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DESCRIPCION

Procedimiento de eliminacion de toxinas de proteinas del gluten de granos de cereales y sus usos en el campo
médico

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para eliminar toxinas de proteinas del gluten de
granos de cereales que hace posible obtener harinas desintoxicadas con una reduccién de la antigenicidad de los
epitopos toéxicos de las proteinas del gluten a un intervalo entre 0 y 20 ppm y de manera que puede usarse
ventajosamente para la preparacion de productos alimenticios (por ejemplo, productos panificables, pasta o
productos lacteos) que tienen un efecto preventivo y/o terapéutico manifiesto para la disbiosis intestinal causada por
agentes infecciosos bacterianos o viricos o por patologias con un fuerte componente inflamatorio o autoinmune tal
como la enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y sindrome de intestino irritable.

El gluten es un complejo alimenticio que consiste principalmente en proteinas. Las prolaminas constituyen
aproximadamente el 80 % de la fraccion proteica completa presente en la cariépside de los cereales y se clasifican
en funcién de su solubilidad en solucion hidroalcohdlica en gliadina y gluteninas. Las gliadinas, solubles en
soluciones hidroalcohdlicas, son moléculas monoméricas clasificadas normalmente como alfa, beta, gamma y
omega (de acuerdo con la movilidad electroforética) para las cuales la condicién monomérica se debe a la ausencia
de restos de cisteina, como en el caso de las omega-gliadinas, o a la presencia de solo enlaces disulfuro
intramoleculares (las gliadinas restantes).

Las gluteninas, en cambio, son un complejo polimérico, insoluble en soluciones hidroalcohdlicas constituidas por
subunidades con alto (HMW-GS) y bajo (LMW-GS) peso molecular, estabilizadas por puentes disulfuro
intermoleculares.

Las gliadinas y las gluteninas proporcionan harinas con propiedades tecnoldgicas; las gliadinas contribuyen a la
viscosidad de la masa, mientras que las gluteninas son responsables de su elasticidad y firmeza.

En particular, la cantidad y las dimensiones de los polimeros de glutenina se correlacionan positivamente con las
propiedades tecnoldgicas de las masas.

Por lo tanto, estas caracteristicas de los polimeros de glutenina dependen de la capacidad de las subunidades de
componentes individuales para formar polimeros mas o menos extendidos.

El gluten, en particular, no esta presente como tal en la caridpside del cereal, pero se forma mas adelante; el gluten
como complejo proteico se forma después de la hidratacion y la accidon mecanica del amasado y es un elemento
esencial para el procesamiento de harinas y para la elaboracion de pan, ya que proporciona viscosidad y elasticidad
a la masa.

Como es bien sabido, cuando se afiade agua a la harina, las gliadinas (formadas por una sola cadena de proteinas)
comienzan a hidratarse formando fibrillas (fibras pequefias y delgadas) que proporcionan extensibilidad a la malla de
gluten. De forma simultanea, las gluteninas (que comprenden varias subunidades de proteinas) también se
ensamblan, originando una malla y formando una estructura estable y altamente cohesiva, que proporciona a la
masa consistencia y cierta resistencia a la extension y elasticidad.

La intensidad y el grado de fermentacion dependen, por lo tanto, de la proporcion entre el contenido de gliadina y
glutenina de la harina. La relacion entre las dos clases de proteinas depende de la variedad de cereal considerada y
proporciona al gluten la capacidad de deformarse vy resistir el estiramiento. Durante la accién mecanica de amasado,
las fibrillas de gliadina y los polimeros de glutenina comienzan a entrelazarse entre si, formando una malla
tridimensional que incorpora granulos de almidén, lipidos, sales minerales, agua y burbujas de aire, siendo estas
ultimas muy importantes para la fermentacion alcohdlica de las levaduras que luego se afiaden y que, a través de la
produccion de alcohol y diéxido de carbono, determinan la expansion de las mallas del gluten, que se expanden y
estiran haciendo que aumente el volumen de la masa. La cocciébn posterior determina la
desnaturalizacion/coagulacion de las proteinas y, por lo tanto, el gluten, al perder su capacidad de estiramiento,
estabiliza irreversiblemente la estructura y la forma de la masa.

Como complejo proteico, el gluten no tiene propiedades nutricionales particulares, ya que es pobre en aminoacidos
esenciales como la lisina, la metionina y el triptéfano.

La ausencia de este compuesto en la dieta no conlleva ningun riesgo nutricional especifico.

Por otro lado, el gluten es capaz de realizar actividad tdxica, en particular con respecto a la mucosa intestinal; la
intolerancia permanente al gluten de trigo y a las proteinas correspondientes de centeno, cebada y avena, como
para desencadenar la cascada inflamatoria de las citocinas que causan dafio citolégico, se define como enfermedad
celiaca.
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Inicialmente, se pensaba que la accion toxica del gluten era causada por la fraccion alfa de gliadina; posteriormente,
se demostro que las omega gliadinas y las gluteninas también pueden causar dafio a la mucosa intestinal, al igual
que las prolaminas de cereales similares como la cebada (hordeina), el centeno (secalina) y la avena (avenina).

De reciente interés ha sido el estudio de un péptido de 33 aminoacidos de alfa-gliadinas conocido como 33-mer;
dicho péptido es capaz de resistir la accion proteolitica de las enzimas digestivas, llegando enteramente a la mucosa
intestinal donde, teniendo una alta afinidad por la transglutaminasa tisular, ejerce una poderosa accién inmunogénica
en individuos sensibles; esta accién se determinaria, como resultado de la desamidacién de los epitopos téxicos del
péptido, mediante una activacioén intensa de los linfocitos T CD4 que liberan citocinas inflamatorias que causan dafio
citolégico (Shuppan D. et al., 2009).

También se ha demostrado que otros epitopos toxicos de alfa-gliadina aparentemente son capaces de inducir
apoptosis de enterocitos que se originan a partir de explantes de mucosa intestinal de pacientes celiacos.

Por lo tanto, el gluten tiene un efecto nocivo en la mucosa intestinal al desencadenar la cascada inflamatoria de las
citocinas y causar un efecto toxico directo.

Aproximadamente el 30 % de la poblaciéon general tiene genes de susceptibilidad a la enfermedad celiaca, HLA-
DQ2/8; sin embargo, solo el 2-5 % de estos individuos desarrollaran la enfermedad celiaca, lo que sugiere que
factores ambientales adicionales contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Rossi M. et al., 2010). Se desconocen
los factores adicionales que influyen en el desarrollo de la enfermedad celiaca, pero podrian incluir la alteracion de la
microbiota intestinal. De hecho, algunos estudios han demostrado que los pacientes con enfermedad celiaca en
curso tenian una composicion cualitativa cuantitativa alterada de la microbiota fecal y duodenal en comparacion con
un individuo sano, posteriormente restaurado parcialmente después del tratamiento con una dieta libre de gluten. En
particular, los cambios mas importantes se refieren a variaciones en la cantidad de Firmicutes y Proteobacterias en
nifios y adultos con enfermedad celiaca activa (Sanchez E. et al., 2013; Wacklin P. et al., 2013). Otros estudios han
informado una disminucién en la concentracion de bacterias protectoras con efectos antiinflamatorios, tales como
Bifidobacterium, y un aumento de bacterias Gramnegativas, tales como Bacteroides y Escherichia coli en pacientes
con enfermedad celiaca activa (Collado M. et al., 2009; Collado M. et al., 2008; Di Cagno R. et al., 2011).

Por otro lado, los nifios afectados por la enfermedad celiaca generalmente exhiben un aumento de Staphylococcus
spp. (Collado M. et al., 2009; Collado M. et al., 2008; Di Cagno R. et al., 2011, Clostridium spp. (Di Cagno R. et al.,
2011; De Palma G. et al., 2010) y una disminucion de Lactobacillus spp. (Di Cagno R. et al., 2011, Sanz Y. et al
2007; Nadal M. et al., 2007). Ademas, los pacientes con enfermedad celiaca exhibieron una composiciéon y una
funcién metabdlica alterada de la microbiota en términos de produccién de acidos grasos de cadena corta (SCFA, de
sus siglas en inglés) (Di Cagno R. et al.,, 2011; Schippa S. et al., 2010). Un estudio ha demostrado que la
composicion microbiana intestinal en pacientes afectados por enfermedad celiaca se asocié con la manifestacion
clinica de la enfermedad. La flora intestinal en pacientes en presencia de sintomas gastrointestinales esta dominada
por Proteobacterias, mientras que la microbiota de pacientes con Dermatitis Herpetiforme o de individuos que viven
en dispepsia (controles) han visto la prevalencia de Firmicutes (Wacklin P. et al., 2013).

Hasta la fecha, el unico tratamiento para pacientes celiacos es la exclusion completa del gluten de la dieta. Una dieta
llamada "sin gluten" alivia muchos de los sintomas, pero sorprendentemente los estudios sugieren que dicho
tratamiento no permite restaurar completamente los perfiles de la microbiota presente en sujetos sanos (Wacklin P.
et al., 2014).

Parece que la dieta en si misma impide la restauracién completa de acuerdo con los modelos microbianos normales.
También en pacientes sanos sometidos a una dieta libre de gluten, ademas, el delicado equilibrio entre
microorganismos grampositivos y gramnegativos falla, con las bacterias utiles reemplazadas rapidamente por
patégenos oportunistas. El resultado a largo plazo puede conducir a un debilitamiento de las defensas inmunes y a
un estado de inflamaciéon crénica. Esto genera una situacion en la que los pacientes celiacos, si bien se adhieren a
una rigurosa dieta sin gluten, aun estan expuestos al riesgo de inflamacioén e infecciones, y podrian sufrir sintomas
bastante desagradables y un aumento de los riesgos para la salud.

