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1. INTRODUCCION

El 4cido fitico (AF) y sus sales constituyen la principal forma de almacenamiento de
fosforo (P) en semillas de cereales y leguminosas. Sin embargo, en esta forma el P
permanece no disponible para el hombre y animales monogastricos, debido a que éstos no
estan provistos de suficiente actividad de fosfatasas enddgenas (fitasas) que sean capaces de
liberar el grupo fosfato de la estructura del fitato. El AF es ademds un compuesto con
actividad antinutricional, debido a su capacidad de formar complejos insolubles con
minerales y proteinas convirtiéndolos en no asimilables por el organismo bajo condiciones
fisiologicas.'

Por otro lado se tiene el proceso de germinacion, diversos estudios en diferentes
productos muestran beneficios debido a éste, por ejemplo el incremento en el contenido de
las vitaminas B, ,E y C, la reduccion de antinutrientes como a-galactosidasa, fosfatos de
inositol e inhibidores de ‘[ripsina.2 También se ha encontrado que la germinacién aumenta la
capacidad antioxidante y en consecuencia la inhibicion de la peroxidacion lipidica.’

En el presente trabajo se midio el contenido de acido fitico en diversos cereales
(amaranto, avena, cebada, centeno, maiz, trigo, triticale y sorgo) ya que éste representa un
factor antinutrimental, ademas se determin6d cémo la germinacion afecta dicho contenido
para lo cual se empled una modificacion de la metodologia propuesta por Frithbeck et al.,
realizada por Sotelo et al.’, debido a la versatilidad y accesibilidad que ésta ofrece. De
manera general se encontrdé que durante la germinacion disminuye el contenido de 4cido

fitico.



Adicionalmente se evalu6 la extractabilidad del hierro usando una modificacion de
la metodologia empleada por M.H. Badau et al.% en los cereales, hallandose que en general
una disminucion en el contenido de acido fitico aumento la extractabilidad del hierro.

Ademas se midi6 el porcentaje de germinacion de los cereales, encontrando una
tendencia en la cual a un mayor contenido de 4cido fitico inicial en la semilla se observa un
mayor porcentaje de germinacion de la misma.

A pesar de que se han hecho estudios sobre los efectos de la germinacion en la
calidad de los alimentos y sobre como afectan el contenido de 4cido fitico, en realidad la
mayoria de dichos estudios se enfoca a las leguminosas. Ya que los cereales son un grupo

de alimentos de gran importancia en México se desea tener mas datos sobre ellos.



2. OBJETIVOS

= 2.1 Objetivo general:

v' Determinar el efecto que la germinacion tiene en el
contenido de acido fitico en diversos cereales (amaranto,

avena, cebada, centeno, maiz, trigo, triticale y sorgo.)

= 2.2 Objetivos particulares:

v Germinar diversos cereales y determinar el porcentaje de
germinacion de éstos.

v Cuantificar el 4cido fitico.

v" Medir la extractabilidad del hierro de los cereales en
estudio.

v Determinar como el cambio en el contenido de acido

fitico afecta la extractabilidad del hierro.



3. ANTECEDENTES

3.1 El acido fitico

3.1.1 Estructura quimica y propiedades

Se han propuesto varios modelos para la estructura del AF. Segin el modelo
propuesto por Anderson’, el AF seria una molécula con seis grupos ortofosfato (InsP6), de
nombre quimico myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexaquis (dihidrégeno fosfato). Segun esta
estructura, el AF, a pH neutro y al pH que normalmente presentan los alimentos, es una
molécula cargada negativamente y por tanto muy reactiva, por lo que presenta una elevada
capacidad para formar complejos o unirse a moléculas cargadas positivamente como
cationes o proteinas.

La interaccion del AF con las proteinas es pH-dependiente, mientras que con los
cationes la interaccion es debida exclusivamente a sus numerosos grupos fosfato: éstos
pueden unirse bien a un s6lo grupo fosfato, a dos grupos fosfato de una misma molécula o a
grupos fosfato de distintas moléculas de AF (Figura 1). En la semilla el AF se encuentra
como una mezcla de sales con varios cationes como K, Mg, Ca, Mn, Zn y Fe; el término
fitina se ha empleado para designar una mezcla dc sales de Ca y Mg del AF.

Es importante considerar que la solubilidad de las sales del AF varia con el pH, ya
que el grado de protonacion de los grupos fosfato que no se han unido a los metales esta en
funcion de dicho parametro. Aparentemente, en la semilla el AF se encuentra como sales
relativamente solubles de Na o K més que como fitina insoluble. Las sales de Ca y Mg son
solubles a pH bajos (por debajo del punto isoelectrico de las proteinas alrededor de 5) e
insolubles a pH elevados (por encima de 9), por lo tanto a pH fisiologico (7.35-7.45) serian

muy poco solubles, de ahi el descenso de la biodisponibilidad mineral. En general, las sales



hidrogenadas y monovalentes del AF son solubles en agua, mientras que las sales metalicas
divalentes y trivalentes son bastante insolubles.

El grado de interaccion
Figura 1. Interacciones del AF con proteinas y minerales

entre AF y proteinas es

Ca'-, o]

| 1
" 0-C-CHyProteina dependiente de la carga neta
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0= P=0~ de la proteina, de su
Protein <y
¢H2 conformacion 'y de las
NHs%,

10=-P=0 1 interacciones con minerales a

un pH dado. A un bajo pH,

por debajo del punto
isoeléctrico de las proteinas, éstas se encuentran cargadas positivamente y el AF
negativamente. En estas condiciones, se produce una fuerte interaccion electrostatica entre
grupos amino terminal de las proteinas, y ésteres fosfato anionicos del AF, formandose un
complejo binario (Figura 1). A pH intermedio, por encima del punto isoeléctrico de las
proteinas, dado que la carga de las proteinas al igual que la del AF es negativa, su
interaccion seria casi imposible, sin embargo si puede realizarse a través de la formacion de
un complejo ternario con cationes divalentes como el Ca*" o el Mg®". Esta unién se realiza
a través de los grupos carboxilos ionizados y el grupo imidazol desprotonado de la
histidina, siendo necesaria una concentraciéon minima de estos cationes para mantener estos
complejos.
A pH intermedio también pueden existir algunos complejos binarios, ya que a dicho
pH los residuos lisil y arginil de las proteinas estdn atn cargados positivamente. A pH
elevado la interaccion entre las proteinas y el AF disminuye, los grupos lisil y arginil

pierden su carga, y por tanto su capacidad de formar complejos binarios. Los complejos



ternarios se desestabilizan ya que la fuerza idnica aumenta a pH elevado; un incremento en
la concentracién del i6n Na™ hace que la reaccion de equilibrio del complejo temario se
desplace hacia la derecha liberandose fitato calcico insoluble y proteina-Na soluble (Figura
1).?

3.1.2 Problematica causada por al acido fitico.

El AF se encuentra en los alimentos en niveles del 0,1- 6%, dependiendo su
concentracion de la parte de la planta que se consuma: en semillas los niveles son elevados,
en tubérculos, raices y frutas moderados, y en verduras bajos . En paises subdesarrollados y
en vias de desarrollo, asi como en la poblacion vegetariana de paises desarrollados, el
consumo de alimentos con altos niveles de AF es muy elevado. El consumo medio de AF
en la dieta se ha estimado en 0,75-0,79 g/persona/dia, siendo estos niveles 2 6 3 veces
mayores en paises en vias dc desarrollo como la India.”

Los fitatos reducen la biodisponibilidad mineral e inhiben enzimas proteoliticas y
amiloliticas. A pesar de que la naturaleza exacta y el grado de union del AF a minerales y
proteinas son dificiles de determinar, y su papel en la nutricién es complejo, si estd claro
que altos niveles de AF en la dieta estdn asociados con efectos nutricionales adversos en el
hombre.

La interaccion del AF con las proteinas ha sido ampliamente estudiada,
principalmente en soya, sin embargo su naturaleza no es totalmente conocida y los efectos
antinutricionales en la disponibilidad de dichas proteinas no estan aun claros.

La existencia de una correlacion negativa (p<0.05) entre el AF y la digestibilidad
proteinica ha sido puesta de manifiesto en varios alimentos. Sin embargo en varios

estudios, tanto in vivo como in vitro, sobre el efecto del fitato en la digestibilidad de las



proteinas queladas y la absorcion de aminoécidos, el efecto adverso del fitato es o muy
pequeiio o nulo."

