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1.INTRODUCCION






I.1. PROCESOS FERMENTATIVOS

La fermentacidon es un proceso biotecnolégico natural utilizado por la humanidad desde la
antigiiedad para la elaboracion de alimentos y bebidas (Hutkins, 2008). Durante miles de afios los
procesos de fermentacion eran espontaneos, y no fue hasta la década de 1850-60, que el quimico y
microbidlogo francés Louis Pasteur demostrd que el proceso lo realizaban células vivas (Barnett, 2000),
cuando se comenzd a realizar las fermentaciones de forma controlada, mediante la adicidon del
microorganismos u microorganismos fermentantes. Al organismo o mezcla de ellos se le denomina
inéculo o estarter.

La produccién de alimentos tales como el pan, el yogurt, vino, cerveza o embutidos requieren de
procesos fermentativos. La elaboracion de esos alimentos y bebidas fermentadas se hace mediante el
crecimiento controlado de microorganismos en la materia prima y la adicion de enzimas u otros
compuestos.

La accién conjunta de los microorganismos y los aditivos afadidos conduce a obtener un producto
con mejores cualidades, bien por mejorar su propiedades organolépticas (apariencia, aroma, textura,
sabor), extender el periodo de vida, reducir o eliminar alérgenos u otros productos indeseados mal
absorbidos en el intestino delgado (fitato o carbohidratos de cadena corta y alcoholes relacionados,
FODMAPS) o generar productos bioactivos que tienen una incidencia positiva en la salud humana
(vitaminas, fenoles, péptidos, entre otros) (Fig. I.1) (Marco et al., 2017).

l Raw Materials l
natural, malt
spontaneous ) chymosin
. Fermentation koji
backslopping, . Enzymes
piching organisms fungal
animal
starter culture microbial
anaerobic . . Sah- .
- Environment Chemicals nitrite, nitrate
aerobic
sulfites
-
flavor andta;r)g':r:z - _ phytatos
— Properties Reduction allergens
e FODMAPS
pfeservatlorL
pepﬁde§
exopolysacchandes lactate, acetate
phenolics - Bioactives Products ethanol
neurotransmitters carbon dioxide
vitamins]
Fermented Foods
Tomado de Marco et al., 2017

Figura I.1. Elaboracion de alimentos fermentados. Accién de los microorganismos y otros aditivos en la
modificacion del material de partida y formacién de nuevos compuestos.



Si se atiende a los metabolitos primarios y los microorganismos que los producen, en los procesos de
fermentacién de alimentos se pueden distinguir varios tipos de fermentaciones: alcohdlica, se produce
alcohol y CO2 vy la realizan principalmente levaduras; acética, se forma acido acético y son generalmente
bacterias del género Acetobarter; lactica, se produce acido lactico y la llevan a cabo las bacterias del acido
lactico (BAL), tales como especies de los géneros Lactobacillus o Leuconostoc; propidnica, se produce
acido propidnicoy la realizan bacterias del género Propionibacterium; y fermentacion del amonio y acidos
grasos, realizada por bacterias (Bacillus) y hongos filamentos (Marco et al., 2017).

En cuanto a los sustratos o matrices que se usan para la elaboracién de alimentos fermentados son
muchos, pero algunos a destacar en la dieta mediterranea son: la carne, para la elaboracién de embutidos;
el pescado, para la elaboracién de salsas y pastas de pescado; lacteos, para la elaboracién de yogures,
kéfir o quesos; uvas y otros frutas, para la elaboracién de bebidas alcohdlicas; cereales, para la elaboracion
de cerveza, pany otros productos de panaderia; y legumbres, para la elaboracidn de pany otros productos
de panaderia sin gluten.

1.2. LA FERMENTACION EN LA INDUSTRIA DE LA PANIFICACION

Los alimentos derivados de la fermentacién de harinas, obtenidas de la molienda de granos de cereal,
generalmente trigo, son importantes en la dieta diaria, en general en todo el mundo, pero en particular
en Europa. Estudios de hace algunos afios revelaban que la ingesta de pan en paises europeos estaba
entre 46 (Suecia, Gan Bretaiia, Finlandia y Austria) y 100 kg (Grecia, Portugal, Espafia e Italia) por persona
y afo (Gobetti et al., 2014).

Los productos de panificacidn representan a una gran variedad de alimentos que tienen en comun
el que derivan de la fermentacidn del mismo tipo de matriz, harina de cereales. Otra caracteristica comun
es que para su elaboracion se usan tres ingredientes bdsicos, harina de trigo, principalmente sola, aunque
se puede combinar con harinas de otros cereales, agua y agentes gasificantes. Ademas, todos comparten
el mismo proceso basico de elaboracion, mezclado de ingredientes, fermentacion de la masa obtenida
anteriormente y horneado o coccién del producto fermentado (Pagani et al., 2013).