El potencial uso de probidticos en el tratamiento de la enfermedad celiaca esta respaldado por la disbiosis intestinal
generalmente asociada a la enfermedad celiaca y al papel atribuido a estas bacterias potencialmente beneficiosas
(es decir, "probidticos") para mantener el funcionamiento de la barrera intestinal y regular la respuesta innata y
adaptativa del sistema inmunitario. La Figura 1 muestra un modelo que ilustra la patogenia de la enfermedad celiaca.
La composicion genética especifica del hospedador y los factores ambientales podrian promover la colonizacion de
patobiontes y reducir los simbiontes, determinando asi la disbiosis. La disbiosis puede contribuir a interrumpir la
homeostasis y la integridad inmunitaria del intestino, promoviendo asi la insurgencia de la enfermedad celiaca y la
patogenia agravante (Cenit M.C. et al., 2015). Basandose en esta hipdtesis, hasta la fecha se han llevado a cabo
tres estudios sobre tantas intervenciones en pacientes celiacos seleccionados al azar, controlados con placebos en
un procedimiento doble ciego. En una de estas intervenciones, se administré Bifidobacterium infantis NLS a
pacientes celiacos no tratados para evaluar el efecto del probioético independientemente de la dieta libre de gluten.
Este estudio ha mostrado una mejora en algunos sintomas gastrointestinales, especificamente indigestion y
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estreflimiento, en pacientes no tratados con enfermedad celiaca después de la administracién de Bifidobacterium
infantis NLS. Ademas, no mejord la situacion de diarrea o de dolores abdominales, o modificé la permeabilidad
intestinal o el estado proinflamatorio medido como en los niveles séricos de algunas citocinas y quimiocinas
(Smecuol E. et al., 2013). Otro estudio sobre intervenciones analizo la influencia de Bifidobacterium longum CECT
7347 en nifios celiacos con una dieta libre de gluten, para evaluar si estas bacterias bifidas probidticas podrian
mejorar la eficacia de la dieta libre de gluten. Este estudio revel6 una disminucion en los linfocitos T periféricos CD3+
y una tendencia a la reduccion de los niveles séricos de TNF-a después de la administracion de Bifidobacterium
longum CECT 7347 y también una reduccion significativa en el niUmero de Bacteroides fragilis y sIgA en las heces en
comparacion con el grupo tratado con placebo (Olivares M. et al., 2014). Un reciente estudio de tres meses de
duracién evalué el efecto de la combinacion de las cepas Bifidobacterium breve BR03 y Bifidobacterium breve B632,
en comparacion con el placebo, en nifios con enfermedad celiaca con una dieta libre de gluten. El estudio informé
que las cepas de Bifidobacterium breve reducen la produccion de citocinas TNF-a proinflamatorias en nifios con
enfermedad celiaca con una dieta libre de gluten (Klemenak M. et al., 2015).

Las limitaciones en el uso de probiodticos como terapia en la prevencion y el cuidado de la enfermedad celiaca
residen en el hecho de que son microorganismos que deben llegar vivos al intestino y deben adherirse a las células
intestinales. Por otro lado, los probidticos son microorganismos exégenos cuya colonizacion podria ser transitoria y
los modestos resultados de los probiéticos obtenidos en los estudios antes mencionados también pueden explicarse
por el nimero relativamente bajo de bacterias presentes en las preparaciones comerciales, también por el hecho de
que las especies individuales pueden no ser capaces de competir con la flora intestinal que comprende miles de
bacterias pertenecientes a mas de 40.000 especies diferentes.

A partir de esta necesidad - es decir, la necesidad de ser capaces de producir productos alimenticios que sean
tipicos de la dieta mediterranea, como el pan y pastas procedentes del trigo, en los que el gluten presente no solo no
es inmunogénico, sino que en realidad es capaz de fortalecer la microflora intestinal del paciente celiaco que sirve
como agente protector con respecto a los microorganismos Utiles hasta que se restablece el equilibrio de la
microbiota, que puede usarse en la prevencion y en la terapia dietética de la enfermedad celiaca, causada por la
pérdida de la homeostasis generada por una microflora util débil - se deriva esta invencion.

La solicitud de patente internacional WO2014/053891 describe un procedimiento para la eliminaciéon de toxinas de
proteinas del gluten de granos de cereales para hacerlas no inmunogénicas para pacientes celiacos y para reducir la
antigenicidad de los epitopos téxicos a un intervalo entre 60 y 40 ppm (Lamacchia C. et al., 2016).

El autor de la presente invencién ha ideado un procedimiento mejorado para eliminar toxinas de proteinas del gluten
de granos de cereales dirigidos a obtener harinas que no estan solo desintoxicadas, sino también harinas en las que
la antigenicidad de las proteinas se reduce ain mas a un intervalo entre 0 y 20 ppm, y con efecto terapéutico en la
prevencion y en el tratamiento terapéutico de la disbiosis intestinal causada por una microflora util débil como
resultado de inflamacién y/o infecciéon en una gama mucho mas amplia de pacientes. En particular, el autor de la
presente invencion ha identificado un estado de transicidon vitrea que las proteinas del gluten son capaces de
alcanzar mediante una alternancia especifica de etapas del procedimiento para procesar los granos hidratados antes
de la molienda de acuerdo con la presente invencion: calentamiento rapido por microondas y evaporacion del agua
libre y aglomerada contenida en los granos.

Mas especificamente, a través de la alternancia de las etapas de calentamiento rapido por microondas y de
evaporacion lenta del agua contenida en los granos, es posible resolver el problema de la produccién de harinas con
gluten que, ademas de no ser inmunogénicas y toxicas para pacientes celiacos, exhibe una reduccién de la
antigenicidad de los epitopos téxicos del gluten a un intervalo entre 0 y 20 ppm y es capaz de fortalecer, de manera
sorprendente e inesperada, la microflora intestinal util del mismo paciente celiaco, restaurando su equilibrio y
previniendo la insurgencia y/o la perpetuacion de la inflamacion intestinal presente también en muchas otras
afecciones crénicas.

Por lo tanto, a través del procedimiento de la presente invencién es posible producir diferentes productos
alimenticios (es decir, productos de panaderia o panificables o pastas), que pueden usarse en la prevenciéon y en la
terapia dietética de patologias inflamatorias intestinales crénicas tales como enfermedad celiaca, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, sindrome del intestino irritable causado por la pérdida de la homeostasis generada por una
microflora probiética débil.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la eliminacion de toxinas del gluten de granos
de cereales, que comprende las siguientes etapas:

a) hidratar los granos de cereal con agua hasta un grado de humedad de los granos comprendido entre un 15y
un 18 %;

b) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas, preferentemente microondas o infrarrojos,
durante un tiempo y con una potencia necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre
60y 70 °C;

c) suspender la irradiacion hasta que se alcance una temperatura comprendida entre 50 y 60 °C y la evaporacion
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simultdnea de agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 14 y un 16 % en
comparacion con la etapa a);

d) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas, preferentemente microondas o infrarrojos,
durante un tiempo y con una potencia necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre
80y 90 °C;

€) suspender la irradiacion hasta una temperatura comprendida entre 70 y 80 °C y la evaporacion simultanea de
agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 40 y un 44 % en comparacion con la
etapa a);

f) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas, preferentemente microondas o infrarrojos,
durante un tiempo y con una potencia necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre
110y 120 °C;

g) suspender la irradiacion dentro del horno de microondas hasta una temperatura comprendida entre 80 y 90 °C
y la evaporacién simultanea de agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 50 y un
60 % en comparacion con la etapa a);

h) enfriar lentamente los granos desintoxicados a temperatura ambiente.

El procedimiento antes mencionado se lleva a cabo preferentemente usando microondas, mas especificamente,
usando un horno de microondas como un dispositivo para emitir dichas microondas en las diferentes etapas de
procesamiento de los granos hidratados.

Alternativamente, se puede usar un dispositivo laser para emitir las ondas electromagnéticas.

De acuerdo con una realizacion preferente, el procedimiento de acuerdo con la invencién comprende una etapa
adicional i) de moler el grano de la etapa h) para obtener la harina o la sémola. De acuerdo con una realizacion
alternativa, el procedimiento de acuerdo con la presente invencion comprende una etapa adicional 1) de extraccion
con disolvente (es decir, agua/solucion salina de cloruro de sodio) de las harinas o sémola de la etapa i) para
obtener el gluten desintoxicado.

La expresion "temperatura ambiente" significa, preferentemente, un intervalo de temperatura entre 20 °C y 25 °C.
Preferentemente, los granos son cereales, mas preferentemente trigo, cebada, centeno o avena.

En las etapas b), d), f) del procedimiento de acuerdo con la invencion, lo importante es la temperatura alcanzada
dentro de los granos, no la potencia de las ondas electromagnéticas que, a través del agua contenida en los granos,
permiten alcanzar altas temperaturas en poco tiempo.

Las imagenes que se muestran en la Figura 2 demuestran que las microondas en si mismas no determinan el
cambio en la estructura de la proteina del gluten, sino mas bien el logro de las condiciones de temperatura y
humedad dadas, en particular en la ultima etapa de suspender la irradiacion-evaporacion del agua (etapa g) del
procedimiento) en la que el contenido de humedad de los granos alcanzé un 5-7 % y la temperatura alcanza
aproximadamente 100 °C. De la Figura 2 también es evidente que, en esta etapa solamente, las proteinas del gluten
ya no son totalmente reconocibles por los anticuerpos fluorescentes dentro de los granos.

Todos las etapas descritas anteriormente son necesarias: hidratar los granos a una humedad entre un 15y un 18 %
de la etapa a) permite que las semillas acumulen la cantidad de agua necesaria para transformar las ondas
electromagnéticas, preferentemente microondas, en energia térmica en un procedimiento de termalizacion. Las
moléculas de agua pueden rotar, vibrar y alinearse bajo la accion de los campos eléctricos. En su movimiento,
chocan con las moléculas vecinas y este tipo de roce molecular provoca el calentamiento de la masa irradiada.

La posterior irradiacion de la etapa b) con microondas permite calentar la muestra que en la primera etapa de
irradiacion debe alcanzar una temperatura entre 60 y 70 °C. Cuanto mayor sea el grado de humedad, menor sera la
potencia aplicada en un determinado intervalo de tiempo para alcanzar la temperatura deseada. El intervalo de
tiempo para alcanzar la temperatura deseada sera una funcion de la masa a irradiar.

A modo de ejemplo: 100 g de granos con una humedad del 15-18 % alcanzaran la temperatura de 60-70 °C en 1
minuto aplicando una potencia de 750 W.

Por lo tanto, mientras que el grado de humedad esta inversamente correlacionado con la potencia a aplicar, el
tiempo de irradiacion es directamente proporcional a la masa de la muestra a irradiar.

La etapa de suspender la irradiacion-evaporacion debe llevarse a cabo preferentemente dentro del horno de
microondas para permitir un procedimiento de transferencia del agua desde la capa mas interna de los granos a la
periferia y desde la periferia a la superficie y desde la superficie de los granos a la superficie al ambiente exterior. El
procedimiento debe realizarse lentamente y sin exponer los granos a la temperatura externa del dispositivo que se
utiliza para calentar, es decir, el horno de microondas. Esto podria causar solo una evaporacion del agua en la
superficie de los granos, sin permitir la eliminacién de una parte del agua unida a las moléculas.
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La etapa de irradiar y suspender la irradiacion-evaporacion se repite n veces, alternativamente, hasta alcanzar el
estado de transicion vitrea de las proteinas del gluten, es decir, el estado en el que, en determinadas condiciones de
humedad y temperatura, las proteinas del gluten se vuelven plasticas (véase Figura 3).