Otros investigadores han atribuido el efecto negativo de los fitatos en el
metabolismo proteinico mas que a la formacion de un complejo fitato-proteina a la
capacidad de inhibir enzimas digestivas. Es conocido que el AF inhibe a la amilasa de
diferentes origenes, tripsina, tirosinasa y pepsina. Que el fitato inhiba enzimas como la
pepsina no es extrafio, ya que al pH 4cido al cual ésta es activa se promueven fuertes
uniones electrostaticas entre ambos; lo mismo ocurre con aquellas enzimas que tienen un
pH optimo acido.

A diferencia de lo que ocurre con la pepsina, la interaccion con la tripsina y la
quimiotripsina no s6lo depende del pH, sino también de otros factores entre los que se
encuentra la relacion proteina/fitato. A pH 3 el fitato forma complejos insolubles tanto con
la tripsina como con la quimotripsina, sin embargo a pH 7.8 , en el que la actividad de estas
enzimas es algo mayor, es necesario el Ca’+ para la formacion estos complejos, no obstante
las condiciones a la que se producen fuertes interacciones rara vez se dan in vivo. Varios
estudios han mostrado claramente que aunque la digestibilidad de la proteina, y por lo tanto
la absorcion de aminoacidos, es solamente marginalmente mayor en dietas con bajo
contenido en fitato, las diferencias encontradas no son estadisticamente significativas. H

Una cuestion clave a tener en cuenta para entender el efecto antinutricional del AF
seria conocer cuanto fitato estd aun disponible tras el procesado. Si se considera la fuerte
afinidad del AF hacia varios cationes y el tipo de interacciones que supone su asociacion
con proteinas de la dieta, asi como el efecto del procesado de los alimentos, la degradacion
térmica de los ésteres inositol y el pH, habria que esperar que quedara poco fitato libre que

interaccionara con enzimas y sistema digestivos para causar una influencia significativa.



Por otro lado hay que tener en cuenta que estudios anteriores han mostrado que en
presencia de minerales como Ca’+ o Mg2+, la inhibicion in vitro de las enzimas podria ser
mucho menor. Existen también evidencias de que el complejo fitato-proteina es menos
susceptible a la digestion proteolitica que la proteina sola, sin embargo es 16gico que las
proteinas en las cuales alguna cadena lisil o arginil estan queladas por el fitato, no sean
efectivamente hidrolizadas por la tripsina, en estas condiciones serian mas efectivas
enzimas como la quimotripsina que muestra gran afinidad por las cadenas hidrofébicas .

Dado que la interaccion fitato-proteina y su efecto en la digestibilidad proteinica se
produce bajo una amplia gama de condiciones, aunado a que tanto las condiciones
simuladas in vitro como los resultados obtenidos son limitados, el estudio de los efectos
adversos de los fitatos en la nutricion deberia ser dirigido exclusivamente hacia el punto de
vista de la biodisponibilidad mineral.

Por su estructura altamente reactiva, el AF es un excelente agente quelante
presentando gran afinidad por todos los elementos trazas polivalentes y minerales como
Cu2+, C02+, Mn2+, Zn2+, Fe2+/Fe3+, Mg2+ y Ca’+. La mayor parte de los estudios
realizados sobre la interaccion entre el fitato y los minerales ponen de manifiesto la
existencia de una relacion inversa entre la absorcion de estos micronutrientes y el AF,
aunque existen grandes diferencias en el comportamiento individual de cada elemento
mineral.

Los efectos adversos del AF en la biodisponibilidad mineral dependen de un gran
numero de factores entre los que destacan la concentracion de AF y la fuerza de su union
con los diferentes minerales. También influyen otros factores como: (a) las condiciones de
procesado del alimento (especialmente el pH), asi como el tipo de AF (afadido o

endogeno) y la concentracion de minerales en dicho alimento, (b) si el AF es ingerido en la



misma comida que la fuente mineral o en comidas separadas, (c¢) la concentracion de
proteinas de la dieta, y por tanto la presencia de proteinas, péptidos o aminodcidos en el
intestino que pueden interferir en la formacion del complejo fitato- mineral, (d) la presencia
de otros agentes quelantes como fibra dietética, acido oxalico, dcido ascorbico, acido citrico
o taninos, que pueden competir con el AF en su unidon con minerales, (e) la presencia de
fitasa de origen intestinal, bacteriana o de la dieta, asi como la inhibicion de dicha enzima,

y (/) la adaptacion metabolica del individuo a altos niveles de AF. 2

3.1.3 Algunos beneficios vy usos del acido fitico

Del AF a bajas concentraciones, ha sido descrita bibliograficamente la existencia de
efectos positivos, entre los que se pueden citar: retardo de la digestibilidad del almidén y
disminuciéon de la respuesta a la glucosa en sangre, hipocolesterolemia, prevencion de
calculos renales, control de la caries dental y cancer, y finalmente mejora de la capacidad
de captacion de oxigeno de los globulos rojos. Estudios epidemiologicos y estudios en ratas
sugieren también un posible papel preventivo del AF frente a diversas patologias cardiacas,
derivado del control de la hipercolesterolemia y la arteriosclerosis en el hombre. También
se ha indicado el papel del AF como antidoto frente a la intoxicaciéon aguda por plomo,
debido principalmente a su capacidad de unirse a minerales.

La adicion de AF (en niveles de 0,2-9%) en la dieta de ratas reduce
significativamente los niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos. Esto parece estar
relacionado con la capacidad del AF de unirse al Zn disminuyendo los niveles séricos de Zn
y la razén Zn/Cu, ya que altos valores en esta relacion tienden a predisponer al hombre a
enfermedades cardiovasculares por implicar hipercolesterolemia. Ademas, posiblemente

este efecto esta también relacionado con la reduccion de los niveles plasmaticos de glucosa



y la concentracion de insulina, la cual conduce a una disminucién del estimulo para la
sintesis hepatica de lipidos.

Por otra parte, el AF disminuye la velocidad de la digestion del almidén por los
mismos mecanismos por los que ejerce su accion antinutriente, esto es, puede unirse o bien
directamente a la a—amilasa inactivandola, o al Ca que es necesario para estabilizar la
actividad amilasa, o al almidon, modificando asi su grado de gelatinizacion o su
accesibilidad para las enzimas digestivas, ademds influye en la respuesta sanguinea a la
glucosa por producir retardo del vaciado gastrico.

Estudios realizados en animales y en el hombre han mostrado que la inclusion en la
dieta del salvado de trigo supone un papel protector frente a diversos tipos de cancer,
especialmente de colon y mama, sin embargo en un principio no estaba claro si este efecto
era debido exclusivamente a la fibra o a otros componentes como el AF. En este sentido, se
ha observado que el AF presente en el salvado de trigo, asi como el AF anadido a dietas
con bajo contenido en fibra reduce la presencia de biomarcadores del riesgo de cancer.
Ademas estudios realizados en ratas alimentadas con AF muestran una relacion negativa
significativa entre los niveles de AF (0,6-2,0%) y la proliferacion de c€lulas epiteliales en el
colon ascendente y descendente. El AF disminuye el riesgo de cancer a través de varios
mecanismos: (a) al unirse al Fe disminuye la formacion de radicales libres durante la
oxidacion de los lipidos, ya que ésta es catalizada por dicho 16n, (b) al unirse al Zn, que es
necesario para la sintesis de ADN, reduce indirectamente la proliferacion celular, (c) al
retardar la digestion del almidén, éste puede llegar al colon y ser fermentado por las
bacterias produciéndose acidos grasos de cadena corta cuya actividad protectora frente al

cancer es conocida. Algunos investigadores han revisado el papel del AF sobre el cancer,

10



llegando a la conclusion de su papel no solo en la prevencion sino también como agente
terapéutico ya que los InsP6 (inositol hexafosfato) incrementan la diferenciacion de células
malignas que a menudo resulta en una reversion al fenotipo normal. No obstante, el efecto
del AF no es igual en todos los drganos: aunque se ha encontrado una reduccion en la
incidencia de nodulos hiperplésicos en el higado, de carcinoma hepatocelular y de cancer
de mama, estudios realizados con distintos carcindgenos en eséfago, intestino delgado,
colon, rifiones y tiroides muestran un efecto nulo del AF en la incidencia de cancer en estos
organos.

En cuanto a la prevencion de célculos renales y tratamiento de la hipercalciuria
(excesiva excrecion de calcio urinario), existen evidencias experimentales de que los
inositol di- y trifosfato (InsP2, InsP3) son efectivos en la prevencion de cristales de
hidroxiapatita in vitro, que son los que actian como nucleo en la formacion de calculos.
Ademas estudios in vivo e in vitro y estudios clinicos, han mostrado claramente que el fitato
juega un papel importante como inhibidor de la cristalizacion de sales calcicas en los
fluidos bioldgicos, siendo considerado una alternativa clara en el tratamiento de la litiasis
renal.'