La harina es un ingrediente de especial importancia para obtener productos que satisfagan los gustos
del consumidor. Los mejores resultados en términos de volumen y apariencia se obtienen con la harina
de trigo (Triticum aestivum, T. durum), aunque con las harinas de cebada y centeno también se pueden
obtener buenos productos. La superioridad tecnolégica del trigo se debe a las particularidades de su
contenido proteico. Las proteinas almacenadas en el grano de trigo son gliadinas y gluteninas, clasificadas
segun el peso molecular (Pm), solubilidad y conformacion. Representan 80% de la fraccién proteica total
del grano, tienen una composicién particular de aminoacidos, alto porcentaje de glutamina y prolina y
bajo contenido de lisina. Cuando se hidrata la harina, la interaccion de esas proteinas, uniones no
covalentes (interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno) y covalentes (puentes disulfuro entre
residuos de cisteina), conduce a la formacion del gluten, estructura tridimensional homogénea que se
forma en la masa. Los dos tipos de harina que se usan en panificacidn son la harina refinada y la harina
integral. La primera de deriva de la molienda del grano al que se le ha eliminado las capas mas externas y
el endospermo y la segunda se obtiene a partir del grano entero (Fig. 1.2). La harina integral tiene menor
valor nutritivo y es menos saludable que la harina refinada, debido a la pérdida del 70% de sales minerales,
entre el 15-40% de vitaminas, el 55% de grasa y el 95% de fibra (Farber, 2010).
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Figura 1.2. Estructura del grano de cereal. Se muestran las tres fracciones principales que se obtienen en la
molienda (el salvado, el germen y el endospermo) con los principales compuestos bioactivos contenidos en cada
fraccion.

La fermentacion generalmente se realiza con levadura pura. Desde finales del siglo XIX, que Emil
Christian Hansen aisld la levadura Saccharomyces cerevisiae y que ésta se pudiese producir a gran escala
(Botstein & Fink, 2011), el proceso de fermentacién para la elaboracién de productos de panaderia a nivel
industrial se realiza con Saccharomyces cerevisiae, también conocida como la levadura de panaderia o de
los panaderos.

Hoy en dia, hay una gran variedad de cepas de levadura de panaderia disponibles en el mercado, con
una vida util diferente (levadura en crema, prensada y seca o liofilizada), con caracteristicas diversas de
osmotolerancia (aptas para la fermentacion de masas con alto contenido en azlcares) o activas a
temperaturas variables (fermentacion de masas congeladas) (Pagani et al., 2013).

En la fermentacidén, después de una breve respiracion inicial, debida a la actividad del oxigeno
dispersado en la masa, la levadura de panaderia fermenta glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa de la
harina a CO; y etanol. Ademas de los dos metabolitos primarios, la levadura produce otros metabolitos
como acidos organicos, glicerol y compuestos aromaticos que tienen un impacto importante, tanto en el
proceso tecnoldgico de elaboracién como en la calidad y caracteristicas organolépticas del producto final
(Struyf et al., 2017).

Otro agente fermentativo, usado para la elaboracién de productos artesanales propios y distintivos
de diferentes zonas geogréficas, es la masa madre. Es una mezcla de harina y H,O fermentada
exclusivamente por microorganismos que estan en la harina y/o en el ambiente, levaduras y bacterias del
acido lactico (BAL). La microbiota de la masa madre se mantiene “viva” por refrescos periddicos que



basicamente consisten en afiadir una porcidn de la masa madre a una nueva masa (harina, H,0) y dejar
fermentar. Las masas madre pueden ser o firmes o liquidas dependiendo de la proporcién de harina: H;0
gue se use: firme, misma proporcién; y liquidas, el doble de H,0 que de harina (Corseti, 2013).

La diversidad de levaduras y BAL aisladas de masas madre es enorme (Minervine et al., 2014). Entre
las levaduras, ademds de Saccharomyces cerevisiae, se han aislado especies de los géneros Kazachstania
(K. humilis, K. bulderi, o K. servazzii), Pichia (P. fermentans, P. membranifaciens, entre otras), Torulaspora
(T. delbrueckii), Meyerozyma (M. guilliermondii o M. carpophila) y Wickerhamomyces (W. anomalus)
entre otras (Minervine et al.,, 2014). Varias de estas levaduras también se han aislado en trabajos
realizados en nuestro laboratorio con masas madre (Apartado 3.1 de Materiales y Métodos).

Entre las bacterias, Lactobacillus fermentum, L. paralimentarius, L. plantarum, y L. sanfranciscensis
son algunas de las BAL mds frecuentemente encontradas en masas madre. La proporcion de las BAL suele
ser de un orden de magnitud mayor que la de levaduras, BAL entre 107-10% y las levaduras entre 105-10’
UFC por gramo de masa. Generalmente suele encontrase una especie de levadura y bacteria, pero pueden
convivir en la mima masa varias especies de ambos tipos de microorganismos (De Vuyst et al., 2014).