Cada proteina tiene su propia conformacion, es decir, una caracteristica forma tridimensional, en la que se pueden
identificar diferentes niveles de organizacion. Como se muestra, la estructura primaria esta dada por la secuencia de
aminoacidos en la cadena polipeptidica, unidos entre si mediante enlaces covalentes. El siguiente nivel es la
estructura secundaria, que se forma cuando se establecen enlaces de hidrogeno entre los aminoacidos de la
estructura primaria, causando su torsion. La estructura terciaria de una proteina se produce por la interaccion entre
los aminoacidos ubicados en diferentes puntos de la estructura secundaria y se debe principalmente a los pliegues
de la cadena polipeptidica en los segmentos de unién entre las hélices alfa y las hojas plegadas de la estructura
secundaria. La estructura cuaternaria es el resultado de la forma en que dos de las cadenas polipeptidicas, llamadas
subunidades, se unen e interactdan entre si. El procedimiento de la presente invencién permite que las proteinas del
gluten alcancen un estado de transicion vitrea en el que las moléculas no vibran, sino que se mueven gracias a la
ruptura de los enlaces de la estructura secundaria y terciaria y las moléculas se vuelven plasticas/gomosas (Noel TR
et al. 1995; Micard V. y Guilbert S., 2000). En particular, los enlaces de hidrégeno y los enlaces i6nicos que unen
grupos con carga opuesta, pero también los enlaces de disulfuro que permiten a las proteinas mantener su
conformacién secundaria y terciaria, rompen las moléculas que se mueven en el espacio, modificando su estructura
secundaria y terciaria.

La proteina del gluten hecha plastica por este procedimiento tendera a agregarse de una manera no convencional,
porque estan presentes en forma natural en los cuerpos proteicos de los granos maduros (Tosi P. et al., 2011) como
se muestra en la Figura 4. La Figura 4 muestra que después del tratamiento con el procedimiento de la invencién, no
solo las proteinas no son reconocibles por sus propios anticuerpos, sino que es evidente una agregacion de las
proteinas en el cuerpo proteico de las semillas tratadas con respecto a las semillas de control. En particular, las
proteinas no se agregaran por medio de enlaces covalentes (Figura 5), como ocurre en una estructura del gluten ya
formada y sometida a altas temperaturas (cocinando la masa en el horno, secando la pasta; Lamacchia C. et al.,
2007; Gerrard J.A., 2000), sino mediante enlaces i6nicos que unen grupos con carga opuesta generados por el
cambio de la estructura secundaria y terciaria de la molécula cuando esta presente en forma natural en los cuerpos
proteicos de los granos maduros. La Figura 5 muestra una electroforesis en gel realizada en condiciones reductoras
que no muestra ninguna diferencia en los pesos moleculares de las proteinas extraidas de las harinas de las
semillas de control y las semillas tratadas con el procedimiento de la presente invencién, destacando que la proteina
no solo no experimenta cambios en la estructura primaria, sino también que la agregacion visible en los cuerpos
proteicos de las semillas después del tratamiento térmico de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion
no puede ser a través de enlaces covalentes, de ditirosina y/o isopeptidicos (Gerrard JA, 2000; Lamacchia C. et al.,
2007; Tilley K.A. et al.,, 2001). En este caso, deberia haberse observado un desplazamiento de las bandas de
proteinas hacia pesos moleculares mas altos. Por lo tanto, la agregacion observada en los cuerpos proteicos de las
semillas tratadas, no puede ser covalente, es decir, no se logra mediante la formacion de enlaces covalentes.

La etapa h) de enfriamiento lento a temperatura ambiente del procedimiento de acuerdo con la invenciéon permite
que las moléculas cristalicen en este estado de agregacion no convencional.

Los puntos clave de este procedimiento mejorado estan representados por:

1) uso de agua, que cumple una doble funcién. La primera es transformar las ondas electromagnéticas,
preferentemente las microondas, en energia térmica en un procedimiento de termalizacion. La segunda es
permitir que las proteinas del gluten alcancen un estado de transicion vitrea, un estado que las hace plasticas,
que evapora lentamente y arrastra con ellas también una parte del agua unida.

Se prefiere particularmente el uso de microondas, ya que no son radiaciones ionizantes y no pueden romper
enlaces. Por lo tanto, su Unica funcién es permitir que las moléculas de agua vibren y generen calor en poco
tiempo.

3) generacion del calor, que también tiene una doble funcién. Permite que el agua libre y unida se evapore y que
las proteinas del gluten, encerradas en los cuerpos proteicos de los granos maduros en forma natural, alcancen
un estado en el que las proteinas no vibran, sino que se mueven.

Este movimiento esta habilitado por la ruptura de puentes de hidrégeno y enlaces idnicos que causan el cambio
de la estructura secundaria y terciaria de las propias proteinas, haciéndolas plasticas (Figura 3). Este cambio
lleva manifiestamente a una exposicion de cargas por parte de la proteina, justificada por el hecho de que el
gluten con este procedimiento se vuelve soluble en agua. La exposicion de las cargas debido a una pérdida de la
estructura secundaria y terciaria de las proteinas conduce a una agregacion entre las proteinas presentes en el
mismo cuerpo proteico y con una carga diferente. La figura 6 muestra esquematicamente el caso en el que antes
de la aplicacion del procedimiento de la presente invencion las proteinas del gluten estan encerradas en cuerpos
proteicos de los granos de trigo asumiendo su estructura tridimensional natural. Después de la aplicacion del
procedimiento de la presente invencién, las proteinas alcanzan el estado de transicion vitrea, se vuelven
plasticas y pierden su estructura tridimensional. Este cambio conduce a una exposicion de cargas por la proteina,
justificada por el hecho de que el gluten, con este procedimiento, se vuelve soluble en agua. La exposicion de las
cargas debido a una pérdida de la estructura secundaria y terciaria de las proteinas conduce a una agregacion
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entre las proteinas presentes en el mismo cuerpo proteico y con una carga diferente. Se podria hipotetizar
gliadina (-) + LMW (+), albamina (+) + gliadina (-), globulina (+) + gliadina (-), como se muestra en la imagen
representada en la Figura 6.

Para confirmar ain mas la hipétesis anterior, ademas del analisis de inmunofluorescencia de las seis etapas A-F
del proceso de eliminacion de toxinas en el panel a) de la Figura 21, el panel b) muestra el analisis de umbral de
imagen de las etapas anteriores utilizando el programa informatico "Image J" (http://imagej.nih.gov/ij). El panel c)
muestra los resultados de la SDS-PAGE de las fracciones de proteina de gliadina en relacion con cada etapa y
de la harina de peso de control (HPC) extraida en EtOH al 70 %. El panel d) muestra una tabla de resumen del %
de disminucion en relacion con los valores de VGM (valor gris medio) obtenido del andlisis de las etapas de
imagen de microscopia y la densidad 6ptica (DO) en relacién con las fracciones de proteina gliadina expresadas
en SDS-PAGE. A partir del anadlisis de imagen de las seis etapas A-F ilustradas en el panel b), es posible
observar a simple vista una disminucion regular del brillo, es decir, de la fluorescencia debida al marcado por el
anticuerpo 0610, que reconoce la fraccion de proteina gliadina y LMW-GS, en cada etapa. La disminucion se
confirma mediante el analisis de los valores grises medios informados en la tabla ilustrada en el panel c), en
donde se ha llevado a cabo una comparacion entre cada etapa. La disminucion regular y significativa en cada
etapa es representativa como un cambio estructural de las proteinas, que los anticuerpos ya no reconocen. La
disminucion es regular porque en cada etapa corresponde un valor de temperatura y humedad, en el cual una
clase de proteina precisa registra su cambio estructural, es decir, su "transicion" de estado sdlido a
gomoso/plastico. En otras palabras, cada clase de proteina presentara su propia temperatura de transicion vitrea
relativa (Tg) basada en su estructura quimica, mas alla de eso las cadenas de polimero seran libres de moverse
y modificar la conformacioén. En particular, a temperaturas mas bajas (entre 50-65 °C), por lo tanto, en las etapas
iniciales del procedimiento, las albuminas, las globulinas y las proteinas LMW seran las primeras en encontrar un
cambio junto con las HMW (segun lo observado por Lamacchia C. et al. 2007); a una temperatura de
aproximadamente 70 °C, las gliadinas comenzaran primero a cambiar su conformacion estructural y terminaran
en las etapas finales del procedimiento (80-90 °C). Para demostrar este evento, se ha llevado a cabo un analisis
SDS-PAGE de gliadinas extraidas en etanol de los granos en cualquier procedimiento por etapas. El analisis
SDS-PAGE muestra en particular una disminuciéon de la banda en las etapas A a F y con respecto al control,
mostrando cémo las gliadinas, que no presentan restos de cisteina disponibles para crear enlaces disulfuro entre
cadenas en su conformacion natural, estan implicadas en este tipo de enlace durante las etapas intermedias y
finales del procedimiento debido a un cambio conformacional que causa una exposicion de restos de cisteina.

Es posible observar que la reduccion de banda (DO) no es comparable a la reduccion de brillo (VGM) observada
durante las seis etapas del procedimiento mediante la técnica de microscopia, lo que confirma que la reduccién
de la reactividad cruzada de las proteinas del gluten contra el anticuerpo 0610 es debido a un cambio
conformacional de las proteinas y/o por la cobertura del epitopo, que es causada por una fuerte agregacion entre
las proteinas durante las etapas del procedimiento (como se muestra en la Figura 4), generada por enlaces
idnicos que conectan grupos de carga opuestos que ocurren después del cambio de estructura terciaria después
de la transicion vitrea y no por enlaces covalentes (véase Figuras 5y 21).

4) mediante enfriamiento lento, lo que permite que la nueva estructura de la proteina permanezca cristalizada en
este nuevo estado. La presente invencion también se refiere a granos, harina o sémola o gluten desintoxicados
obtenibles con el procedimiento de acuerdo con la invencion. La harina o la sémola pueden ser de trigo, centeno,
cebada o avena y se pueden obtener después de la molienda de la etapa adicional i). El gluten puede ser de
trigo, centeno, cebada o avena, obtenible después de la extraccién con disolvente de las harinas y/o de la
sémola de la etapa adicional 1).

El término "desintoxicado", en el contexto de la presente invencion cuando se refiere a harinas o sémola, significa un
nivel de epitopos de gluten téxico reducido a un intervalo entre 0 y 20 ppm. Esto hace posible considerar que estas
harinas o sémolas estan "libres de gluten" para todos los propésitos de la ley, aunque el gluten todavia esta presente
dentro de ellas.

La invencion se refiere a un producto alimenticio que comprende harina de trigo, sémola de trigo, cebada o avena,
seleccionado entre pan, pasta, productos panificables, cereales para el desayuno y cerveza.

Alternativamente, la invencion se refiere a productos lacteos (es decir, yogur, helado, leche fermentada, queso,
mozzarella, mantequilla, crema, ricota) a los que se puede afadir el gluten desintoxicado obtenido de acuerdo con la
etapa 1) del procedimiento de la invencion.