3.2 L.a germinacion

3.2.1 Aspectos generales

Se llama germinacion al proceso por el que se reanuda el crecimiento embrionario
después de la fase de descanso. Este fenomeno no se desencadena hasta que la semilla no
ha sido transportada hasta un medio favorable por alguno de los agentes de dispersion.
Las condiciones determinantes del medio son: aporte suficiente de agua y oxigeno y
temperatura apropiada. Cada especie prefiere para germinar una temperatura

determinada; en general, las condiciones extremas de frio o calor no favorecen la
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germinacion. Algunas semillas necesitan también un tiempo determinado de exposicion a
la luz para iniciar la germinacion.

Durante la germinacion, el agua se difunde a través de las envolturas de la semilla
y llega hasta el embrion, que durante la fase de descanso se ha secado casi por completo.
El agua hace que la semilla se hinche, a veces hasta el extremo de rasgar la envoltura
externa. El oxigeno absorbido proporciona a la semilla la energia necesaria para iniciar el
crecimiento. Diversas enzimas descomponen los nutrientes almacenados en el
endospermo o en los cotiledones en sustancias mas sencillas que son transportadas por el
interior del embridon hacia los centros de crecimiento. La radicula es el primer elemento
embrionario en brotar a través de la envoltura de la semilla. Forma pelos radicales que
absorben agua y sujetan el embrion al suelo. A continuacién empieza a alargarse el
hipocétilo, que empuja la plimula, y en muchos casos el cotiledon o los cotiledones,
hacia la superficie del suelo. Los cotiledones que salen a la luz forman clorofila y llevan a
cabo la fotosintesis hasta que se desarrollan las hojas verdaderas a partir de la plamula.
En algunas especies, sobre todo de gramineas, los cotiledones no alcanzan nunca la
superficie del suelo, y la fotosintesis no comienza hasta que no se desarrollan las hojas
verdaderas; mientras tanto, la planta subsiste a costa de las reservas nutritivas
almacenadas en la semilla. Desde que comienza la germinacion hasta que la planta logra
la completa independencia de los nutrientes almacenados en la semilla, la planta recibe el

nombre de plantula.!4

3.2.2 Beneficios por el proceso de germinaciéon

Algunos estudios han puesto de manifiesto el efecto que tiene la germinacién en la

extractibilidad de varios minerales en HCI (lo cual puede ser tomado como un indicativo de
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la biodisponibilidad de éstos). Se tiene como ejemplo el caso del mijo en el cual se observa
que de 0 a 72 horas de germinacion hay un aumento en la extractibilidad de Ca®" casi de
manera constante. En el mismo estudio se aprecia que después de 72 hrs. de germinacion, la
extractabilidad en HCI para el hierro incluso marca una diferencia en el contenido de éste
mineral seglin sea el cultivo de mijo, siendo que sin germinar no habia diferencias en el
contenido de hierro entre los cultivos. Asimismo se aprecia que otros minerales tales como
Zn, P, I, Cu y Mn, también aumentan su grado de extraccion después de ser germinados.6

Otro estudio de germinados en Cajanus cajan (“‘arvejas de paloma”) muestran que
la germinacion parece ser una efectivo proceso para realzar los parametros quimicos y
nutricionales de ésta leguminosa, particularmente el incremento en vitaminas B, E, C y la
reduccion de factores antinutricionales como a-galactosidasa, fosfatos de inositol y la
actividad de inhibidores de tripsina. Cuando éstos germinados fueron incorporados como
ingrediente de alta proteina en una pasta hecha a base de semolina el resultado fue un
producto con buena aceptabilidad y mayores sumas de proteinas, total de azulcares
disponibles, fibra dietaria, micronutrientes, vitaminas y un mayor PER que la pasta hecha
100% de semolina.”

Por otro lado esta el interés que se tiene en la relacion entre dietas basadas en
plantas y la prevencion de ciertas enfermedades del ser humano en las cuales estan
implicados aumentos en los niveles de radicales libres, mas aun cuando el consumo de
leguminosas enteras es muy alta en paises del tercer mundo, donde las enfermedades
cronicas del ser humano son persistentemente encontradas. Los investigadores en
enfermedades del corazon y cancer estan observando los beneficios de comidas especificas

tales como frijol de soya y otras dietas derivadas de plantas. Compuestos bioactivos tales
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como antioxidantes, incluyendo tocoferoles, carotenoides, vitamina C y compuestos
fendlicos parecen estar asociados con estos beneficios a la salud. La germinacion de
semillas de leguminosas es uno de los métodos de procesamiento para incrementar el valor
nutritivo y las cualidades de salud como germinados, ademas de que éste proceso es simple
y econdmico. En el estudio hecho en semillas de lupino por Juan Frias et al. se encontrd
que la germinacion de dicha semilla es una adecuada tecnologia para incrementar las
vitaminas antioxidantes E y C, para aumentar la actividad antioxidante medida como TEAC
(trolox equivalent antioxidan capacity) e incrementar la inhibicioén de la peroxidacion de los
lipidos dentro de grandes vesiculas unilamelares. °
3.3 La germinacion vy el contenido de acido fitico

Numerosos estudios han puesto de manifiesto un incremento en la acumulacion de
AF con la maduracion de la semilla. Aunque dicha acumulacion ha sido interpretada por
algunos autores como una manera de prevenir —niveles excesivamente altos de P inorganico
durante la maduraciéon, la mayoria coincide en que su funcidén principal es el
almacenamiento de P. En la semilla, el AF constituye el principal almacén de P inorgénico,
en forma de fosfatos y myo-inositol, asi como de determinados cationes, como el Mg*" que
son movilizados durante la germinacioén para la sintesis de acidos nucleicos , ademas el
myo-inositol es un importante precursor de los polisacaridos de la pared celular y de
fosfolipidos incluidos en la sefial de transduccion . Por otro lado, la capacidad antioxidante
del AF hace que éste contribuya a aumentar el tiempo de latencia de la semilla, ya que
previene la peroxidacion de lipidos, y se ha visto que inositoles metilados participan en la
osmoproteccion en plantas halofilicas.

La regulacion de la acumulacién de AF durante el desarrollo de la semilla no es

totalmente conocida, parece ser que se lleva a cabo mediante un control genético en el que
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participan numerosos genes. Altas concentraciones de AF en semilla de soya aparecen
como paralelas a mayores concentraciones de P en la hoja, y ambas estan relacionadas de
una manera compleja determinada tanto por factores ambientales (influyen en la cantidad
de P disponible), como genotipicos (influyen en la absorcion de P), de modo que
determinan el suministro de P durante la germinacion.

Numerosos investigadores han encontrado una reduccion del AF durante la
germinacion en las semillas de leguminosas, aparentemente como resultado de un elevado
aumento de la actividad fitasa. La enzima fitasa (myo-inositol- hexaquisfostato 3-
fosfohidrolasa, EC 3.1.3.8), que cataliza la hidrélisis del AF en myo-inositol, myo-inositol
fosfatos y fosfatos inorganicos estd ampliamente distribuida en plantas, tejidos animales y
en numerosas especies de mohos. Las semillas presentan tanto actividad fitasa constitutiva,
asi como enzimas fitasa que son sintetizadas "de novo" durante la germinacion.'

3.4 Los cereales

La importancia de estudiar a los cereales radica en que solo el 10 % ( en paises en
vias de desarrollo como el nuestro) de los alimentos béasicos amildceos se obtiene de raices
y tubérculos mientras que el resto se obtiene precisamente de los cereales.

Los granos de cereales contienen del 60 al 70 % de almidéon y son alimentos
excelentes, ricos en energia, para los humanos. De las ultimas investigaciones realizadas se
ha visto evidentemente que las dietas saludables de los adultos deben proporcionar la
mayor parte de sus calorias en la forma de carbohidratos complejos, como los almidones de
los cereales. Una dieta humana sana debe incluir 20-30 g de fibra vegetal que se puede
conseguir facilmente comiendo productos a base de cereales integrales, en forma de pan,

galletas o papillas, etc.
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Algunos de los cereales y granos de mas importancia tanto a nivel mundial como en
México son: Amaranto, avena, cebada, centeno, maiz, trigo, triticale y sorgo. A
continuacion se incluyen una breve serie de datos sobre cada uno:

Trigo: Generalmente se ha establecido que el trigo fue uno de los primeros granos
de cereal en ser cultivados. Muchas variedades de trigo emmer han sido encontradas en los
depositos de deshechos de los habitanes de los lagos de Wangen y Robenhausen los cuales
datan del final de la era Neolitica, un poco antes de la era de bronce. Tanto el trigo emmer
como el durum se han encontrado en tumbas egipcias de la primera dinastia, indicando
cultivos a lo largo del Nilo al menos hace 6000 afios.