La fermentacidon con masa madre confiere a los productos finales caracteristicas distintivas, mayor
complejidad de aromas y sabores, tiempos de vida mds largos (mas resistentes a la contaminacién por
bacterias y hongos) y de mayor calidad nutricional (concentraciones mas elevadas de sales minerales y
aminoacidos) (Gobetti et al., 2014; De Vuyst et al., 2016). La complejidad de aromas y sabores se debe
principalmente a propiedades metabdlicas y fisioldgicas de las levaduras no Saccharomyces con un mayor
repertorio de rutas metabdlicas y enzimas que S. cerevisiae. Un ejemplo ilustrativo puede ser la levadura
W. anomalus, a la cual en el proceso de vinificacidon se le atribuyen diversos compuestos aromaticos y
enzimas (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Propiedades potenciales de las levaduras no Saccharomyces en fermentacion. Se ilustra la
contribucion de la levadura W. anomalus en el proceso fermentativo de elaboracion de vino.

El aumento en la concentracion de aminoacidos parece deberse a la actividad proteasa de las BAL, a
las que también se les atribuye la capacidad que tienen las masas madre para reducir el contenido de
gluten en los productos finales (Gobetti et al., 2019). Por el contrario, el incremento de sales minerales
en los productos fermentados con masas madre se debe a la degradacién del acido fitico que pueden
realizar tanto las BAL como las levaduras, ya que actividad fitasa se ha encontrado en ambos organismos
(Gobetti et al., 2014).

1.3. EL GLUTEN

1.3.1 PROTEINAS DEL GLUTEN

El gluten es el conjunto de proteinas de la masa pastosa que se obtiene cuando las masas de harina
de trigo u otros cereales afines (centeno, cebada o avena, entre otros) se lavan y se eliminan los granulos
de almiddn y los constituyentes solubles en agua. Ademas del gluten que representa el 75-80%, la masa
obtenida contiene un 5-10% de lipidos y un 10-20% de carbohidratos. Sin embargo, el Unico componente
gue confiere la capacidad de absorciéon de agua, cohesividad, elasticidad y viscosidad de la masa es el
gluten (Wieser, 2007).



El gluten lo forman cientos de proteinas. Esas proteinas pueden estar como mondmeros o unirse
entre si por puentes disulfuro formando oligdmeros o polimeros (Grosch y Wieser, 1999). Las proteinas
del gluten se caracterizan por: a) su alto contenido en los aminodcidos prolina (P), glutamina (Q) y, en
menor medida, fenilalanina (F) y b) escaso contenido de aminoacidos con cadenas laterales cargadas,
acido aspartico (D) y acido glutamico (E), lisina (K), arginina (R) e histidina (H) (Wieser, 2007).

Atendiendo a la solubilidad en una solucidn acuosa de alcohol del 60%, las proteinas del gluten se
dividen en dos grupos: 1) gliadinas o también conocidas como prolaminas, solubles en solucidn acuosa
alcohdlica (60%) y 2) gluteninas o también denominadas glutelinas, insolubles en dicha solucidn. (Tabla
1) Aunque ambas fracciones determinan las propiedades reoldgicas de las masas de panificacidon sus
funciones difieren. Las gliadinas hidratadas contribuyen principalmente a la viscosidad y la plasticidad de
la masa, mientras que las gluteninas son responsables de la fuerza y la extensibilidad (Wieser et al., 2007).

Las gliadinas, a su vez, segun la secuencia parcial o total de aminoacidos y el peso molecular (Pm),
agrupa cuatro tipos de proteinas

i) Gliadinas w5 (omega5). Estan formadas, casi en su totalidad, de secuencias repetidas ricas en los
aminoacidos P, Qy F, tales como el octapéptido PQQPFPQQ de trigo. El Pm de las gliadinas w5 va desde
60 a 68 KDa.

ii) Gliadinas w1,2. Son similares en estructura a las gliadinas w5, pero tienen un Pm mas bajo, entre
39y 44 kDa.

iii) Gliadinas a (alfa), a veces denominadas a/B. Tienen menor proporcion de aminodcidos Py G que
las gliadinas w. Su extremo N-terminal (40-50% de la proteina) esta formado de unidades repetidas de
péptidos de mas de 10 residuos, ricos en G, P, Fy T (tirosina). En las gliadinas a de trigo el péptido que se
repite tiene 11 residuos (QPQPFPQQPYP) y generalmente se repite 5 veces. El Pm de las gliadinas a va
desde 28 a 35 kDa.

iv) Gliadinas y, tienen idénticas caracteristicas que las gliadinas a, pero difiere de ellas en la unidad
gue se repite y el nimero de veces que lo hace. En las gliadinas y se trata de un péptido menor de 7
aminoacidos (QPQQPFP) y se repite en torno a 16 veces. El Pm de las gliadinas y esta entre 31y 35 kDa.