En particular, el gluten desintoxicado obtenido de acuerdo con la etapa 1) del procedimiento de la invencion puede
usarse ventajosamente como un agente espesante para la preparacion de productos alimenticios, no solo lacteos,
sino también en otras categorias de productos tales como fiambres, helado, alimentos para bebés, salsas y zumos.
Por lo tanto, dichos productos alimenticios también estan incluidos en el alcance de protecciéon de la presente
invencion en la medida en que estan destinados a aquellas poblaciones de individuos con una dieta libre de gluten o
baja en lactosa.

En resumen, una primera ventaja es que a partir de la sémola y de las harinas producidas de acuerdo con el
procedimiento de la invencion, sera posible producir alimentos para pacientes celiacos con antigenicidad de los
epitopos toxicos del gluten reducidos entre 0 y 20 ppm, con caracteristicas organolépticas que son equivalentes en
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sabor y apariencia a los comunmente utilizados en la dieta mediterranea, pero también terapéuticos con respecto a
la microflora intestinal del paciente celiaco, restaurando su equilibrio, protegiendo y fortaleciendo la microflora util.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas a los granos, harina, sémola o gluten desintoxicados o un
producto alimenticio basado en uno de ellos o complementado con uno de ellos para su uso en el campo médico
para la prevencion o el tratamiento de la disbiosis intestinal.

Una segunda ventaja es que a partir de los granos, de la sémola, de las harinas o del gluten asi producido, sera
posible producir alimentos para la terapia dietética de todas aquellas patologias en las que la alteracion de la
microbiota intestinal aumenta el riesgo de desarrollar una susceptibilidad a enfermedades intestinales crénicas de
naturaleza inflamatoria y/o autoinmune, seleccionadas, a modo de ejemplo no exhaustivo, del grupo que consiste en
enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y el sindrome del intestino, asi como enfermedades
metabdlicas sistémicas como la obesidad, diabetes de tipo 1 o diabetes de tipo 2.

De acuerdo con una realizacién adicional de la invencion, estas harinas y sémolas desintoxicadas, o gluten
desintoxicado o productos alimenticios obtenidos a través de su uso, pueden usarse ventajosamente como agentes
protectores con respecto a microorganismos probidticos tales como los que pertenecen al género Lactobacilli, por
ejemplo, Lactobacillus acidophilus (en particular si se afiade a productos lacteos para pacientes con intolerancia a la
lactosa) y/o con agentes antimicrobianos con respecto a bacterias Gramnegativas y/o Grampositivas.
Preferentemente, dichas bacterias Gramnegativas pertenecen al género Salmonella, ain mas preferentemente a la
especie Salmonella typhimurium y dichas bacterias Grampositivas pertenecen al género Staphylococcus, ain mas
preferentemente a la especie Staphylococcus aureus.

La presente invencion se describira ahora a modo de ilustracién no limitativa, sobre la base de los resultados
indicados en los siguientes ejemplos y en las figuras adjuntas, en las que:

- Lafigura 1 muestra un diagrama ilustrativo de la patogénesis de la enfermedad celiaca (MC).

- La Figura 2 muestra las secciones de trigo (1 uM) relacionadas con las etapas del procedimiento de tratamiento
después de marcar con el anticuerpo 06010 que reconoce las fracciones de proteinas de las gliadinas y las
gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GS, de sus siglas en inglés). Panel A: Etapa b; panel B: Etapa c; Panel
C: Etapa d; panel D: Etapa e; panel E: etapa f; panel F: etapa f del procedimiento de acuerdo con la invencion.

- La Figura 3 representa la estructura de la proteina antes y después del tratamiento térmico de acuerdo con el
procedimiento de la presente invencion.

- La Figura 4 muestra el control de las secciones de trigo (1 um) y después del tratamiento del procedimiento de la
presente invencion. (1) Seccién de trigo de control, con una matriz proteica no homogénea (Pb 1); (2) Seccién de
trigo después del tratamiento, con una matriz proteica homogénea y confluente (Pb 2). La prueba de Friedman
no paramétrica aplicada a 6 semillas diferentes (4 secciones para cada semilla) detect6 diferencias altamente
significativas entre los dos tipos de cuerpos proteicos (Pb1 y Pb2) en las semillas de las muestras de control y
después del tratamiento.

- La Figura 5 muestra la extraccion de las fracciones de proteinas y la separacion a través de SDS-PAGE en
condiciones reductoras. Carril 1, gliadinas extraidas de harina procedente de semillas de control, que no han sido
sometidas al tratamiento térmico de la presente invencion; carril 2, gliadinas extraidas de harinas procedentes de
semillas tratadas con el procedimiento de la presente invencion; carril 3, HMW-GS vy gliadinas extraidas de harina
procedente de semillas de control que no han sido sometidas al tratamiento térmico de la presente invencion;
carril 4, HMW-GS gliadinas extraidas de harinas procedentes de semillas tratadas con el procedimiento de la
presente invencion; carril 5, gluteninas extraidas de harina procedente de semillas de control que no han sido
sometidas al tratamiento térmico de la presente invencion; carril 6, gluteninas extraidas de harinas procedentes
de semillas tratadas con el procedimiento de la presente invencion; carril 7, proteinas totales extraidas de harina
procedente de semillas de control que no han sido sometidas al tratamiento térmico de la presente invencion;
carril 8, proteinas totales extraidas de harinas procedentes de semillas tratadas con el procedimiento de la
presente invencion.

- La Figura 6 muestra una hipotesis de agregacion entre las proteinas presentes en el mismo cuerpo proteico y
con diferente carga.

- La Figura 7 muestra los histogramas resumidos del ensayo ELISA con el anticuerpo monoclonal R5 Ridascreen
Gliadin realizado en muestras de harina de control y después del tratamiento de acuerdo con el procedimiento de
la solicitud de patente internacional W02014/053891 en comparaciéon con el procedimiento de la presente
invencion.

- La Figura 8 muestra las secciones de trigo de control (Control) y después del tratamiento (Tratado) del
procedimiento descrito en la presente invencion, cortado transversalmente y examinado a través de SEM-
Immunogold, inmunomarcando con anticuerpo 0610 y y-gliadina. 1. Control marcado con el anticuerpo 0610; 2.
Control después de marcar con anticuerpo anti-y-gliadina; 3. Tratado marcado con el anticuerpo 0610; 4. Tratado
marcado con anticuerpo anti-y-gliadina. La flecha en la figura representa las particulas de plata (AgNp)
detectadas a través del analisis EDE (espectroscopia de dispersion de energia).

- Figura 9 muestra las secciones de control de trigo (1 um) (Control) y después del tratamiento (Tratado) de
acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, marcado con el anticuerpo 0610, HMW-G y y-gliadina. 1.
Control marcado con el anticuerpo 0610; 2. Control después de marcar con anticuerpo-y-gliadina; 3. Control
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marcado con anticuerpo HMW-GS; 4. Tratado marcado con el anticuerpo 0610; 5. Tratado después de marcar
con el anticuerpo y-gliadina; 6. Tratado después de marcar con el anticuerpo HMW-GS.

- Figura 10 muestra el analisis colorimétrico realizado con el anticuerpo monoclonal R5-HRP conjugado, en
secciones de control y después del tratamiento de semillas. 1. Subaleurona de la semilla de control; 2.
Subaleurona de la semilla después del tratamiento de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion; 3.
Pliegue de la semilla de control; 4. Pliegue de la semilla después del tratamiento de acuerdo con el
procedimiento de la presente invencion. Las barras en la figura corresponden a 100 pm.

- Figura 11 muestra el analisis cinético de la muerte de Lactobacillus acidophilus en solucién salina después de la
adicioén tanto del pan de control como del pan modificado (0,8 g/l). Las lineas representan el mejor ajuste a través
de la distribucién Weibull.

- La Figura 12 muestra el recuento vital de Staphylococcus aureus en solucion salina con la adiciéon del pan de
control o del pan tratado (0,2, 0,4 o 0,8 g/l). Los valores medios * desviacion estandar. Los simbolos ™" y "**"
identifican las diferencias significativas (ANOVA unidireccional y prueba de Tukey).

- Figura 13 muestra el recuento vital de Salmonella sp. en solucién salina con 0,8 g/l de pan de control o pan
modificado afiadido. Los valores medios + desviacion estandar.

- Figura 14 muestra el andlisis de los componentes principales relacionados con los resultados de SCFA y FISH
después de 6 horas de fermentacion. Panel A) Proyeccion de las variables; panel B) Proyeccion de los casos.
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, control negativo de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado. Variables: 1, Bif164; 2, Erec482; 3, Bac; 5, lab158; AC: acido acético; BUT: acido
butirico; PROP: propioénico.

- Figura 15 muestra el andlisis de los componentes principales relacionados con los resultados de SCFA y FISH
después de 24 horas de fermentacion. Panel A) Proyeccion de las variables; panel B) Proyeccion de los casos.
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, control negativo de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado. Variables: 1, Bif164; 2, Erec482; 3, Bac; 5, lab158; AC: acido acético; BUT: acido
butirico; PROP: propioénico.

- Figura 16 muestra el andlisis de los componentes principales relacionados con los resultados de SCFA y FISH
después de 48 horas de fermentacion. Panel A) Proyeccion de las variables; panel B) Proyeccion de los casos.
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, control negativo de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado. Variables: 1, Bif164; 2, Erec482; 3, Bac; 5, lab158; AC: acido acético; BUT: acido
butirico; PROP: propioénico.

- La Figura 17 muestra los grupos de bacterias recuperados del caldo de cultivo de tres recipientes diferentes (V1,
V2 y V3) del sistema modelo que simula las partes del colon antes (SS1) y después (SS2) de la adicion de (A)
pan de control y (B) pan modificado en voluntarios sanos. Los resultados se informan como media de datos de
dos sistemas modelo + EEM (n = 2).

- La Figura 18 muestra los grupos de bacterias recuperados del caldo de cultivo de tres recipientes diferentes (V1,
V2 y V3) del sistema modelo que simula las partes del colon antes (SS1) y después (SS2) de la adicién de pan
modificado en (A) pacientes sanos y (B) celiacos. Los resultados se informan como media de datos de dos
sistemas modelo + EEM (n = 2).

- La Figura 19 muestra los acidos grasos de cadena corta SCFA recuperados del caldo de cultivo de tres
recipientes diferentes (V1, V2 y V3) del sistema modelo que simula las partes del colon antes (SS1) y después
(SS2) de la adicion de (A) pan de control y (B) pan modificado en voluntarios sanos. Los resultados se informan
como media de datos de dos sistemas modelo + EEM (n = 2).

- La Figura 20 muestra los acidos grasos de cadena corta SCFA recuperados del caldo de cultivo de tres
recipientes diferentes (V1, V2 y V3) del sistema modelo que simula las partes del colon antes (SS1) y después
(SS2) de la adicion de pan modificado en (A) pacientes sanos y (B) celiacos. Los resultados se informan como
media de datos de dos sistemas modelo + EEM (n = 2).