La adaptabilidad del trigo a varios climas y suelos se evidencia en su amplia
distribucion en todo el mundo. El trigo es cultivado a cierto nivel en cada continente
excepto en la Antartica. Incluso Asia, considerado como una zona en la que el cultivo y
consumo de arroz es predominante, posee una mayor produccién de trigo. En una gran
cantidad de regiones del mundo, el trigo es la mayor fuente de carbohidratos y proteinas
para el habitante promedio.

Maiz: Originario del hemisferio occidental, fue el Unico cereal sistematicamente
cultivado por los indigenas americanos (aunque algunos otros granos en estado salvaje se
cosecharon). Los lugares que se han sugerido como los centros del origen del maiz son
América centra (incluido el sur de México) y los altiplanos de Peru.

La vasta cantidad de maiz dentado que es producido en EUA y algunos otros paises
es extremadamente importante en la alimentacién y procesadores industriales. El maiz
dentado no fue conocido por los indigenas americanos, se origind a inicios del siglo XIX,
supuestamente como una cruza entre el maiz Virginian Gourdseed y la variedad

Northeastern. Los actuales cultivos de dentado son el resultado de casi dos siglos de intensa
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seleccion, cultivo y, eventualmente, hibridacién. Las superiores cualidades del dentado
para alimentacion y uso industrial, sus muy altos rendimientos bajo condiciones
satisfactorias y su relativamente buena resistencia a enfermedades y pestes han causado que
desplace otras especies de maiz de campo. Cabe destacar que EUA domina la produccion
mundial y exportaciones de maiz.

Avena: Al amanecer de la agricultura, una forma de avena salvaje aparentemente
existié como una cizafa en regiones ampliamente separadas del mundo. Nucleos de avena,
no se si cultivados o no, fueron encontrados en la caverna de Franchthi en Grecia que datan
del 10500 A.C. Los agricultores primitivos, sin embargo, concentraron sus esfuerzos en el
cultivo de los precursores de los modernos trigo y cebada. La avena continud apareciendo
en los campos y fue cosechada junto con los granos mas deseados. En alglin momento no
registrado en la era histdrica la avena empezo a ser cultivada en sembrados mas o menos
puros probablemente a que dieron mayores o mas consistentes rendimiento que otros
granos cultivados bajo las condiciones climaticas y de suelo existentes en algunas partes
del noroeste europeo.

La avena se coloca en el sexto lugar en la produccion mundial de cereales aunque
ha tenido una tendencia a la baja, debido a que otros cultivos poseen mayores rendimientos,
particularmente mientras variedades mejoradas de arroz o trigo sean introducidas.

El clima es el principal factor que gobierna el crecimiento de la avena, la cual se
favorece en climas frios y himedos pero la diversidad en los tipos de variedades hace la
produccion exitosa posible sobre un rango de climas mas extenso que aquellos disponibles
para cualquier otro cereal.

Cebada: Es uno de los cultivos domesticados mas antiguos del mundo y compite

con el trigo por el “honor” de ser la primera forma de planta salvaje en ser cultivada. Hay
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evidencia de que un tipo de cebada, parecida en varios aspectos a la cebada cultivada hoy
en dia, fue usada como alimentos en asentamientos a lo largo del Nilo alrededor de hace
18300 afios A.C.

Es ampliamente aceptado que la cebada fue un importante grano alimenticio en
varias areas durante los tiempos prehistoricos. Fue probablemente usada en mayor medida
como papillas y como base para bebidas fermentadas.

En general, la cebada es capaz de madurar en periodos mdas cortos que cualquier
otro de los granos mayormente cosechados. Hay tipos de primavera que maduran de 60 a
70 dias y tipos de invierno que pueden requerir tanto como 180 dias. La planta, sin
embargo, no es extremadamente resistente al invierno y no prospera en climas calidos y
himedos. Es el cereal con mayor tolerancia a la sal de acuerdo a algunos expertos y es por
tanto el mejor adaptado a suelos alcalinos, aunque desde luego posee mejores rendimientos
en tierras fértiles.

Centeno: El centeno puede ser considerado un cereal de cultivo menor en las
Américas pero es importante en Europa y en partes de Asia donde encuentra un substancial
uso como cereal para pan. Su habilidad para producir aceptables cultivos bajo condiciones
de suelo, temperatura y precipitacion que hacen el cultivo de trigo impractico es la
principal razén de su dominio en estas regiones. Por su puesto, la tradicion juega un rol
muy importante y los granjeros continian sembrando centeno mucho después que han sido
desarrolladas variedades de trigo que podrian rendir sembrados aceptables en sus areas de
cultivo.

La persistencia del centeno como un ingrediente para el pan esta basada no en
alguna superioridad que ofrezca a las caracteristicas del sabor, textura o apariencia de

producto final sino a un apego de los consumidores, panaderos o sembradores a producto
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tradicionales, a una posible ventaja en el precio en la situacion de algunos muy limitados
mercados, un deseo de algunos consumidores por “algo diferente” o una percepcion, no
necesariamente correcta, que el centeno tiene alguna clase de caracteristicas de aporte a la
salud que el trigo no tiene.

Sorgo: Algunas autoridades consideran que fue domesticado en Africa por la gente
de la tribu cushita quienes migraron a Etiopia del medio éste. Algunos autores sugieren que
el sorgo bicolor, la especie mas tempranamente domesticada, se origind hace alrededor de
5000 afos en la region de Sudan.

Actualmente al cultivo de sorgo es muy importante en Africa, India, porciones de
China, el centro y sur de las grandes llanuras de EUA, Australia y Argentina, y en ciertas
regiones de México y centro y Sudamérica.

El sorgo no es nativo del hemisferio occidental pero alcanzo la zona del Caribe
durante el tiempo del comercio de esclavos. Una variedad llamada “maiz pollo” escap6 de
los cultivos y ahora crece salvaje en algunos paises meridionales. Otra variedad, “maiz de
guinea” estuvo una vez ampliamente distribuida pero practicamente ha desaparecido de los
cultivos.

Triticale: Se trata de un hibrido de trigo y centeno. Se le conoce desde hace mas de
100 afios pero su origen es incierto. Es sembrado en gran medida en Francia Rusia y
Polonia.

Las plantas de triticale son generalmente similares a las de trigo, excepto que el
anterior posee espigas y endospermos mas grandes y muestra un mayor vigor en el
crecimiento. Se conocen los tipos tanto de invierno como de primavera. La planta parece

ser mas resistente que el centeno a la infeccion del ergot pero menos resistente que el trigo.
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Su calidad nutricional puede ser de alguna manera mejor que la del trigo, aunque
puede ser debatible. Los promotores de éste grano enfatizan que el triticale contiene mayor
cantidad de lisina que el trigo. Bajo condiciones favorables el triticale es capaz de igualar o
superar los niveles de vitaminas, minerales y proteinas. En algunos paises de Sudamérica el
triticale se ha usado como base para la produccién de malta. Generalmente es aceptado que,
bajo ciertas circunstancias, este grano provee mejores rendimientos por acre que el trigo,
también crece bajo condiciones que mataria muchas variedades de trigo.

Amaranto: Las semillas de amaranto fueron un importante alimento para varias de
las civilizaciones indigenas de América en épocas tan tempranas como el 4000 A.C. Los
mayas estuvieron probablemente entre los primeros en cultivar la planta y fue
extensamente cultivada tanto por los incas como por los aztecas. Algunos estimados
colocan la produccion total de los aztecas de 15 a 20 miles de toneladas por afio antes de la
conquista espafiola, tiempo para el cual era el tercer cultivo més importante tras maiz y
frijol.

En la mayoria de los paises fuera de América central, el amaranto es considerado
como una cizafia. Su proteina tiene un PER que es relativamente alto comparado con, por
dar un ejemplo, maiz pero bajo si se le compara con frijol de soya. La planta de amaranto
posee un rapido crecimiento y tolerancia al estrés. En adicion a su fuerte constitucion
ambiental, tiene una alta capacidad para el uso eficiente del agua. '®
3.5 El hierro

Aspectos Generales

El hierro es un nutrimento de suma importancia para los seres humanos, debido a

que forma parte de las células sanguineas que transportan el oxigeno a todas las células del
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organismo. Aproximadamente el 30% del hierro en nuestro cuerpo permanece almacenado
para reemplazar facilmente el hierro perdido.

El hierro es esencial en la formacién de la hemoglobina y la mioglobina que
transportan el oxigeno en la sangre y en los musculos. El hierro forma parte de diversas
proteinas y enzimas del cuerpo.