Los dominios C-terminal de las gliadinas a y y son homdlogos, no presentan secuencias repetidas y
tienen menor contenido de residuos P y G (Wieser 2007).

En general, las gliadinas a y y son mds abundantes que las gliadinas w en la fraccién total de gliadinas,
aunque la presencia y distribucién de los cuatro tipos de gliadinas varia entre especies y variedades del
cereal e incluso puede variar con las condiciones de cultivo, el tipo de suelo, el clima o los fertilizantes que
se empleen (Wieser y Kieffer, 2001; Dubois et al., 2018).

Las gluteninas, son polimeros de subunidades proteicas unidas por puentes disulfuro, de alto
tamafio molecular. Su Pm va desde 500 a 10° kDa, por lo que buena parte de las gluteninas son las
proteinas de mayor tamafio que se encuentran en la naturaleza (Wieser, 2007).

La reduccién de los enlaces disulfuro genera dos tipos de subunidades de gluteninas (SG):

i) SG de bajo Pm o LMW-GS (terminologia inglesa). Su Pm estd entre 32-39 kDa y tienen una
estructura similar a las gliadinas a y y, aunque difieren en la posicion y numero de residuos de
cisteina; y

ii) SG de alto Pm o HMW-GS. Presentan tamarios entre 67 y 88 kDa, denominandose x (x-HMW-GS)
a las de mayor tamafio (83-88 kDa) e y (y-HMW-GS) a las mas pequefias (67-64 kDa). Las SG de alto
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Pm presentan tres dominios estructurales, uno dominio N-terminal sin unidades repetidas (dominio
A), un dominio central con repeticiones de unidades ricas en P y G (dominio B) y un domino C-
terminal (dominio C), que, al igual que el dominio A, presenta diferentes aminoacidos cargados y
alberga la mayoria de los residuos de cisteina (Wieser et al., 2007).

Aunque genéricamente se emplea el termino de gliadinas y gluteninas para referirse a las proteinas
del gluten, existen nombres especificos para las proteinas del gluten de los diferentes cereales: secalinas
para centeno (secalinas w, secalinas y, secalinas de alto Pm, HMW); hordeinas para cebada; y aveninas
para avena, quedando en este caso reservados los términos gliadinas y gluteninas para hacer referencia
a las proteinas del gluten de trigo (Schalck, 2017).

En esta memoria se utilizara los términos gliadinas y gluteninas para nombrar las proteinas del gluten
de los cereales con las que se ha trabajado, tritordeum (xTritordeum Ascherson et Graebner) y trigo
(Triticum aestivum).

Tabla 1. Proteinas del gluten de Trigo

Proteinas Sub tipos Peso Muolecular Solubilidad Funcionalidad
del Gluten KDa en la masa

Gliadinas w5 60-68 solucion atuosa 0% - Viscosidad
Gliadinas w,2 50-44 5= > LB 2
Gliadinas
Gliadinas @ ZB-35
Ghadinas y 31-35
LWIW-GS 67-83 solucion » Fuerza
Gluteninas e S I;:u_ﬁmpanul—urea— = Extensibilidad

(Adaptada de Schalk et al., 2017)
1.3.2 PROTEINAS DEL GLUTEN POTENCIALMENTE TOXICAS

El gluten puede resultar toxico para algunas personas, desencadenando en ellas diferentes
patologias. Las enfermedades mdas comunes relacionadas con la ingesta de gluten son la alergia al trigo
(AT) y la enfermedad celiaca (EC).

En ambos tipos de enfermedades, la exposicidn al gluten provoca la activacion de las células T
(linfocitos) del sistema inmune adaptativo (Sapone et al., 2012; Brietzke et al., 2018). La incidencia es baja,
la AT la presenta el 0,5-3% de la poblacidn europea o de origen europeo y la EC afecta al 1-2% de la
poblacién humana, aunque su prevalencia se ha ido incrementando en el tiempo (Brietzk et al., 2018).

Hay dos tipos de AT que provoca la ingesta de gluten en personas susceptibles a la enfermedad: i)
anafilaxia inducida por el ejercicio dependiente de trigo, conocida por las siglas inglesas WDEIA (wheat-
dependent, exercise-induced anaphylaxis) y ii) otras reacciones inmunoldgicas adversas, dermatitis
atdpica, urticarias y anafilaxis (Sapone et al., 2012). Ambos tipos de AT son reacciones inmunoldgicas
mediadas por la unidon de inmunoglobulina E (IgE) a proteinas del gluten que llevan la secuencia SQQQPPF,
provocando la liberacion de histamina de células basoéfilas y mastocitos del sistema inmune.

