dietary fibre fractions in legumes. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 7652-7657.

¢ Martin-Cabrejas, M. A.; Aguilera, Y.; Pedrosa, M. M., Cuadrado, C,;
Hernandez, T.; Diaz, S.; Esteban, R. M. The impact of dehydration process on
antinutrients and protein digestibility of some legume flours. Food Chem. 2009, 114,
1063-1068.

¢ Aguilera, Y.; Martin-Cabrejas; Benitez, V.; Molla, E.; Lopez-Andréu, F. J;
Esteban, R. M. Changes in carbohydrate fraction during dehydration process of
common legumes. J. Food Comp. Anal. 2009, 22, 678-683.

e Aguilera, Y.; Esteban, R. M; Benitez, V.; Moll4, E.; Martin-Cabrejas. Starch,
Functional Properties and Microstructural Characteristics in Chickpea and Lentil as

Affected by Thermal Processing. J. Agric. Food Chem. 2009. En prensa.

273



	Índice
	ÍNDICE DE ABREVIATURAS
	I. INTRODUCCIÓN
	II. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO
	III. ANTECEDENTES
	1. IMPORTANCIA DE LAS LEGUMINOSAS EN LA ALIMENTACIÓN
	2. EVALUACIÓN DE LOS COMPONENTES DE INTERÉS NUTRICIONAL DE LAS LEGUMINOSAS
	2.1 Carbohidratos
	2.2. Proteína
	2.3. Compuestos Fenólicos
	2.4. Factores Antinutricionales

	3. ALIMENTOS FUNCIONALES, TENDENCIAS Y FUTURO
	3.1. La tecnología en el desarrollo de los alimentos funcionales
	3.2. Tecnologías emergentes y Perspectivas Futuras

	4. PRODUCTOS DESHIDRATADOS: Beneficios y Aplicaciones
	4.1. Efectos de la deshidratación en alimentos
	4.2. Importancia de la estructura de los alimentos deshidratados
	4.3. Aplicaciones

	5. PAPEL DE LAS PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES EN HARINAS DE LEGUMINOSAS
	5.1. Definición
	5.2. Propiedades tecno-funcionales en alimentos sin procesar
	5.3. Efectos del procesamiento de harinas de leguminosas en las propiedades tecno-funcionales
	5.4. Futuras áreas de investigación


	IV. DESCRIPCIÓN DE LAS MUESTRAS
	1. PREPARACIÓN INICIAL DE LA MUESTRA
	2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

	V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

	CAPÍTULO 1: ESTUDIO INICIAL DE CARACTERIZACIÓN DE LAS HARINAS DE LEGUMINOSAS
	Interés del Estudio
	Métodos Analíticos
	Resultados

	CAPITULO 2: IMPACTO DEL PROCESO DE DESHIDRATACIÓNINDUSTRIAL SOBRE LOS FACTORES ANTINUTRICIONALES
	Interés del Estudio
	Métodos Analíticos
	Resultados y Discusión

	CAPITULO 3: INFLUENCIA DEL PROCESAMIENTO SOBRE LAFRACCIÓN FENÓLICA EN LAS HARINAS DE LEGUMINOSAS
	Interés del Estudio
	Métodos Analíticos
	Resultados y Discusión

	CAPITULO 4: EFECTO DE LA DESHIDRATACIÓN SOBRE LA FRACCIÓN DE CARBOHIDRATOS
	Interés del Estudio
	Métodos Analíticos
	Resultados y Discusión

	CAPITULO 5: ESTUDIO DE LA FRACCIÓN PROTEICA EN LAS HARINAS PROCESADAS
	Interés del Estudio
	Métodos Analíticos
	Resultados y Discusión

	CAPITULO 6: EVALUACIÓN DE PROPRIEDADES TECNO- FUNCIONALESDE LAS HARINAS PROCESADAS
	Interés del Estudio
	Métodos Analiticos
	Resultados y Discusión


	VI. CONCLUSIONES GENERALES
	VII. BIBLIOGRAFÍA 
	VIII. ANEXO 