La deficiencia de hierro es la deficiencia nutricional mas comun a nivel mundial y
aunque la anemia total pocas veces se manifiesta, la deficiencia parcial estd difundida
ampliamente.

Los sintomas de reduccion en las reservas de hierro son entre otros: fatiga,
dificultad para respirar, dolor de cabeza, irritabilidad y/o letargo. Otros sintomas incluyen
pica (desarrollo de apetito por sustancias inusuales como papel o productos hechos de

barro) y pagofagia (desarrollo de apetito por el hielo)."’

Absorcion vy aprovechamiento del hierro

Cuando se habla de alimentos ricos en hierro hay que tener en cuenta no sé6lo su
contenido en este mineral, sino la forma en que se presenta en ellos y la proporcion que
nuestro organismo es capaz de asimilar o aprovechar, pues hay grandes diferencias. Como
sucede con otros minerales, la cantidad de hierro absorbida es s6lo una pequena parte del
total que se ingiere y estd condicionada por los depdsitos corporales, la cantidad que se ha
tomado, la naturaleza quimica del hierro y por otros factores que favorecen o dificultan su
aprovechamiento. A continuacion se menciona el tipo de hierro que se puede encontrar en
los alimentos:

* hierro hemo o heminico, en visceras, carnes y derivados, pescados y mariscos. Los lacteos
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apenas contienen hierro. Se aprovecha entre el 15%-35% de la cantidad ingerida, segtn los
depositos del cuerpo.

* hierro no hemo, en legumbres, frutos secos, verduras de hoja verde, cereales enriquecidos

y huevos. Se absorbe entre el 3% y el 8% de la cantidad ingerida. El hierro no hemo se
absorbe en menor medida que el heminico o hemo, y su grado de asimilacién varia mucho
en funcion de los componentes, ya sean favorecedores o inihibidores, que incluya la racion
de consumo.

Existen varios factores que afectan la absorcion del hierro, en la tabla 1 se pueden apreciar

varios de ellos.

Tabla 1. Factores que afectan la absorcion del hierro

Factores que favorecen la absorcion del | Factores que obstaculizan la absorciéon del

hierro hierro
% Las proteinas animales. x  Los taninos: sustancias presentes en el
té, el café, el vino, etc.
% Los acidos organicos (acido citrico, x  Los oxalatos: presentes en espinacas,
acido lactico). chocolate amargo, remolacha, té, etc.
x  Los fitatos: en la cubierta de granos de
% La vitamina C. cereal.
x  La carencia de vitaminas.
x  Los azlcares como el sorbitol y la x  El exceso de ciertos minerales (fosforo,
fructosa. calcio, cinc, cobalto, cadmio,

manganeso, plomo...) que compiten con
los mecanismos de transporte del hierro.
x  El déficit de cobre.

% Una dieta pobre en proteinas.

Contenido de hierro de las carnes

No todas las carnes contienen la misma cantidad de hierro. En funcion de la
presencia de este mineral se distingue entre carnes rojas y blancas. Que sean rojas o de
color mas claro depende de la concentracion que tengan de mioglobina, pigmento que
contiene hierro y que se encuentra en las fibras musculares. La cantidad de mioglobina

varia segun la especie del animal, su edad y sexo, etc.
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Carnes rojas: contienen, en promedio, entre 2,5 y 4 mg/100 grs. (Pichén: 20 mg/100 grs.,
Faisan: 8,5 mg/100 grs., Visceras (higado, el rifion y corazon): 5-10 mg/100 grs., Codorniz:
4 mg/100 grs., Caballo: 4 mg/100 grs., Cordero y vacuno: 3 a 3,5 mg/100 grs.

Carnes blancas: contienen de 1 a 1,5 mg/100 grs.

Necesidades de hierro

Para compensar la cantidad que el organismo pierde cada dia a través de la
descamacion de la piel, la orina y las heces (I miligramo en un hombre adulto 6 1,5
miligramos en una mujer en edad fértil), es necesario ingerir entre 10 y 18 miligramos
diarios. Hay que tener en cuenta que los requerimientos de hierro aumentan en los periodos
de crecimiento y desarrollo y en caso de ciertas alteraciones o patologias. Una dieta sana y
equilibrada cubre las necesidades de hierro de la persona en buenas condiciones de salud, y

en ella, las carnes y sus derivados aportan en promedio un 15% del total que se ingiere.'®
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4. METODOLOGIA

4.1 Diagrama general de trabajo

A continuacion se presenta el diagrama general de trabajo en el cual se presentan

todos los pasos seguidos. En cada ensayo la determinacion se hizo por triplicado.

Investigacioén bibliografica

Seleccién y recoleccion de las
muestras a estudiar

Y

Acondicionamiento de
las muestras

Muestras Muestras sin
Germinadas Germinar

Conteo y germinacion
de las semillas

Recoleccién vy liofilizaciéon de
los germinados

A 4 . .l
—» Molienda de las muestras

y
Determinaciéon de humedad

Determinacion del acido fitico

A 4
Determinacion de la

extractabilidad del hierro en
acido clorhidrico

h 4
Recopilacion y analisis de
resultados
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4.2 Seleccion de las muestras

Las muestras que se trabajaron fueron las siguientes: Amaranto, avena, centeno
(Estas muestras se obtuvieron de la central de abastos en el Distrito Federal (Casa Cobo SA
de CV. Bodega A 91, Col. Central de Abastos, C.P. 9040, Ciudad de México, DF.), cebada,
trigo, triticale, maiz y sorgo (Estas muestras se obtuvieron del Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo [CIMMYT] ubicado en el municipio de Texcoco del Estado

de México.)

4.3 Acondicionamiento de las muestras

Enseguida se menciona el acondicionamiento previo dado a las muestras antes de

determinar la humedad, el contenido de acido fitico y la extractabilidad del hierro

4.3.1 Muestras sin germinar

Debido a que los cereales poseen menos del 5% de grasa y una humedad tal que
permite la obtencion de la harina después de moler, a la semilla no se le realiza ningin

tratamiento previo. Solo se muelen y hacen pasar a través de una malla 0.5 mm.

4.3.2 Muestras germinadas

En primer lugar se lleva a cabo un conteo de las semillas a germinar (alrededor de
400) las cuales se lavan con una solucion de hipoclorito al 10%. Posteriormente éstas se
colocan en una charola (aproximadamente de 30x30 cm) en una plancha de algodon. La
germinacion dura alrededor de 7 dias (aunque depende de que semilla se trate) y se lleva a
cabo en ausencia de luz y a temperatura ambiente (alrededor de 20 °C). Después de éste

periodo se recolectan los germinados. En éste aspecto se consideran germinados del cereal
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a aquellas semillas cuya radicula alcanzé al menos 10 veces la longitud de la semilla. En
realidad la germinacion termina justo cuando la planta logra la completa independencia de
los nutrimentos de reserva, el anterior criterio se emplea con fines de homogeneizar los
resultados. En seguida se deshidratan los germinados por liofilizacion y una vez secos se

muelen y hacen pasar a través de una malla de 0.5 mm.

4.4 Determinacion de humedad

4.4.1 Fundamento

Esta técnica se basa en la medida del peso del agua perdida por una muestra después

de someterla a calentamiento.

4.4.2 Equipo v materiales

v' Espatula v" Estufa de vacio
v Charolas de aluminio v’ Balanza  analitica  (Sartorius
v Desecador Analytic).

4.4.3 Procedimiento

Se pesan aproximadamente 2 gramos de la muestra en charolas de aluminio a peso
constante. La muestra se seca al menos por 24 horas en estufa conectada a vacio a una
temperatura de alrededor de 70 °C. Posteriormente la charola se retira, se deja enfriar en el
desecador y se pesa en balanza analitica. Esta operacion se repite hasta lograr peso
constante.

4.4.4 Célculos

- Pesomuestra seca xl OO
Peso.

inicial de la muestra

eso

inicial de la muestra

P
% Humedad =
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4.5 Determinacion del acido fitico

4.5.1 Fundamento

En ésta metodologia una modificacién de la técnica propuesta por Frithbeck et al.”,
realizada por Sotelo et al’. En primer lugar se hizo un extracto de la muestra con una
solucion de HCI con el fin de bajar el pH a niveles entre 0 y 1, dicho pH es necesario para
disociar el fitato de los complejos de proteina y hierro. Este método emplea una columna de
intercambio 16nico con el fin de purificar los extractos del 4cido fitico, eliminando las
fracciones menores de fosfatos de inositol (por medio de un lavado de la columna con NaCl
0.1 N) que comunmente se incluyen en otros métodos, permitiendo la cuantificacion real
del acido fitico. Para obtener mejores resultados el pH de la alicuota se ajusta a 6 (superior
al punto isoeléctrico de las proteinas.) La determinacion colorimétrica se fundamenta en la
medida de la disminucién de la absorbancia del complejo FeCls-ac. sulfosalisilico (reactivo
de Wade) debido al enlace del Fe (III) con el &cido fitico. En ésta determinacién
colorimétrica se ajusta previamente el pH a 3 ya que a éste pH el ion férrico tiene una

L, . iy . , . .4
maxima estabilidad en su complejo con el acido fitico™.