Las proteinas del gluten desencadenantes de AT varian con la edad y los sintomas de los pacientes.
Los estudios con proteinas purificadas del gluten y suero de pacientes han revelado que las gliadinas w5
estdn implicadas en todas las anafilaxis, incluida la WDEIA, y el 55% de urticarias. Mientras que otros



cuadros clinicos estan mediados por gliadinas a y LMW-SG (60%), gliadinas y (55%), gliadinas w (48%) o
LMW-SG (60%) (Tatham y Shewry, 2008; Sapone et al., 2012). En la gliadina w5 se han identificado 7
epitopos (QQIPQQQ, QQLPQQQ, QQFPQQAQ, QQSPEQQ, QQSPQQQ, QQYPQQQ and PYPP) con alta
capacidad alergénica, de los cuales 4 son dominantes (QQIPQQQ, QQFPQQQ, QQSPEQQ y QQSPQQQ)
(Tatham y Shewry, 2008).

La EC se trata de una enfermedad autoinmune en la que el paciente desarrolla anticuerpos contra:
a) la transglutaminasa tisular (TGt) en el intestino delgado; b) el endomisio, que rodea cada una de las
fibras del musculo liso del intestino; y c) péptidos desaminados de gliadinas.

Las proteinas del gluten desencadenantes de la EC pertenecen al grupo de las gliadinas a. Aunque
hay mas de 50 epitopos de gliadinas a que activan las células T, el epitopo mdas inmunogénico es el
péptido 33-mer LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF del subtipo de gliadina a2 de trigo (Tabla 1),
el cual es resistente a la accién de proteasas gastricas, pancreaticas y de las vellosidades intestinales.
Ademas, la desaminacidon de algunos residuos Q del péptido 33-mer lo convierten en un potente
estimulador de las células T que llevan el antigeno leucocitario humano DQ2 o DQ8 encontrados en la
gran mayoria de los pacientes celiacos (Sahn et al., 2002).

La secuencia del péptido 33-mer se ha identificado en las proteinas de los cereales que son téxicos
para las personas con la EC, pero no en aquellos otros cereales que pueden estar presentes en la dieta
celiaca, avena, maiz o arroz. Actualmente, en las pruebas seroldgicas, ya sea para el diagndstico de la EC
o la deteccién de gluten en alimentos, se emplea el péptido 33-mer desaminado o versiones
recombinantes similares, contra el cual se han desarrollado anticuerpos policlonales y monoclonales
comerciales.

Ademas de la AT y la EC, hay personas que presentan sensibilidad al gluten (SG). La ingesta de gluten
provoca en los pacientes la aparicion de trastornos intestinales y no intestinales similares a los de
pacientes con la EC (diarrea crdnica, pérdida de peso, anemia o desordenes neuronales). Sin embargo, los
pacientes con SG no presentan ni reacciones alérgicas ni de autoinmunidad, pero no se conocen las
proteinas del gluten implicadas en esa patologia. El diagndstico se basa en criterios de exclusién,
eliminando de la dieta los alimentos con gluten, seguido de la evaluacion de la mejora o no del cuadro
clinico del paciente (Sapone et al., 2012).

.3.3 DETOXIFICACION DEL GLUTEN

Reducir o eliminar el gluten de la dieta puede convertirse en una necesidad vital, especialmente para
aquellas personas que presentan los cuadros clinicos mds adversos tras la ingesta de gluten, como sucede
en las personas que tienen la EC.

Son muchos los productos alimenticios que llevan gluten. Generalmente se considera que el pan, la
pasta, los productos de reposteria y la cerveza son los alimentos que contienen gluten. Sin embargo,
debido a sus propiedades viscoelasticas se aflade de forma rutinaria a una gran variedad de alimentos
procesados, desde salsas hasta carnes y pescados (Brietzke et al., 2018). Ademas, también se puede
encontrar en algunos medicamentos acompafiando al almiddn que se agrega como excipiente.

Consecuentemente, peptidasas capaces de degradar proteinas del gluten se propusieron
originalmente como una opcién terapéutica para la EC. Uno de los trabajos pioneros fue el realizado con
una propyl endopeptidasa (PEP) de Flavobacterium meningosepticum (ATCC® 13253), cuyos autores
demostraron que era capaz de hidrolizar el péptido 33-mer de la gliadina a2 y que el tratamiento del
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péptido con PEP reducia en un corto periodo de tiempo la estimulacidn de células T (Sahn et al., 2002).
Desde entonces, la busqueda de glutenasas, peptidasas capaces de detoxificar gluten de los alimentos no
ha cesado.