- La Figura 21, panel a) muestra secciones de trigo blando (1 um) en relaciéon con las etapas del tratamiento
después de la conjugacion con el anticuerpo 0610, que reconoce las fracciones de proteinas de las gliadinas y
LMW-GS. (A) Etapa b; (B) Etapa c; (C) Etapa d; (D) Etapa e; (E) Etapa f; (F) Etapa g; el panel b) muestra el
analisis de umbral de imagen de las etapas anteriores mediante el uso del programa informatico Image J; el
panel c) muestra el analisis SDS-PAGE de las fracciones de proteinas de gliadinas y la harina de control de peso
(HPC) relacionada extraida en EtOH al 70 %. (A) gliadina de la etapa b; (B) gliadina de la etapa c; (C) gliadina de
la etapa d; (D) gliadina de la etapa e; (E) gliadina de la etapa f; (F) gliadina de la etapa g; el panel d) muestra una
tabla de resumen del % de disminuciéon en relacién con los valores de VGM (valor gris medio) obtenido del
analisis de las etapas de imagen de microscopia y la densidad 6ptica (DO) en relaciéon con las fracciones de
proteina gliadina expresadas en SDS-PAGE.

Ejemplos

Ejemplo 1: Reduccién de la antigenicidad de las proteinas del gluten después del tratamiento con el procedimiento
de acuerdo con la invencion

Después de someter los granos de trigo al procedimiento de eliminacion de toxinas de acuerdo con la invencion, la
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reduccion de la antigenicidad de los epitopos toxicos de la proteina del gluten en las harinas se probd utilizando el
procedimiento oficial (ensayo ELISA con anticuerpo R5) adoptado por los laboratorios Ear prescritos para el
reconocimiento del gluten en harinas y productos destinados a pacientes celiacos.

En particular, las proteinas del gluten desnaturalizadas previamente con el céctel Mendez se extrajeron de las
harinas por medio de una solucién de alcohol y se probaron de acuerdo con el procedimiento ELISA sandwich R5
(véase Figura 7) usando el anticuerpo monoclonal R5 que reconoce la secuencia de péptidos toxicos QQPFP, que
se encuentra repetida en las proteinas del gluten. La Figura 7, (panel A) muestra los histogramas de resumen del
ensayo ELISA con R5 Ridascreen Gliadin, de las muestras tratadas con el procedimiento descrito en la solicitud de
patente internacional WO2014/053891 en comparacion con el procedimiento de la presente invencion (panel B). A
proposito, las muestras de harina procedentes de los granos tratados con el procedimiento descrito en la solicitud de
patente internacional WO2014/053891 exhibieron una reduccioén en la antigenicidad del epitopo téxico QQPFP en el
intervalo entre 60 y 40 ppm (panel A, Figura 7; Lamacchia C. et al. 2016). En cambio, las harinas procedentes de los
granos tratados con el procedimiento de la presente invencidn muestran una reduccion significativa en la
antigenicidad del epitopo téxico de 13,83 + 7,22 ppm, permitiendo que estas harinas sean consideradas, para todos
los propésitos de la ley, harinas "sin gluten”, aunque el gluten todavia esta presente dentro de ellas.

La mejora de la eliminacion de toxinas de la proteina del gluten de los granos de cereales de acuerdo con la
presente invencion consiste en la reduccion de la antigenicidad de los epitopos toxicos del gluten a un intervalo entre
0 y 20 ppm, haciéndolos mucho mas seguros para los pacientes celiacos. Esta reduccion no se logro a través del
procedimiento de la solicitud de patente internacional W02014/053891 porque en este procedimiento la etapa de
microondas durante 120 segundos, seguida de un enfriamiento lento a temperatura ambiente, no asegura la
modificacion completa de las proteinas a la forma plastica, que, en cambio, se alcanza completamente gracias a las
etapas del procedimiento descrito en la presente invencion.

Los cambios inducidos por el procedimiento de acuerdo con la presente invencién permiten la reduccion de la
antigenicidad de las proteinas del gluten para que ya no sean reconocibles incluso por sus propios anticuerpos. Para
demostrar esto, tres muestras de semillas de control (CWS) y semillas tratadas (TWS) se cortaron transversalmente
y se examinaron a través de immunogold (Figura 8), inmunofluorescencia (Figura 9) y microscopia colorimétrica
(Figura 10) usando tres anticuerpos monoclonales especificos para la fraccion de gliadina:

- IFRN 0610, anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo (QQSF) comun a muchas gliadinas;

- LMW-GS, anticuerpos monoclonales murinos, que reconocen un dominio repetitivo presente en la fraccién de y
gliadina (PEQPFPQGC);

- R5, los anticuerpos monoclonales R5 reconocen la secuencia altamente téxica QQPFP, que esta presente
repetida en proteinas del gluten.

La Figura 8 muestra las secciones de trigo de control (Control) y después del tratamiento (Tratado) del procedimiento
de acuerdo con la presente invencion, cortado transversalmente y examinado a través de SEM-Immunogold,
inmunomarcando con anticuerpo 0610 y y-gliadina. Los valores obtenidos en 5 secciones procedentes de 5 semillas
diferentes de control y tratadas se compararon con la prueba T de Student. Se encontré6 que las diferencias
observadas con los dos tipos de anticuerpos eran altamente significativas (p < 0,001). Con el anticuerpo 0610, se
obtuvo una disminucion del 89 % en las semillas tratadas en comparacién con las semillas de control y se obtuvo
una disminucién del 87,5 % en comparacion con el anticuerpo y-gliadina.

La Figura 9 muestra las secciones de control de trigo (1 pym) (Control) y después del tratamiento (Tratado) de
acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, marcado con el anticuerpo 0610, HMW-G y y-gliadina. Se
analizaron tres muestras diferentes (3 secciones para cada semilla) procedentes de muestras de semillas de control
y después del tratamiento utilizando el programa informatico Image J. Para cada imagen, convertida a escala de
grises, se obtuvieron los respectivos VMG (valores medios de gris). Con el anticuerpo 0610, se observd una
disminucion del 91,7 % en las semillas tratadas en comparaciéon con las semillas de control y se observd una
disminucién del 90,6 % en comparacion con el anticuerpo y-gliadina. A continuacion, se realizé la prueba de Anova
bidireccional, con hipétesis de descomposicion para dos variables (tipo de muestra y tipo de tratamiento). Entre los
parametros analizados, el tipo de tratamiento experimentado por la semilla fue el factor mas importante. Se encontré
que los datos obtenidos fueron altamente significativos (p < 0,001).

La Figura 10 muestra el analisis colorimétrico realizado con el anticuerpo monoclonal R5-HRP conjugado, en
secciones de control y después del tratamiento de semillas. Se analizaron tres muestras diferentes (3 secciones para
cada semilla) procedentes de muestras de semillas de control y después del tratamiento utilizando el programa
informatico Image J. Para cada imagen, convertida a escala de grises, en formato binario, se obtuvieron los
respectivos VMG (valores medios de gris). Se observo una disminucion del 89,2 % en la semilla después del
tratamiento en comparacion con la semilla de control, a nivel de la region subaleurénica, y se observé una
disminucion del 82 % a nivel del pliegue. A continuacion, se realizo la prueba de Anova bidireccional, con hipétesis
de descomposicion para dos variables (tipo de muestra y tipo de tratamiento). Entre los parametros analizados, el
tipo de tratamiento experimentado por la semilla fue el factor mas importante. Se encontré que los datos obtenidos
fueron altamente significativos (p < 0,001).
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Ejemplo 2: Estudio in vitro sobre el efecto protector del pan digerido preparado con las harinas tratadas de acuerdo
con el procedimiento con respecto a Lactobacillus acidophilus y sobre el efecto antimicrobiano con respecto a
Staphylococcus aureus y Salmonella Typhimurium.

Se llevaron a cabo dos series diferentes de experimentos, como se muestra en la siguiente Tabla 1. En particular,
las alicuotas de solucion fisiologica (NaCl al 0,9 %) (50 ml) se complementaron con diferentes alicuotas de pan de
control o pan cuya harina procede de la molienda de las semillas cuyo gluten se modificd con el procedimiento
descrito anteriormente, digerido in vitro en condiciones apropiadas de acuerdo con los procedimientos descritos por
Maccaferri S. et al. (2012) deshidratados e inoculados a 8 log de ufc/ml; luego, las muestras se analizaron para
evaluar periédicamente el recuento vital mediante placas en agar MRS (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium
animalis) o TSA (patogenos) y se incubaron a 37 °C durante 2-4 dias. Las bacterias lacticas se analizaron en
condiciones anaerdbicas.

Tabla 1
Cinética de la | Lactobaccilus Solucion salina y muestras con la adicion de 0,4 |7 dias (recuento de
muerte acidophilus 0 0,8 g/l de pan de control o pan preparado con | microorganismos cada 6-10
Bifidobacterium | harina de semillas tratadas de acuerdo con el horas)
animalis procedimiento de la presente invencion
Efecto de la Lactobaccilus Solucion salina y muestras con la adicion de 0,8 | 24 horas
concentracion | acidophilus 0 5 g/l de pan de control o pan preparado con
Bifidobacterium | harina de semillas tratadas de acuerdo con el
animalis procedimiento de la presente invencion
Patégenos Salmonella Solucion salina y muestras con la adicion de 0,2, | 7 dias (recuento de
Typhimurium 0,4 0 0,8 g/l de pan de control o pan preparado | microorganismos después
Staphylococcus | con harina de semillas tratadas de acuerdo con |de 1y 7 dias)
aureus el procedimiento de la presente invencion

La Tabla 2 muestra los parametros de aptitud para la distribucion de Weibull para la cinética de la muerte de
Lactobacillus acidophilus (media * valores estandar). Para cada parametro, las letras indican las diferencias
significativas (ANOVA y la prueba de Tukey, P < 0,05). La cinética de la muerte mostré una curva descendente con
un parametro de forma > 1.

Tabla 2
Muestras log No* A p d.e. R
Control 0,4 g/l 8,43+0,14A | 17,99+ 0,90A | 1,62 +0,15A | 67,46 + 2,06A | 0,995
Detox 0,4 g/l 8,38+ 0,13A | 17,43 +2,06A | 1,40 £0,14A | 80,53 +2,03B | 0,994
Control 0,8 g/l 8,19 £ 0,12A | 23,40+ 2,00B | 1,94 £ 0,20A | 70,28 + 2,63A | 0,993
Detox 0,8 g/l 8,56 £ 0,14A | 17,57 +2,70A | 1,27 £0,17A | 93,96 + 4,00C | 0,990

La adicién de la solucién salina tanto en el pan de control como en el pan modificado no tuvo impacto en la forma de
la curva. Por otro lado, el tipo de pan tuvo un efecto significativo sobre la cinética de la muerte de la poblacion
bacteriana, que se prolongé de 67,46 a 80,53 a 0,4 g/l y de 70,28 a 93,96 a 0,8 g/l cuando se utilizé el pan preparado
con harina cuyas semillas se trataron con el procedimiento descrito anteriormente.