4.5.2 Equipos v materiales

v" Vasos de precipitado de 30 y 50 mL v" Pipeta graduada de 10 mL

v' Barras magnéticas v’ Ultracentrifuga Sorvall® RC-5B

v’ Agitador ~ magnético  multiple v’ Matraz volumétrico de 25 mL
(Corning) v Probetas de 25 y 50 mL

v’ Balanza analitica (Sartorius v' Jeringas Plastipak de 3 mL
Analytic) v Gradilla

v" Pipeta volumétrica de 5 y 10 mL v Tubos de ensaye de 5 mL
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Potenciometro calibrado a pH 7 y 4 v Fibra de vidrio
Tubos para centrifuga
Espectrofotometro (Sequoia-Turner)

y celda

4.5.3 Reactivos v soluciones

Acido clorhidrico RA

Hidroxido de sodio RA

Cloruro de sodio

Cloruro férrico RA (SIGMA F-2877)

Acido sulfosalicilico RA (SIGMA S-0640)

Resina de intercambio i6nico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, Bio Rad No. De
catalogo 140-1451)

Sal sodica de fitato (SIGMA P-3168).

Solucién de HCI1 0.65 N: Para preparar 500 mL tomar una alicuota de 26.7 mL de
HCI concentrado con una pureza de 37.3% y una densidad de 1.189 g/mL y aforar.
Solucién de NaOH 5N: Para preparar 500 mL pesar aproximadamente 101.01g de
lentejas de NaOH con una pureza aproximada de 98.15%.

Soluciéon de NaCl 0.1 N. Para preparar 500 mL pesar 2.9 g de sal (NaCl) y aforar.
Solucion de NaCl 0.7 N. Para preparar 500 mL pesar 20.3 g de sal (NaCl) y aforar.
Reactivo de Wade. Pesar 0.03 g de FeCl;.6H,O y 0.3 g de acido sulfosalisilico y
disolverlos en agua desionizada hasta un volumen de 100 mL. El reactivo debe ser
preparado en el momento de hacer la determinacion espectrofotométrica y una vez

adicionado a las muestras debe leerse en menos de 30 min.
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v Solucidén patron de acido fitico (1000pg/mL): Pesar exactamente 0.1052 g de la sal
sodica de fitato (CcHgO,4PsNaj, con peso molécular de 923.8 g/mol) el cual tiene

una pureza del 75% y una humedad del 11.3% y aforar hasta un volumen de 50 mL

4.5.4 Procedimiento

4.5.4.1 Preparacion de columnas de intercambio i6nico.

Pesar aproximadamente 0.5 g. de resina de intercambio idnico Dowex AG1 X8
(200-400 mesh, Bio Rad No. De catdlogo 140-1451) e hidratarla con 0.6 mL de agua
desionizada. Al mismo tiempo preparar las columnas utilizando jeringas de 3 mL
(Plastipak) e introduciéndole en el fondo de la misma un tapon de fibra de vidrio (cuidando
de no poner en exceso) y colocarla sobre un soporte como puede ser una gradilla metélica.
Agregarle a la columna la resina hidratada cuidando de que quede asentada uniformemente.
Una vez que la resina esté bien empacada en la columna adicionarle 15 mL de NaCl 0.7 N
y posteriormente lavar con 30 mL de agua desionizada cuidando de dejar liquido suficiente
(aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se seque la

resina y quede lista para usarse.

4.5.4.2 Extraccion del acido fitico
Se pesa un gramo de la muestra y se coloca en un vaso de precipitado de 50 mL.
Posteriormente se adicionan 20 mL de HCl 0.65 N y se somete a agitacion durante 2 horas
a temperatura ambiente en un agitador magnético a 400 rpm. El extracto obtenido se

transfiere a tubos de centrifuga para centrifugarlos a 12 000 rpm a temperatura ambiente
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por 30 minutos. Enseguida se colecta el sobrenadante el cual, si es necesario, se puede

almacenar en refrigeracion teniendo una vida de 8 dias como méaximo.

4.5.4.3 Purificacion por columna de intercambio idnico

Primero se toma una alicuota de 1 o 5 mL del sobrenadante anterior (se recomienda
tomar 1 mL para alimentos que contengan mas de 1% de acido fitico y 5 mL en el caso de
contener menos del 1% de éste) y se afora a 25 mL con agua desionizada. Posteriormente el
pH se ajusta a 6 con NaOH 5 N. Enseguida se toma una alicuota de 10 mL y se transfiere
cuantitativamente a una columna previamente preparada. Después ésta se lava con 15 mL
de NaCl 0.1 N y se desechan las aguas de lavado. Finalmente se eluye el fitato con 15 mL
de NaCl 0.7 N y se colecta el extracto purificado en un vaso de precipitado de 30 mL.
Nota: En todo momento la columna debe tener al menos 0.5 mL de liquido arriba del nivel

de la resina.

4.5.4.4 Determinacion espectrofotométrica
A partir de una solucion patron de 1000pg de acido fitico / mL, preparar las

soluciones de los estandares de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ug de acido fitico / mL de la siguiente

manera:
Tabla 2. Construccion de la curva patron para el acido fitico

mL de solucion concentrada | Aforar con agua desionizada Concentracion final
(1000ug de acido fitico/mL.) hasta (mL) (ug de acido fitico / mL.)

0.125 25 5

0.250 25 10

0.500 25 20

0.750 25 30

1.000 25 40

1.250 25 50
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Los estandares, los extractos purificados y el agua desionizada usada como blanco
se ajustan a pH 3 con HCI 1N. Enseguida se toman 3 mL de cada uno y se ponen en tubos
de ensayo. A continuacion se agrega 1 mL del reactivo de Wade (se adiciona justo al
momento de leer cada una de las muestras) y se agita hasta homogeneizar lo mas pronto
posible después de lo cual se lee la absorbancia a 500 nm a la brevedad.

Es importante tomar en cuenta que:

v" Se utiliza una celda con agua desionizada para ajustar el espectrofotometro a cero.

v El agua desionizada a pH 3 a la que se le agrega 1 mL de reactivo de Wade es el
blanco.

v" Se lee la absorbancia del blanco, las muestras problema y los estandares, a cada una
de éstas se les resta el blanco por separado para asi obtener la absorbancia corregida

respectiva (es con estos valores con los que se realizan los calculos.)

4.5.5 Célculos

Se elabora la curva patron con los datos de absorbancias corregidas obtenidas de las
soluciones estandar contra la concentracion de acido fitico de éstas. Posteriormente se
realiza la regresion lineal de éstos datos obteniendo una ecuacion de la linea recta de éste
tipo:
Absorbancia

= Pendiente (m)xConcentracion + Ordenada al origen (b)

corregida ug/mL

de la cual se desprende que:

Absorbancia -b

corregida

Concentracion

/mL =
HE m
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Con lo cual se calcula la concentracion de acido fitico en los extractos purificados (ug de

acido fitico/mL). Tomando en cuenta las diluciones realizadas se tiene que:

I5 1 25 20
extracto X T X 116 x 4 X
purificado 10 10 1 o 5 Pesomuestra (g)

% = Concentracion x100

ac. fitico

Este valor esta en funcion de
la alicuota de sobrenadante
tomada

4.6 Determinacion de la extractabilidad del hierro en acido clorhidrico

4.6.1 Introduccion

Esta técnica es una modificacion de la metodologia empleada por M.H. Badau y
colaboradores®. Se divide en dos partes, la determinacion de hierro total y la determinacién

de hierro extraible en acido clorhidrico de la misma muestra.

4.6.2 Equipo v materiales

Barras magnéticas

Agitador magnético  maultiple
(Corning)

Vasos de precipitado de 100 mL
Tupos de centrifuga

Balanza  analitica  (Sartorius
Analytic)

Pipeta graduada de 10 mL
Ultracentrifuga Sorvall® RC-5B

Matraces volumétricos de 50 mL

Probeta de 100 mL

Gradilla

Tubos de ensaye de 15 mL

Tubos para centrifuga

Probeta de 100 mL
Espectrofotometro (Sequoia-
Turner) y celda

Molino (Cyclotec 1093)

Equipo para liofilizar (Labconco)

Incubadora a 37 °C (Blue M.)
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Rotavapor Biich RE 111 v Matracez bola de 500 mL para el

rotavapor.