Glutenasas que hidrolizan gluten, y en particular el péptido 33-mer, se han aislado de numerosas
fuentes (Scherf et al., 2018): a) plantas (granos germinados de cereales, cebada, latex de papaya); b)
hongos (Aspergillus niger, A. oryzae); c) bacterias del suelo (Myxococcus xanthus), de humanos (Rothia
mucilaginosa, Pesudomonas aeruginosa) y de insectos (Bacillus sp.); d) escarabajos (Rizopertha dominica);
y d) masas madre. Sin embargo, sélo las peptidasas de hongos (A. niger, A. oryzae) se emplean en el
procesamiento de alimentos, ya que hasta la fecha son las Unicas reconocidas como seguras, por la FDA
(Food and Drug Administration) en Estados Unidos y la EFSA (European Food Safety Authority) en Europa.
También una PEP de A. niger esta disponible en el mercado como suplemento dietético, no para remplazar
la dieta libre de gluten o para tratar o prevenir la EC sino para inactivar trazas de gluten que puedan estar
presentes en aquellos supuestos alimentos libres de gluten (Scherf et al., 2018).

Por otro lado, las masas madre, harina fermentada con alta densidad de bacterias del acido lactico
(BAL) y levaduras, usadas como iniciadores o starters para fermentar masas panarias (Minervine et al.,
2014), son actualmente consideradas como una buena herramienta tecnolégica para la elaboracion de
productos libres de gluten o GF (de la terminologia inglesa gluten free) (Gobbetti et al., 2019).

Los primeros trabajos que evidenciaron la capacidad de las masas madre para hidrolizar proteinas
del gluten de trigo datan de hace mas de dos décadas, en los que se demostré: 1) qué la combinacion de
bacterias lacticas (Lactobacillus spp.) de masas madre eran capaces de degradar mas del 50% del gluten
de trigo (Di Cagno et al., 2002) y 2) que la fermentacién por una combinacidn de 4 bacterias lacticas de
una mezcla de harinas con gluten (trigo) y sin gluten (avena, mijo, y alforfén) permitia obtener pan que
no producia ninguna reaccion adversa en pacientes con la EC (Di Cagno et al, 2004).

Trabajos posteriores han revelado que fermentaciones especiales con masas madre, bien sea
empleando harina de granos de trigo germinados o afiadiendo proteasas comerciales permiten obtener
productos con cantidades residuales de gluten que parecen ser seguros para ser incorporados a dietas GF
(Scherf et al., 2018; Gobbetti et al., 2019).

Ademas, la fermentacién con masas madre de harina GF (maiz y arroz, pseudocereales, amaranto,
guinoa y soja, y legumbres) no sélo mejora las propiedades reoldgicas de extensibilidad y viscosidad de
las masas GF, sino que también contribuye a incrementar el valor nutricional del pan y productos de
bolleria derivados de esas masas, productos que, ademds, son preferidos por las personas que llevan una
dieta estricta GF, ya que se caracterizan por tener mejor gusto o palatabilidad (Gobbetti et al., 2019).

Si bien, las BAL son los microorganismos empleados en la degradacidn del gluten, lo cierto es que
una gran variedad de levaduras puede estar acompafiando a las BAL en las fermentaciones de las masas
madre (De Vuist et al., 2014; Gobbetti et al., 2014). Sin embargo, hasta la fecha, la posible contribucién
de las levaduras de masa madre a la hidrdlisis del gluten no ha sido analizada.

En la Figura 1.4 se recogen las diferentes estrategias a seguir para lograr una dieta libre de gluten.
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Figura 1.4. Estrategias para mantener una dieta libre de gluten.

1.4. EL ACIDO FITICO

El acido fitico (AF), myo-inositol hexafosfato (IP6), es dcido organico formado por seis moléculas de
fosfato (P) y una de inositol (Anderson, 1914) (Fig. I5). Representa el 60-90% del fésforo inorgdnico del
grano de cereal y otras semillas de plantas, legumbres y oleaginosas.

Es abundante en cereales (trigo, centeno, cebada, entre otros) en los que llega alcanzar valores de
10 a 14 g de AF /kg (Tabla 2). En los granos del cereal se encuentra mayoritariamente en las capas mas
externas, por lo que su contenido es alto en las harinas integrales (Fig. 11.) También abunda en plantas
que se emplean en la alimentacion animal, legumbres, semillas oleaginosas y maiz (Neira et al., 2013).
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Tabla 2. Contenido de Acido Fitico en grano de cereales

Material Contenido de 4cido fitico
g/Ke*

Triticale 14.91

Cebada 11.92

Centeno 11.92

Trigo 10.934

Maiz 9.94

Avena 9.44

Habas 7.45

Fuente: Vallardi et al. (2002).