El efecto del pan preparado con harina cuyas semillas se trataron con el procedimiento descrito anteriormente, sobre
la cinética de la muerte, pero no sobre el parametro de forma, es una consecuencia de una probable reduccion de la
mortalidad en la ultima parte de la curva de la muerte, como se sugiere por la cinética de la muerte de Lactobacillus
acidophilus en solucion salina después de la adicion tanto del pan de control como del pan tratado (0,8 g/l) que se
muestra en la Figura 11. Las lineas representan el mejor ajuste a través de la ecuacion de Weibull. Se realizd una
segunda prueba para determinar si la concentracion de pan modificado podria causar o ejercer un efecto nocivo
tanto en Lactobacillus acidophilus como en Bifidobacterium animalis; se afiadié la solucién salina con la cantidad
utilizada para el primer experimento (0,8 g/l) y con una concentracion mas alta (5,0 g/l) para simular un aumento
local del pan debido a un transito lento en el intestino. El conteo vital no fue influenciado por la concentracién del pan
digerido y la cinética de la muerte mostré una tendencia similar a la que se muestra en la Figura 11.

Finalmente, la solucion salina se inoculd con un patdgeno Grampositivo o Gramnegativo (Staphylococcus aureus 'y
Salmonella Typhimurium); los resultados de Staphylococcus aureus se muestran en la Figura 12, que muestra los
recuentos vitales en solucion salina con la adicién del pan de control o del pan tratado (0,2, 0,4 o0 0,8 g/l). Los valores
medios * desviacion estandar. Los simbolos "*" y "**" identifican las diferencias significativas (ANOVA unidireccional
y prueba de Tukey).

Se observo una diferencia significativa para la muestra con la adicion de 0,8 g/l de pan preparado con harina cuyas

semillas se trataron de acuerdo con el procedimiento descrito, que mostré una tasa de recuento vital inferior por 1-
log en comparacion con la muestra a la que se afadié pan de control. En presencia de Salmonella sp. se observo
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una reduccion de 3-log en la misma muestra después de 7 dias, mientras que el pan de control determiné una
reduccion de 1-log (Figura 13).

Ejemplo 3: Estudio sobre el efecto terapéutico en la restauracién del equilibrio de la flora intestinal del paciente
celiaco en sistemas modelo que simulan la parte distal del colon.

Se realizé una evaluacion tanto del pan de control como del pan preparado con harina cuyas semillas se trataron de
acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, en los cultivos de fermentacion discontinua (sistemas modelo
con pH controlado que simulan la parte distal del colon que permite estudiar el efecto de compuestos individuales o
de fibras).

Las muestras fecales se obtuvieron de tres voluntarios humanos sanos (dos hombres, una mujer, con edades entre
30 y 38 anos; IMC: 18,5-25) exentos de enfermedades metabdlicas y gastrointestinales conocidas (por ejemplo,
diabetes, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, sindrome del intestino irritable, Glcera péptica y cancer). Todos los
donantes sanos recibieron un cuestionario estandar para recopilar informacién sobre el estado de salud, el consumo
de farmacos, la anamnesis clinica y el estilo de vida antes de que se le pidiera al donante que proporcionara una
muestra fecal. Para donantes celiacos (dos mujeres, un hombre, de edades comprendidas entre 30 y 38; IMC: 18,5-
25), se obtuvo un consentimiento informado por escrito en cada caso y el estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion de la Universidad de Reading, Reino Unido (UREC 15/20: centro de recoleccién de muestras
fecales donadas para los sistemas modelo in vitro del colon humano). Todas las muestras fecales recolectadas de
donantes sanos y celiacos se recolectaron en el sitio, se conservaron en una vitrina anaerébica (H2 al 10 %-CO al
10 %-N2 al 80 %) y se usaron a mas tarde de 15 minutos después de la recoleccion. Las muestras se diluyeron 1:10
(p/v) en una solucién anaerdbica de PBS (solucion 0,1 M de tampodn fosfato, pH 7,4) y se homogeneizaron durante 2
minutos. Los recipientes para la fermentacion de cultivos en cultivo discontinuo (280 ml) previamente esterilizados se
llenaron con 45 ml de un medio de crecimiento complejo modelo del colon (Tejero-Sarinena S., et al., 2012). A
continuacion, los recipientes se conectaron a un bafio de agua en circulacion a 37 °C y se inyectd el gas N2 que
carecia de O; para hacerlos anaerdbicos antes de la inoculacién. El pH se tamponé a 6,7 y 6,9 usando un medidor
de pH con soluciones de NaOH o HCI (Electrolab260; Electrolab Ltd, Tewkesbury, Reino Unido). Luego, se
afnadieron al medio de cultivo 5 ml de homogeneizado fecal, preparado como se describe anteriormente, y 1 ml de
pan digerido.

Para cada donante, se prepararon 3 recipientes diferentes:

- control negativo (en el que no se afiadio el pan digerido) llamado A para los sujetos sanos y D para los celiacos;

- recipiente con la adicion de pan de control llamado B para los sujetos sanos y E para los celiacos;

- recipiente con la adicion de pan preparado con harina cuyas semillas se trataron con el procedimiento descrito
anteriormente llamado C para los sujetos sanos y F para los celiacos.

Los cultivos discontinuos se analizaron durante 48 horas, extrayendo en el momento de la inoculacion y después de
6, 24 y 48 horas las muestras necesarias para la evaluacion de la microbiota mediante hibridacién fluorescente in
situ (FISH) y la determinacién de acidos grasos de cadena corta (SCFA) usando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, de sus siglas en inglés). Las Figuras 14, 15 y 16 muestran los resultados de los andlisis de los
componentes principales relacionados con los resultados de SCFA y FISH después de 6, 24 y 48 horas de
fermentacion.

Los resultados obtenidos de los experimentos FISH y SCFA se estandarizaron como aumento/disminucion referido a
t0 (inoculacion) del control negativo, para excluir la variabilidad debida al tipo de donante; por lo tanto, los resultados
muestran la modificacion del sistema con respecto al inicio del experimento y deben leerse como el aumento (valor
positivo) o la disminucion (valores negativos) de la poblacidn microbiana o de los productos del metabolismo
microbiano. El aumento/disminucién se refiere a la inoculacion del control negativo (registro de células/ml).

Ademas, cada parametro se analiz6 mediante la prueba ANOVA para identificar las diferencias significativas; el uso
del enfoque para grupos homogéneos se aplic6 como un instrumento adicional para establecer una posible
tendencia en el tiempo. La Tabla 3 a continuacion muestra los resultados de la prueba ANOVA unidireccional para
grupos homogéneos en los datos de FISH de bifidobacterias después de 6, 24 y 48 h de fermentacion.

Tabla 3
Grupos homogéneos

6 horas I Il Il
Muestra FISH

E 0,147100 e

F 0,264242 e

D 0,489640 i

B 0,604836 e

A 0,632162 e
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(continuacion)

Grupos homogéneos
C 0,700706 e
24 horas
E 0,371967 e
F 0,490137 i
D 0,507300 e
A 0,716912 e
B 0,734684 e
C 0,909206 e
48 horas
E 0,273558 e
A 0,654479 e
F 0’681 301 *kkk *kkk
D 0’7071 20 *kkk *kkk
B 0’71 5355 *kkk *kkk
C 0,925907 e

Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado

Las diferencias entre las muestras no fueron significativas después de 6 horas o después de 24 horas. En cambio,
después de 48 horas se observaron dos grupos estadisticos: el primer grupo consistié solo en la muestra E (donante
celiaco con pan de control) y el segundo grupo consistio en todas las demas muestras.

La muestra E no exhibié ningin aumento significativo en la poblacion de bifidobacterias (aumento de 0,27 log de
células/ml), probablemente debido a un efecto negativo ejercido por el pan en la microflora, mientras que ocurrié un
aumento de 0,7 a 0,9 log de células/ml en las otras muestras. Los datos interesantes residian, de hecho, en la
inclusion de la muestra F con las muestras del sujeto sano, lo que sugiere un efecto beneficioso del pan preparado
con harina cuyas semillas habian sido tratadas con el procedimiento descrito anteriormente, capaz de restaurar una
tendencia normal en la poblacién de bifidobacterias.

Las tablas 4 y 5 muestran los resultados de las pruebas ANOVA unidireccionales para grupos homogéneos en los
datos de FISH relacionados con los grupos bacterianos Erec482 (Franks AH et al., 1998), Bac303 (Manz W. et al.,
1996) después de 6, 24 y 48 horas de fermentacion (log de células/ml). Los grupos bacterianos se identificaron
usando sondas de oligonucledtidos sintéticos destinados a regiones especificas de ARN 16S (Langendijk PS et al.,
1995) marcadas con el colorante fluorescente Cy3 como se informa en probeBase (http://www.microbial-
ecology.net/probebase).

Tabla 4

Grupos homogéneos
6 horas I Il
Muestra FISH
B 0,001945 ek
A 0,087913 ek
C 0,130655 ek
E 0,159812 ek
D 0,370365 ek
F 0,382277 ek
24 horas
F -0,065175 ek
A 0,077214 ek ek
E 0,169113 ek ek
C 0,286015 ek ek
D 0,443906 ek
B 0,481756 ek
48 horas
D -0,017101 ek
C 0’051435 Fkkk Fkkk
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(continuacion)

Grupos homogéneos

0,064366

*kkk

*kkk

0,150569

*kkk

*kkk

*kkk

0,223303

*kkk

*kkk

w|m{>|m

0,267762

*kkk

Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

Tabla 5

Grupos homogéneos
6 horas I I Il v
Muestra FISH
A -0,094164 ek
D -0,043412 ek
E 0,080924 ek
B 0,106672 ek
C 0,133569 ek
F 0,176720 ek
24 horas
D -0,189282 ek
E -0,172388 ek
F 0’028873 Fkkk Fkkk
A 0’41 4786 Fkkk Fkkk
B 0’433302 Fkkk Fkkk
C 0,636738 ek
48 horas
B -0,330564 ek
F _0’31 3381 Fkkk Fkkk
E _0’307379 Fkkk Fkkk
D _0’1 93349 Fkkk Fkkk
C _0’1 1 0862 Fkkk Fkkk
A -0,034976 ek
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

El analisis estadistico destaco una distribucion continua de las muestras, con 2-4 grupos homogéneos superpuestos,
segun el tiempo vy el tipo de microorganismos. La distribucion estadistica de las muestras cambio con el tiempo; sin
embargo, el aumento/disminucién en el recuento vital (-0-33-0,26 log de células/ml) fueron de tamafio moderado en
valores absolutos. Los efectos de la adicion de pan sobre los grupos bacterianos Chis150 (Franks A.H. et al., 1998)
se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6

Grupos homogéneos
6 horas I I Il
Muestra FISH
B -0,266858 ek
A -0,180315 ek
C _0’1 03523 Fkkk Fkkk
D 0’1 53936 Fkkk Fkkk
F 0’171644 Fkkk Fkkk
E 0,316956 ek
24 horas
C -0,162934 ek
F -0,120933 ek
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(continuacion)

Grupos homogéneos

A -0,083551 e
B -0,030945 e
E 0,072539 e
D 0,096110 i
48 horas

A -0,305986 e
C -0,234457 e
B 0,060428 e
D 0,166901 i
F 0,190838 e
E 0,216414 e

Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

Después de 6 horas, se observd una distribucion continua de las muestras con 2 grupos bien definidos (1°" grupo
con las muestras A y B; 2° grupo que contiene la muestra E) y una clase intermedia (muestras C, D, F). Finalmente,
la muestra E (donante celiaco con pan de control) no fue estadisticamente diferente de las muestras D y F (control
negativo y donante celiaco con pan "modificado") también estadisticamente diferente de las muestras de donantes
sanos. Sin embargo, en las muestras F y D se observé un cambio estadistico hacia la muestra C. Este cambio no se
observo después de 24 y 48 horas. Las bacterias lacticas exhibieron una tendencia caracteristica a lo largo del
tiempo, como se muestra en la Tabla 7 a continuacion, que ilustra los resultados de la prueba ANOVA unidireccional
para grupos homogéneos en los datos de FISH del Laboratorio 158 después de 6, 24 y 48 horas de fermentacion
(log de células/ml).