4.6.3 Reactivos v soluciones

Fe(NH4)2(SO4), 6H,0

Acido Nitrico.

Acido clorhidrico.

Peroxido de hidrogeno.

Hidrocloruro de hidroxilamina (H,NOHHCI) SIGMA

O-fenantrolina SIGMA

Acetato de sodio anhidro Reactivos y producto quimicos finos S.A.

Acido acético glacial

Hidroxido de sodio RA

Solucién de NaOH al 23.22%. Para preparar 100 mL pesar 23.66 g de lentejas de
NaOH con una pureza de 98.15% y aforar.

Soluciéon de HCI 0.03 N: Para preparar 1L de solucion tomar 2.48 mL (2.5 mL) de
HCI concentrado con una pureza de 36.7% y una densidad de 1.187 g/mL y aforar.
Solucion patron de hierro: Disolver 3.512 g de sulfato de amonio ferroso
exahidratado [Fe(NHy4)2(SO4), 6H,0O] en agua desionizada, adicionar dos gotas de
acido clorhidrico concentrado y aforar a 500 mL. De la anterior solucién se toman
10 mL y se lleva a un litro. La solucion final tiene una concentracion de 0.01
mgre/MLsolucion-

Solucion de clorhidrato de hidroxilamina: Disolver 10 g de H,NOHHCI

(hidrocloruro de hidroxilamina) en agua desionizada y aforar a 100 mL.
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v Solucién de buffer de acetatos: Disolver 8.3 g de acetato de sodio anhidro
(NaC,H30;) en agua desionizada y agragar 12 mL de acido acético glacial. Aforar
¢ésta mezcla hasta 100 mL.

v" Solucion de o-fenantronila: Pesar 0.1 g de o-fenantrolina y disolverlo en 80 mL de
agua desionizada previamente calentada a 80 °C. Después de permitir enfriar a

temperatura ambiente, aforar a 100 mL.

4.6.4 Procedimiento

4.6.4.1 Determinacion del hierro total

La determinacion de hierro se hizo de acuerdo al método oficial de la AOAC
(2000). En primer lugar se pesan 2 gramos de la muestra en un crisol y se calcinan usando
un mechero de Fisher para posteriormente introducirlo en la mufla hasta la obtencion de
cenizas. Una vez fri6 el crisol se agregan 2 mL de HCI concentrado para disolver las
cenizas, de ser necesario se usa una varilla de vidrio. Después se evapora el acido usando
bafio maria y se permite enfriar. A continuacion se afade 1 mL de HCI concentrado y 3.5
mL de agua desionizada y se procede a disolver las cenizas. La anterior solucion se
transfiere cuantitativamente a un matraz aforado de 50 mL y se afora. Finalmente se filtra a

través de papel filtro Whatman #2. A ésta ultima se le llama solucion del hierro total.

4.6.4.2 Determinacion del hierro extraible en acido clorhidrico

Pesar dos gramos de la muestra (que debe ser la misma empleada en la
determinacion de hierro total) y disolverla en 100 mL de HCI1 0.03 N, ésta mezcla se deja

en agitacion durante 3 horas en una incubadora a 37 °C. Enseguida se centrifuga a 4400
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rpm por 20 minutos, después de lo cual el sobrenadante se hace pasar a través de papel
filtro Whatman #2. Después se toman 90 mL de éste extracto y se evapora el liquido en el
rotavapor usando un matraz bola de 500 mL hasta que queden aproximadamente 1 6 2 mL
de liquido. Posteriormente se adicionan 4 mL de HNO; concentrado y 2.25 mL de H,0, al
30% y se pone a bafio maria a temperatura de ebulliciéon por 5 minutos. A continuacion se
adicionan 10 mL de solucion de NaOH al 23.22% en baio de hielo con el fin de neutralizar
el exceso de acido. Finalmente esta solucion se transfiere cuantitativamente a un matraz y

se afora a 50 mL. A ésta ultima se le llama solucion del hierro extraible.

4.6.4.3 Determinacion espectrofotométrica del Feyora ¥ €l Feextraible en 1l
A partir de la solucion patron de hierro con una concentracion de 0.01
mgro/mLgoncion S€ Obtienen los estdndares para construir la curva patréon de hierro de la

siguiente manera:

Tabla 3. Construccion de la curva patron para hierro

mL de solucion estandar | mL de H;0gesionizada agregados Concentracion final
(0.01 mgpe/mLgopucion) para completar 10 mL (ugre/mLgolucion)

0 (blanco) 10 0

0.5 9.5 0.5
1 9 1

1.5 8.5 1.5
2 8 2

2.5 7.5 2.5
3 7 3
4 6 4
5 5 5
6 4 6
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Los 10 mL de cada estandar, 10 mL de solucion del hierro extraible y 10 mL de la
solucion del hierro total deben estar en tubos de ensayo en una gradilla. A cada tubo se le
agrega primero 1 mL de solucién de clorhidrato de hidroxilamina y se homogeneiza.
Enseguida se agregan 5 mL de buffer de acetatos y se homogeneiza. Posteriormente se
agrega 1 mL de o-fenantronila y se homogeneiza, después de lo cual se deja reposar de 10 a

15 minutos para luego leer en el espectrofotometro a 530 nm.

Es importante tomar en cuenta que: Se utiliza una celda con agua desionizada para

ajustar el espectrofotdmetro a cero.

4.6.5 Calculos

Se elabora la curva patron con los datos de absorbancias obtenidas de las soluciones
estandar contra la concentracion de hierro de éstas (en mgpe/mLgopucisn). POsteriormente se
realiza la regresion lineal de éstos datos obteniendo una ecuacion de la linea recta de éste
tipo:

Absorbancia = Pendiente (m)xConcentracion + Ordenada al origen (b)

mg de hierro/ mL

de la cual se desprende que:

Absorbancia — b

Concentracion

mg de hierro/ mL =

m
Con lo cual se calcula la concentracion del hierro en las diluciones finales (solucion
del hierro extraible y solucion del hierro total) en mg de hierro/mL). Tomando en cuenta

las diluciones realizadas en cada caso se tiene que:

v" Para el hierro total:
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Fe, , (mg Fe/100g, .. = Concentracion,,,, de,xs—oxl 00

hierro total P es Omugstm (g )

v" Para el hierro extraible en acido clorhidrico

50 xlOO 100
90

Fe extraible,, ., (mg Fe/100g, )= Concentracion, .. 41 X
hierro extraible Pesomuestra (g)

v' Para la extractabilidad del hierro en 4cido clorhidrico:
Ya que el valor de hierro total se obtiene de un promedio de 3 datos lo primero es obtener
ésta cifra.
La extractabilidad se define como:

Fe extraible,, ,,, (mg Fe/100g, )
Fe (mg Fe/loogmuestra)

Extractabilidad Fe,, ,, = x100

total promedio
Ya que se tienen 3 valores de Fe extraible, ycy, €stos se sustituiran en la formula (siempre
con el mismo valor de Feioal promedio)- La extractabilidad del hierro en acido clorhidrico es el

resultado de promediar estos 3 valores obtenidos.

4.7 Analisis estadistico

En todos los casos se empled la prueba t de Student a dos colas con una a al 5% con
3 datos (2 grados de libertad.) La Procedencia de las tablas empleadas es R. A. Fisher y F.
Yates. Statistical Tables for Biological, Agricultural and Medicine Research (5 edicion),
Tabla III, Oliver and Boyd Ltd., Edimburgo. En todos los casos la t de tablas empleada fue

4.3
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En lo que respecta al acido fitico, tal como puede apreciarse en la tabla 4 y el
Grafico 1, a excepcion de la avena, en todos los casos se presentd una disminuciéon en el
contenido de 4cido fitico de alrededor de 45 a 80% después de la germinacion. Esto se
atribuye al hecho, que durante la germinacion, la planta requiere de fosforo que tiene
almacenado en forma de 4cido fitico, por lo cual incrementa la actividad de las fitasas
endogenas (myo-inositol- hexaquisfostato 3-fosfohidrolasa, que cataliza la hidrolisis del AF
en myo-inositol, myo-inositol fosfatos y fosfatos inorganicos)'® con la consecuente
degradacion de éste. En el caso del amaranto se considera que dicha actividad es la mas alta
ya que es la semilla que presenta el mayor porcentaje de reduccion del fitico después de
germinar (81.2%).