Las funciones del acido fitico en plantas no estan completamente definidas, se han asociado
principalmente a: reserva energética, fuente de cationes, reserva de fésforo y en semilla se le relaciona
con el proceso de la germinacion y fuente de myo-inositol (Neira et al., 2013). También se le han dado
otras funciones tales como precursor de polisacdridos de la pared celular y como antioxidante, pues se ha
visto que previene la peroxidacion de los lipidos en las plantas, aumentando la longevidad de las semillas
(Méndez, 2007).

EL AF es un factor antinutricional porque es un agente quelante o secuestrante de iones metalicos
tales como el zinc, hierro, calcio, magnesio, entre otros, disminuyendo la biodisponibilidad de esos
minerales. Ademds, su presencia en el tracto gastrointestinal provoca una menor absorciéon de
aminodcidos que son esenciales tomarlos en la dieta, al inhibir el AF la accién de proteasas. También el
AF impide la absorcion de P (Dvorajova, 1998, Godoy et al., 2010). El hombre, al igual que los animales
monogastricos, no tiene enzimas especificas para la hidrdlisis del AF, por lo que un alto contenido en la
dieta de AF conduce a la desnutricion.

En las granjas de cria de animales el AF genera un doble problema. Por un lado, se hace necesario
suplementar la dieta con fosforo inorganico (Pi) para cubrir el requerimiento nutricional del animal,
incrementando los costes de produccidn, pero por otro lado las cantidades de P que no son aprovechadas
por el animal son excretadas, pasando al medio ambiente contribuyendo a la eutrofizacion de los suelos
(Bedford y Partridge et al., 2010).

Debido al caracter antinutricional del AF, existe la necesidad de enzimas que hidrolicen el AF y que
puedan ser usadas en la alimentacién humana y animal para contrarrestar los efectos adversos de AF en
la nutricion y el medio ambiente (Bohn et al., 2008).

Ademas, las fitasas tienen interés para la produccidn industrial de myo-inositol y también de sus
intermediarios fosforilados, los cuales juegan un papel muy importante en las vias de sefalizacidn celular,
por lo que hay una gran demanda. Su uso también se ha extendido a las fermentaciones y a la
biodegradacion de plaguicidas organofosforados (metil paratiéon, o monocrotofos), lograndose con
algunas fitasas degradar de hasta el 72% del pesticida. (Shah et al., 2017).
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[.4.1 LAS FITASAS

El origen de las enzimas fitasas (myo-inositol [1, 2, 3, 4, 5, 6] hexakis fosfato fosfohidrolasas) se
remonta a mas de un siglo (1907), sélo cuatro afios después de que se reportara cientificamente la
descripcién del acido fitico (Lei et al., 2003). Son una familia de proteinas capaces de catalizar la hidrdlisis
gradual del IP6 y generar como productos finales, inositol-5 fosfato (IP5), inositol-4 fosfato (IP4), inositol-
3 fosfato (IP3), inositol-2 fosfato (IP2), inositol-1 fosfato fosfatos inorganicos (Pountillart et al., 1994).

Inorganic phosphate;

Phytase Myo-inositol phosphate
; EC3138 Free minerals (e.q., Fe*, Zn*, Ca?);
: EC313.26
Phytic acid (myo-inositol hexaphosphate) Adaptada de Gobbetti et al, 2014

Figura 1.5. Reaccidn catalizada por la enzima fitasa. Se muestra la numeracion de los residuos de fosfato y las
posiciones por la que inician la desfosforilacion (flechas) las fitasas, posicion 3 microorganismos (EC 3.1.3.26) y
posicién 6 plantas (EC 3.1.3.26).

Las fitasas estan presentes de forma ubicua en plantas, animales y microorganismos. Se pueden
clasificar en base a su regioselectividad en 3, 5, y 4-6-fitasas de acuerdo con la IUPAC-IUB (Unidn
Internacional de Quimica Pura y Aplicada y la Unién Internacional de Bioquimica). Las 3- fitasas inician la
desfosforilacidn en la posicién 3 del myo-inositol y se han encontrado en animales y microorganismos. Las
4-6-fitasas estdn presentes en plantas y comienzan la hidrdlisis en la posicidn 4 ¢ 6. Las 5-fitasas hidrolizan
el fosfato a partir del carbono 5 del anillo de myo-inositol (Fig. 15) (Bei et al., 2009).