Tabla 7

Grupos homogéneos
6 horas I Il
Muestra FISH
F -0,639714 ek
E -0,565338 ek
D _0’327822 Fkkk Fkkk
C -0,122414 ek
A 0,001010 ek
B 0,038547 ek
24 horas
E -0,591904 ek
F 0,014006 ek
D 0,015039 ek
A 0,165791 ek
C 0,267343 ek
B 0,288811 ek
48 horas
E -0,526397 ek
D _0’289074 Fkkk Fkkk
F _0’022714 Fkkk Fkkk Fkkk
A 0’1 35032 Fkkk Fkkk
B 0’1 88054 Fkkk Fkkk
C 0,304061 ek
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

Después de 6 horas de fermentacion, se observé una disminucion en la poblacion lactica en las muestras E y F
(0,57-0,64 log de células/ml). Después de 24 horas, esta tendencia negativa se observé en la muestra E, pero no en
la muestra F, en la que la poblacién lactica aumenté y mostrd una tendencia similar a la de los sujetos sanos, lo que
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sugiere un efecto interesante y beneficioso del pan preparado con harina cuyas proteinas del gluten se modificaron.

Después de 48 horas, su distribucion fue continua; la muestra F, en particular, se posiciond en un grupo intermedio
entre los sujetos sanos y la muestra E.

Los resultados estadisticos para los grupos bacterianos Eu (Eub338 |, Eub338 Il, Eub338 Ill (usados juntos) (Daims
H. et al., 1999), mostraron una distribucion constante, sin diferencias significativas entre las diferentes muestras.

La Tabla 8 a continuacién muestra los resultados de la prueba ANOVA unidireccional para grupos homogéneos en
los datos de FISH de Eu después de 6, 24 y 48 horas de fermentacion (log de células/ml).

Tabla 8

Grupos homogéneos
6 horas I
Muestra FISH
B -0,132923 ek
A -0,061032 ek
C 0,056311 ek
F 0,238798 ek
D 0,336604 ek
E 0,435467 ek
24 horas
A 0,274960 ek
B 0’488056 Fkkk Fkkk
C 0’496600 Fkkk Fkkk
F 0’599021 Fkkk Fkkk
D 0,720836 ek
E 0,825880 ek
48 horas
C -0,197966 ek
B _0’00531 5 Fkkk Fkkk
A 0’1 02244 Fkkk Fkkk
D 0’265949 Fkkk Fkkk
F 0,345989 ek
E 0,434101 ek
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos +
pan modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F,
donantes celiacos + pan modificado.

Se utilizd el mismo enfoque para analizar los resultados de los SCFA (acidos grasos de cadena corta). Los SCFA
generalmente mostraron una distribucion discreta de los resultados con grupos estadisticos bien definidos y
diferencias significativas. Los resultados se ilustran en las tablas 9, 10 y 11 a continuacion.

La Tabla 9 muestra la prueba ANOVA unidireccional para grupos homogéneos de acido butirico después de 24 y 48
horas; se indica el aumento medio en comparacion con el control negativo (mM).

Tabla 9

Grupos homogéneos
24 horas I Il 1] Y V VI
Muestra SCFA
C 43,3736 i
A 45,3854 e
D 52,3644 e
F 52,3767 i
E 62,2977 e
B 174,0981 e
48 horas
A 43,8577 e
F 52,9641 i
E 57,6583 e
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(continuacion)

Grupos homogéneos
D 61,8410 o
C 62,4645 o
B 258,4700 o

Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

La Tabla 10 muestra la prueba ANOVA unidireccional para grupos homogéneos de acido propiénico después de 24
y 48 horas; se indica el aumento medio en comparacién con el control negativo (mM).

Con respecto al acido propionico, el aumento fue pequefio en las muestras de donantes sanos (tanto después de 24
horas como de 48 horas), mientras que su concentracion aumenté en 23-37 mM en las muestras de los donantes
celiacos.

Tabla 10
Grupos homogéneos
24 horas Il Il v \ Vi
Muestra SCFA
B -4,30662 ek
A -0,75728 ek
C 0,96521 ek
D 23,15887 ek
E 31,18544 ek
F 32,70900 ek
48 horas
A 0,39286 ek
B 1,71661 ek
C 4,68863 ek
D 22,58833 ek
F 37,13872 ek
E 37,45659 ek
Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

La Tabla 11 muestra la prueba ANOVA unidireccional para grupos homogéneos de acido butirico después de 24 y
48 horas; se indica el aumento medio en comparacion con el control negativo (mM).

Tabla 11
Grupos homogéneos

24 horas Il 1] v V VI
Muestra SCFA
C -3,63255 i
B -0,38556 e
A 2,43478 e
F 4,07283 i
E 7,59356 e
D 17,42258 e
48 horas
A 2,24822 e
B 4,01809 i
F 4,27836 e
C 6,58688 e
E 10,66568 i
D 15,03661 b

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2753271 T3

Muestras: A, control negativo de donantes sanos; B, donantes sanos + pan de control; C, donantes sanos + pan
modificado; D, controles negativos de donantes celiacos; E, donantes celiacos + pan de control; F, donantes
celiacos + pan modificado.

Después de 24 horas, el acido butirico aumentd en 17 mM en el control negativo D, que registré el mayor aumento,
seguido por las otras dos muestras de donantes celiacos (respectivamente E, 7,6 mM y F, 4,1 mM); los resultados
después de 48 horas mostraron una tendencia interesante, ya que la muestra F mostré un perfil similar a las
muestras de los donantes sanos, con un aumento neto de 4,28 mM en acido butirico. Las Figuras 15, 16 y 17
muestran el estudio de las diferencias globales relacionadas con los cultivos discontinuos procedentes de donantes
sanos y celiacos a través de un analisis de los componentes principales; los resultados de los SCFA y del FISH se
utilizaron como entradas; para cada tiempo de analisis, se realizé un analisis diferente.

Después de 6 horas, se pudieron identificar dos grupos estadisticos en el espacio multifactorial: el primero consistio
en las muestras de los sujetos sanos (A, By C) y el segundo de las muestras E y F.

El control negativo de los donantes celiacos (muestra D) se situé en una region diferente del espacio (Figura 14).

Después de 24 horas, la distribucion del espacio cambid drasticamente (Figura 15); el grupo procedente de donantes
sanos se dividid en dos subgrupos, porque la muestra B se desplazé a una region diferente del espacio, pero el
resultado interesante implico a la muestra F que se desplaz6 de la region factorial ocupada por las muestras de los
sujetos celiacos y se movid hacia la regién de las muestras de los sujetos sanos Ay C. Se observé un efecto similar
después de 48 horas (Figura 16).

Ejemplo 4: Estudio sobre el efecto terapéutico en la mejora de la composicién y el metabolismo de la flora intestinal
en pacientes sanos y celiacos en sistemas modelo que simulan la parte proximal, transversal y distal del colon.

El efecto del pan de control y modificado cuyos granos han sido tratados de acuerdo con el procedimiento de
eliminacién de toxinas de epitopos del gluten de la invencion se ha evaluado, en un cultivo de fermentacion continua
de tres etapas que simula la parte proximal, transversal y distal del colon humano (recipientes 1, 2 y 3,
respectivamente).

Se obtuvieron muestras fecales de dos voluntarios sanos y dos celiacos voluntarios (hombres y mujeres de edades
comprendidas entre 30 y 50 afios; IMC: 18,5-25) sin enfermedades metabdlicas o gastrointestinales conocidas (tales
como diabetes, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, sindrome del colon irritable, Ulcera péptica y cancer) que no
tomaron ningin complemento probidtico o prebidtico ni antibidticos 6 meses antes del injerto de la muestra fecal.

Se envidé un cuestionario estandar a los donantes sanos para recopilar informaciéon sobre el estado saludable, el
consumo de farmacos, el hi§torial de casos vy el estilo de vida antes de requerir la muestra fecal. El estudio ha sido
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de la Universidad de Roehampton (UREC 15/20).

Las muestras fecales se han almacenado en un recipiente anaerébico (AnaeroJarTM 2,5 L, Oxoid Ltd) que incluye
un kit de regeneracion de gas (AnaeroGenTM, Oxoid) para reproducir condiciones anaerdbicas dentro de la
habitacion. Se diluy6é una alicuota de 20 g de cada muestra en 100 ml de solucién anaerdbica de PBS (solucion de
fosfato 0,1 M, pH 7,4, p/p) y se homogeneizd durante 2 minutos (Stomacher 400, Seward, West Sussex, Reino
Unido). Se han afadido muestras a los fermentadores anaerdbicos dentro de los 15 minutos posteriores a su
preparacion. Las condiciones fisico-quimicas del colon se han repetido en un sistema continuo de tres etapas hecho
por tres fermentadores de vidrio con volumen creciente y conectados en serie. Por primera vez en este estudio, se
ha utilizado una versioén a pequefia escala del sistema validado por Macfarlane et al. (1998), en donde la parte
proximal del colon estaba representada por el recipiente 1 (V1, 80 ml), la parte transversal del colon por el recipiente
2 (V2,100 ml) y la parte distal por el recipiente 3 (V3, 120 ml) inoculados con un 20 % (p/v) de homogeneizado fecal
de voluntarios sanos y celiacos en un medio de crecimiento. El medio de crecimiento contenia los siguientes
ingredientes: almidén, 5 g/l; mucina, 4 g/l; caseina, 3 g/l; agua de peptona, 5 g/l; agua de triptona, 5 g/l; sales
biliares, 0,4 g/l; extracto de levadura, 4,5g/l; FeSO4, 0,005 g/l; NaCl, 4,5g/l; KCI, 4,5g/l; KH.PO4, 0,5 gl;
MgS04x7H.0, 1,25 g/l; CaCl, x 6H20, 0,15 g/l; NaHCOs3, 1,5 g/l; Tween 80, 1 ml; hemina, 0,05 g/l; y cisteina HCI,
0,8 g/l.