Al contrario, en la avena se presento una acumulacion de 4cido fitico, la cual ha sido
interpretada por algunos autores como una manera de prevenir niveles excesivamente altos
de P inorgéanico durante la maduracion, sin embargo la mayoria coincide en que su funcioén
principal es de almacenamiento de P.*° Al mismo tiempo es posible que su actividad de
fitasas sea muy pobre.

Tabla 4. Resumen de los resultados (% de dcido fitico inicial y final y % de disminucion del dacido

fitico)
Muestra % de acido fitico inicial % de acido fitico final % de disminucion de
(pregerminacion) (posgerminacion) acido fitico
Amaranto 1.33+0.063 ° 0.25+0.012*° 81.2
Avena 0.31+0.013° 0.36+0.005° -15.96
Cebada 0.59+0.029" 0.19+0.007 67.07
Centeno 0.74+0.024° 0.2840.014° 62.60
Maiz 0.86+0.027" 0.3340.017* 61.49
Sorgo 0.50+0.018" 0.17+0.007° 66.37
Trigo 0.724+0.018" 0.37+0.007 * 49.42
Triticale 0.69+0.016° 0.26+0.011° 62.56

Los valores son la media + la desviacion estandar de 3 determinaciones

La misma letra en superindice en la misma fila indica que no hay diferencia significativa entre ese par de datos (o al 5%)
El superindice a se coloca en el valor mas pequefio de la fila y el superindice b en el mas alto

En todos los casos los coeficientes de variacion son menores al 5%
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Griafico 1. Comparacion en el contenido de dcido fitico antes y después de germinar
Contenido de acido fitico antes y después de germinar

1.500 +
1.400 +

1.300 + -} OAntes de germinar

1.200 +
i Después de germinar
1.100 + B ) 9

1.000 +
0.900 +
0.800 +
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300 +
0.200 +
0.100 +
0.000 -

% de Acido Fitico

Amaranto  Avena Cebada Centeno Maiz Sorgo Trigo Triticale
Muestras

Vale la pena destacar la tendencia observada en la tabla 5 y el grafico 2, de manera
general se aprecia que a mayor contenido inicial de acido fitico también se tiene una mayor

porcentaje de germinacion de la
Tabla 5. Resumen de los resultados (% de dcido fitico

semilla: ~ El  amaranto, trigo, inicial y % de germinacion de la semilla)

% de % de acido fitico inicial
centeno y maiz, con los mayores ~ Muestra germinacién (pregerminacién)
porcentajes de acido fitico inicial Amaranto 7930 1.3320.063

Avena 6.25 0.31+0.013

(antes de la germinacién), poseen Cebada 30.75 0.5940.029
’ Centeno 73.75 0.74+0.024

los mayor porcentajes de Maiz 7850 0.86:0.027
Sorgo 30.50 0.50+0.018

germinacion, aunado a esto se "ljr.1g0 99.00 0.72+0.018
’ Triticale 37.50 0.69+0.016

tiene a la cebada sorgo y avena
que poseen los menores contenidos de acido fitico y los menores porcentajes de

germinacion. Lo anterior se puede justificar con el hecho de que al 4cido fitico se le han
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atribuido varias funciones fisiologicas en la planta como son: deposito de P, deposito de
energia, fuente de cationes o iniciador de la latencia® . Ademas, algunos metabolitos
procedentes del myo-inositol y del inositol monofosfato (InsP) juegan un papel importante
en el desarrollo de la planta®” . Lo anterior es un fuerte indicativo de que el 4cido fitico
tiene importancia en el metabolismo de la planta més alla que el de un simple deposito de
fosforo.

Grafico 2. Relacion entre el contenido de acido fitico inicial v el porcentaje de germinacion
de la semilla

1,400 Relacion entre el contenido inicial de acido fitico y el grado de
1:300 { germinacion de la semilla @ Amaranto
1.200 4
g 1.100
% 1.000 T
% 0.900 1 ® Maiz
£ g 08007 & Centeno .
s 2 0.700 | Triticalee Trigo &
;:% £ 0.600 T Cebada &
_g © 0.500 T @Sorgo
:‘_,é 0.400 +
8 0.300 ik ® Avena
2 0.200 +
0.100 +
0000 —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% de germinacion de los cereales

Respecto a los valores obtenidos, si se comparan con aquellos encontrados en la
bibliografia, tienden a ser mas bajos. Por ejemplo para el trigo se reportan valores de hasta
1.13%, para el sorgo de 0.82 a 0.96%, cebada: 0.99% y avena: 0.77%', mientras que en
éste estudio son de 0.72, 0.5, 0.59 y 0.31% respectivamente. Lo anterior era de esperarse ya
que en otro tipo de técnicas generalmente también se cuantifican las otras fracciones de
inositol como acido fitico, mientras que la técnica empleada permite la separacion del acido

fitico y dichas fracciones por medio de una columna de intercambio idnico.
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En lo referente al % extractabilidad de Feg, nci, en la tabla 6 se aprecia que en todos
los casos en que hubo diferencia significativa, dicho valor aumentd después de la
germinacion. Este comportamiento era de esperarse ya que al disminuir el contenido de
acido fitico, el Fe se encontraria “mas libre”. Sin embargo no se observa una relacion entre
el % de disminucion del acido fitico y el aumento en el % extractabilidad de Feg, nc
habiendo casos como el de la avena, en la cual no hubo disminucion en el contenido de
acido fitico y sin embargo el % extractabilidad de Feg, yci aumento a mas del doble
mientras que en la cebada, en donde hubo una notable disminucién de acido fitico, el %

extractabilidad de Feg, ycy aumentd pobremente con la germinacion.

Tabla 6. Resumen de los resultados (% de extractabilidad de Feg, yc; inicial y final y %
de aumento de la extractabilidad de Feg, yc)

% de extractabilidad % de extractabilidad % de aumento de la

Muestra de Fegn uo inicial de Fegn o final extractabilidad de
(pregerminacion) (posgerminacion) Fegn o
Amaranto 12.63+0.81 19.16+1.89° 14.45
Avena 14.14+0.68 * 38.17+3.67 ° 31.1
Cebada 20.70+1.89 % 28.23+1.55° 12.36
Centeno 16.75+1.03 * 25.13+1.19° 14.35
Maiz 15.20+1.49 25.06+2.30 b 16.44
Sorgo 25.18+0.81*° 24.23+1.59° No hay cambio
Trigo 36.40+3.07 * 63.71+2.31° 30.06
Triticale 21.48+1.69* 18.21+1.71° No hay cambio

Los valores son la media + la desviacion estandar de 3 determinaciones

La misma letra en superindice en la misma fila indica que no hay diferencia significativa entre ese par de datos (o al 5%)
El superindice a se coloca en el valor mas pequefio de la fila y el superindice b en el mas alto

En todos los casos los coeficientes de variacion son menores al 10%

Lo anterior indica que hay otros factores que estan teniendo un importante papel en
la extraccion del Fe que no se estdn tomando en cuenta, por ejemplo se sabe que un
aumento en el contenido de vitamina C permite una mejor absorcion del Fe, ademas no se
estd tomando en cuenta el efecto del acido oxalico, el cual es otro importante agente

quelante. No se determin6 como la germinacion afecta a estos dos factores. Por otro lado
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vale la pena recordar que el ensayo % extractabilidad de Feg, g es un simil del grado en
que el Fe es disponible para el organismo, sin embargo para obtener datos mas cercanos a
lo que sucede en el organismo y con el fin de apreciar mejor el efecto de la germinacion en

disponibilidad de minerales vale la pena realizar el ensayo de Fe biodisponible.
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6. CONCLUSIONES

* A excepcion de la avena, la germinacion dio como resultado una disminucion en el
contenido de 4cido fitico, posiblemente debido a un aumento en la actividad de las
fitasas.

* Debido al alto porcentaje de disminucion de acido fitico, el amaranto posiblemente
tiene la actividad de fitasas mas elevada.

* Se observ6 una tendencia en la cual se da un mayor porcentaje de germinacion del
cereal entre mayor sea el contenido inicial de acido fitico de éste, por lo cual se
considera que el acido fitico tiene importantes funciones en el desarrollo de la
planta ademas de depdsito de P.

* La germinacion dio como resultado un aumento en el % extractabilidad de Fegy, e
en casi todos los cereales (en sorgo y triticale no hubo cambios.)

* No se observo una relacion clara entre la disminucion del acido fitico y el aumento

en % extractabilidad de Feg, nci después de germinar.

7. RECOMENDACION

Se recomienda hacer estudios mas profundos (Fe biodisponible, acido oxalico,
vitamina C, etc.) en los cereales trabajados a fin de tener una comprension mas amplia de

los efectos de la germinacion en éstas muestras.
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