También se pueden agrupar las fitasas de acuerdo con el pH éptimo de actuacidn (acidas o alcalinas)
o el mecanismo catalitico (histidina acido fosfatasas (HAPs), fosfatasas de hélice § (BPP) y fosfatasas acidas
purpura (PAP) (Fig. 16) (Oh, et al., 2004; Correa, de Araujo, 2020).
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3fitasa [EC-3.1.3.8] — Microorganismos
—E 6-fitasa [EC-3.1.3.26] — Plantas
5-fitasa [EC-3.1.3.72] — Medicago sativa

Phaseolus vulgaris
Pisum sativum

Fitasa — Fitasa acida de histidina
[EC-3.1.3.2]

Phy A-3-fitasa — A. niger, A. fumigatus
*E Phy B-3-fitasa —= A. niger, S. cerevisiae, S. pombe

Phy C-6-fitasa — Lisozima de rata y humano, E. coli

Acido Fitasa de cisteina — sejenomonas ruminantium

[EC-3.1.3.2)

Fitasa acido purpura — Plantas y animales
[EC-3.1.3.2]

Alcalino —— Fitasas B-hélice

—— Phy D-3-fitasa —> Baci |
[EC-3.1.3.8] y D-3-fitasa — Bacillus spp

Figura 1.6. Clasificacion de las enzimas fitasa. Se muestra las enzimas de cada grupo y la procedencia
(Cao et al., 2007).

[.4.1.1 FITASAS ACIDAS DE HISTIDINA HRP

La mayoria de las fitasas procedentes de bacterias, hongos y plantas se clasifican dentro de esta
categoria. Se caracterizan porque todos los miembros poseen el motivo RHGXRXP en el extremo NH2 y el
dipéptido HD cataliticamente activo en el extremo C-terminal. El residuo de histidina (H) genera un
intermedio de fosfohistidina mientras que el residuo de acido aspartico (D) dona protones al oxigeno del
enlace fosfomonoéster, liberando asi fosfato del acido fitico.

Las HAPs pueden iniciar la hidrdlisis del AF en la posicidn C3 o C6 del anillo de myo-inositol,
produciendo inositol monofosfato, liberando cinco de seis P del anillo de AF (Fig. 15). Al parecer este grupo
de fitasas prefieren los grupos ecuatoriales siendo incapaces de actuar sobre los axiales por lo que es dificil
que por su accién el AF vaya hasta myo-inositol (Oh et al., 2006).

La clase de las HAP se dividen en tres grupos, Phy A, Phy B y Phy C, atendiendo a la homologia en la
secuencia de aminoacidos, pH al que hidrolizan el AF y la posicidn especifica del myo-inositol en que
inician la hidrdlisis. Dentro de las Phy A, (3-fitasa) se encuentran proteinas con 465-469 aminodcidos. A
este grupo pertenece la fitasa Phy A de Aspergillus niger, poseen pH de 2.5-5.5 con temperatura éptima
de 55-60 °C. Su peso molecular sin glicosilar es de 48-50 KDa, sin embargo, el peso molecular aparente
determinado por DSD- PAGE puede variar de 62-128 KDa. Presentan actividad frente en un amplio rango
de sustratos fosforilados (Wyss et al., 1999).
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Las Phy B, tienen un porcentaje de identidad con las Phy A de 23.5% y 46% de similitud (sustituciones
neutras) con caracteristicas de tamafio, pH y temperatura similares a Phy A. (Kostrewa et al., 1999; Wyss
et al., 1999).

Las enzimas Phy C (6-fitasa) incluyen las fitasas dacidas de E. coli, proteinas monoméricas no
glicosiladas e intracelulares, con rangos de accion entre 5-6 de pH y temperatura de 40-60 °C, con
secuencia de 354-439 aminodcidos y peso molecular de 42-45 KDa. Las enzimas de este grupo son capaces
de hidrolizar el fitato libre a pH 4cido y otros ésteres de fosfato (Wyss et al., 1999).
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2. OBIJETIVOS






OBJETIVOS

El trabajo realizado se encuadra dentro de un proyecto en desarrollo, en colaboracién con otros
laboratorios y empresas, cuya finalidad es contribuir a la innovacion en el sector de la panificacion
mediante el desarrollo de indculos fermentativos formados por levaduras y bacterias lacticas que
reproduzcan las caracteristicas de las masas madre, siendo el objetivo principal de este trabajo
de tesis doctoral la identificacidn y caracterizaciéon de levaduras que estuviesen dotadas de
actividades enzimaticas de interés en panificacion. Para lograr ese objetivo se establecieron los

siguientes objetivos especificos:

1. Aislary caracterizar las proteinas del gluten en harinas empleadas en el sector de la panificacién.

2. Identificar, entre un grupo discreto de levaduras aisladas de masas madre, levaduras con actividad
glutenasa, capaces de hidrolizar proteinas del gluten.

3. Valorar el impacto de la actividad glutenasa en el proceso de fermentacion.

4. Establecer la efectivad de la actividad glutenasa en la reduccién de proteinas inmunogénicas en
pan.

5. Identificar, entre cepas representativas de nueve especies diferentes, levaduras con actividad
fitasa, capaces de hidrolizar acido fitico.

6. Caracterizar la actividad identificada a fin de poder evaluar su funcionalidad en la fermentacién

de harinas.
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