Después del inéculo, la poblacion bacteriana se ha estabilizado como cultivo discontinuo durante 24 horas. Después
de 24 horas (T0), el sistema modelo funciona durante 8 rondas de volumen completas para permitir el logro del
estado estacionario (SS1) (verificado a través de la estabilizacion de los perfiles de SCFA (+/- 5 %).

Teniendo en cuenta el volumen de trabajo (300 ml) y el tiempo de retencion (48 h, velocidad de flujo 6,25 mi/h) del
sistema modelo, se han afiadido diariamente en el recipiente V1 pan de control digerido in vitro o pan modificado
(3,75 ml) en condiciones adecuadas de acuerdo con el procedimiento divulgado por Maccaferri S. et al. (2012). El
pan se ha afnadido al sistema durante 8 rondas de volumen completas adicionales hasta el logro del estado estable 2
(SS2).
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Se extrajeron alicuotas de 4,5 ml y se analizaron en SS1 (dia To) y SS2 (dia Tao).

Los cambios en las composiciones bacterianas del sistema modelo que simulan las tres partes del colon se han
evaluado mediante analisis FISH (Figuras 17 y 18), mientras que los cambios del metabolismo de la microflora se
han evaluado mediante la determinacion de acidos grasos de cadena corta (SCFA) (Figuras 19 y 20) por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Los resultados del efecto del pan de control en voluntarios sanos representados en la Figura 17 mostraron una
disminucion significativa en el niumero de Lactobacillus/Enterococcus spp. (detectado por la sonda Lab158)
(recipientes V1 y V2), grupo Bacteroides-Prevotella (V2) (detectado por la sonda Bac303) y grupos de Clostridium
XIVa+b (V1) (detectado por la sonda Erec482).

Se ha observado una tendencia a la disminucién total de bacterias en todos los etapas del sistema modelo también
si dichas diferencias no han resultado ser tan significativas. Entonces, el pan de control no tuvo un impacto positivo
en la modulacién y composicion de la microflora fecal.

En cambio, la administracion del pan tratado de acuerdo con el procedimiento de la invencion, condujo a un aumento
significativo de las bifidobacterias (detectadas por la sonda Bif164) tanto en voluntarios celiacos como sanos.

En particular, en sujetos celiacos se ha observado un aumento significativo de bifidobacterias de 8,42 a 8,90 Log de
UFC/ml (P < 0,05) en la segunda etapa del sistema modelo (recipiente 2) y de 8,60 a 9,20 Log de UFC/ml (P < 0,05)
en el recipiente 3, respectivamente.

En sujetos sanos, se observé un aumento significativo en el nimero de bifidobacterias de 7,90 a 8,40 Log de UFC/ml
(P < 0,05) en el recipiente 3 (Figura 18).

Ademas, en los voluntarios celiacos se ha observado un aumento significativo del grupo de Clostridium de 8,85 a
9,50 Log de UFC/mI (P < 0,05); de 9,1 a 9,60 Log de UFC/mI (P < 0,01) y de 9 a 9,50 Log de UFC/ml (P < 0,05) en
todos los recipientes, respectivamente.

La tendencia general de la mejora en todos los grupos bacterianos y en todos los recipientes se ha detectado tanto
en sujetos sanos como celiacos, sin diferencias significativas.

Los SCFA se han medido mediante HPLC en SS1 y SS2 en los tres recipientes diferentes del sistema modelo
(Figuras 19 y 20). La administracion de pan de control induce una disminucion significativa del acetato (V1 'y V2) y
del propionato (V1), y un aumento del butirato en todos los recipientes (Figura 19).

En sujetos sanos, la fermentacion del pan modificado condujo a una produccion significativa de acetato de 28,80 a
22,10 mM (P < 0,01) en V1, de 44,40 a 56,94 mM (P < 0,01) en V2 y de 46 a 76,50 mM (P < 0,001) en V3,
respectivamente. Ademas, se ha observado un aumento significativo de la concentracion de propionato de 70,46 a
89,81 mM (P < 0,05) en V1, y de la concentracion de butirato de 40,35 a 77,09 mM (P < 0,05) en V3. En voluntarios
celiacos, se ha observado un aumento significativo de los niveles de propionato de 45,10 a 69,20 mM (P < 0,01) en
el recipiente 1 y de 50,80 a 70,20 mM (P < 0,05) en el recipiente 2, respectivamente.

Por otro lado, se ha detectado un aumento significativo de la concentracion de acetato en el recipiente 1 de 41,20 a
89 mM (P < 0,01) (Figura 20).

A partir de los resultados, se infiere que la fermentacion in vitro del pan modificado indujo una modulacién de la
microbiota del colon con un aumento de la concentracion de acetato y propionato que, no se observé con el pan de
control en sujetos sanos.

La ruta metabdlica mas conocida en las bacterias gastrointestinales para la producciéon de acetato y propionato se
refiere al metabolismo de polisacaridos.

La produccion de acetato se logra principalmente a través de la ruta metabdlica de la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa
por las bifidobacterias, y la produccion principal de dicho acido esta estrictamente correlacionada con el aumento de
bacterias (Miller T.L. et al., 1996).

De acuerdo con Hosseini E. et al. (2011), el propionato puede ser producido por carbohidratos fermentables a través
de dos rutas metabolicas. El primero prevé la descarboxilacion de succinato en presencia de Bacteroides fragilis y
Propioni bacterium spp., mientras que el segundo prevé la ruta metabodlica del acrilato, en donde el piruvato se
reduce a lactato por la lactato deshidrogenasa en presencia de algunos grupos de Clostridi. Durante la fermentacion
del pan modificado se ha observado un aumento significativo de bifidobacterias, grupos de Bacteroides y E. rectale.

El pan modificado mostré una modulacién positiva de la composiciéon de la microbiota, asi como un aumento de la
concentracion de SCFA en donantes sanos y celiacos.
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Después, la fermentacion del pan modificado crea una modulacion positiva en términos de efecto bifidogénico en
sujetos sanos y celiacos y en términos de nimero de crecimiento de Clostridium XIVa+b en sujetos celiacos.

Aunque en sujetos sanos los niveles de acido acético y propionico se redujeron en el recipiente 1, los niveles de
acido acético aumentaron considerablemente en los recipientes V2 y V3, y los niveles de acido butirico aumentaron
en el recipiente V3. Ademas, en cuanto a los sujetos celiacos, se han observado altas concentraciones de acido
acético y propidnico en el recipiente V1, y de propionato en el recipiente V2.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de eliminacién de toxinas de gluten de granos de cereales, que comprende las siguientes etapas:

a) hidratar los granos de cereal con agua hasta un grado de humedad de los granos comprendido entre un 15y
un 18 %;

b) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas durante un tiempo y con una potencia
necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre 60 y 70 °C;

c) suspender la irradiacion hasta que se alcance una temperatura comprendida entre 50 y 60 °C y la evaporacion
simultdnea de agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 14 y un 16 % en
comparacion con la etapa a);

d) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas durante un tiempo y con una potencia
necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre 80 y 90 °C;

€) suspender la irradiacion hasta una temperatura comprendida entre 70 y 80 °C y la evaporacion simultanea de
agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 40 y un 44 % en comparacion con la
etapa a);

f) tratar los granos hidratados mediante ondas electromagnéticas durante un tiempo y con una potencia
necesaria para alcanzar una temperatura de los granos comprendida entre 110y 120 °C;

g) suspender la irradiacion hasta una temperatura comprendida entre 80 y 90 °C y la evaporacion simultanea de
agua con una pérdida de humedad de los granos comprendida entre un 50 y un 60 % en comparacion con la
etapa a);

h) enfriar lentamente los granos desintoxicados a temperatura ambiente.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichas ondas electromagnéticas son microondas o
infrarrojos.

3. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que cuando se emplean
microondas, las etapas de tratamiento de los granos hidratados se llevan a cabo en un horno de microondas.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una etapa adicional i)
de molienda de los granos obtenidos en la etapa h) para obtener harinas o sémola desintoxicada.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 4, que comprende ademas la etapa de extraccion de gluten de
harinas o sémola desintoxicadas obtenida en la etapa i) con disolventes.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los cereales se
seleccionan entre trigo, cebada, orzo, centeno o avena.

7. Granos, harina, sémola o gluten desintoxicados obtenibles mediante el procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Producto alimenticio que comprende granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la
reivindicacion 7, seleccionado entre pan, pasta, productos panificables, cereales de desayuno, cerveza, helados,
productos lacteos, salsas, zumo, alimentos para bebés y salami.

9. Granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la reivindicacion 7 o producto alimenticio de
acuerdo con la reivindicacién 8, para su uso en la prevencion o en el tratamiento de la disbiosis intestinal.

10. Granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la reivindicacion 7 o producto alimenticio de
acuerdo con la reivindicacién 8, para su uso en la prevencion o en el tratamiento de enfermedades crénicas
intestinales inflamatorias o autoinmunes, seleccionadas del grupo de enfermedad celiaca, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn y sindrome de intestino irritable.

11. Granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la reivindicacion 7 o producto alimenticio de
acuerdo con la reivindicacién 8, para su uso en la prevencion o en el tratamiento de enfermedades metabdlicas
sistémicas seleccionadas entre obesidad, diabetes de tipo 1 y diabetes de tipo 2.

12. Uso de los granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la reivindicacion 7 o producto
alimenticio de acuerdo con la reivindicacion 8, para su uso como agente antimicrobiano contra bacterias
Gramnegativas y Grampositivas.

13. Uso de los granos, harina, sémola, gluten desintoxicados o producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacion
12, en el que dichas bacterias Gramnegativas pertenecen al género Salmonella, preferentemente a la especie
Salmonella Typhimurium y dichas bacterias Grampositivas pertenecen al género Staphylococcus, preferentemente a
la especie Staphylococcus aureus.
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14. Uso de los granos, harina, sémola o gluten desintoxicados de acuerdo con la reivindicacion 7 o producto
alimenticio de acuerdo con la reivindicacion 8, para su uso como agente protector para especies probidticas
beneficiosas.

15. Uso de los granos, harina, sémola, gluten desintoxicados o producto alimenticio desintoxicados de acuerdo con
la reivindicacion 14, en el que dichas especies probitticas pertenecen al género Lactobacilli, preferentemente a la
especie Lactobacillus acidophilus.

16. Uso del gluten desintoxicado de acuerdo con la reivindicacién 7 como agente espesante para la preparacion de
productos alimenticios.
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