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1. INTRODUCCION

El amaranto, el frijol, la chia y el maiz eran los principales componentes de la
dieta de los pueblos americanos prehispanicos. De éstos, soélo el frijol y el
maiz contindan teniendo una gran importancia en casi todos los paises de
Latinoamérica; el amaranto es poco conocido, y la chia (Salvia hispanica) es
un claro ejemplo de un alimento casi perdido en la inmensidad de la historia
mesoamericana. Si bien la importancia de esta semilla en la alimentacion
actual de los mexicanos esta muy lejos de ser la que tenia en la antigliedad,
en el sureste de México (principalmente Jalisco) y de Centroamérica aun se

utiliza en la preparacion de alimentos y bebidas (Ayerza, 2006).

La semilla de chia es una buena fuente de proteinas puesto que presenta un
perfil notable al tener todos los aminoacidos indispensables. También
contiene grandes cantidades de aceite que varia entre un 28 y 32%, y dicho
aceite ofrece el porcentaje mas elevado de acido linolénico con respecto a

otras semillas. (Omega 3) (Atlas, 2011).

Por otro lado, la fibra soluble que contiene la semilla de chia permite que el
organismo prolongue su estado de hidratacion, retenga humedad y se
regulen mas eficientemente los fluidos corporales y la absorcién de
nutrimentos (Ayerza, 2006).

En afios recientes el interés por esta semilla ha resurgido y algunos
estudios han reportado que podria ser una buena fuente de fibra dietética,
proteina, acidos grasos omega 3 y antioxidantes. A pesar del interés por la
semilla aun no se han encontrado trabajos publicados sobre la calidad de la
proteina. Por lo anterior, se decidié estudiar su composicién quimica y la
calidad proteinica, ademas determinar si la semilla de chia mejora la
absorcion de hierro, utilizando los métodos biologicos de Relacion de la
Eficiencia de la Proteina (REP), Relacion Neta de la Proteina (RNP),
Digestibilidad y Balance de Hierro. La informacion generada se incluira en
una base de datos sobre la calidad proteinica de distintas fuentes animales y
vegetales, que sirva de consulta para los alumnos de la carrera de Quimica

de Alimentos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

» Evaluar composicién y la calidad proteinica de la semilla de chia
(Salvia hispanica) por métodos bioldgicos, asi como la absorcion de
hierro, para incluir los resultados en una base de datos sobre la
calidad proteinica de distintas fuentes animales y vegetales, bajo las
condiciones experimentales con las que cuenta la Facultad de
Quimica para su consulta por estudiantes de la carrera de Quimica de

Alimentos.

2.2 Objetivos especificos

» Determinar la composicidon quimica, contenido de hierro y calcio de la
semilla de chia (Salvia hispanica) por medio de un analisis

bromatoldgico.

» Evaluar la calidad proteinica de la semilla de chia (Salvia hispanica)
utilizando los métodos bioldgicos: Relacion de Eficiencia de la
Proteina (REP) y Relacién Neta de la Proteina (RNP) y Digestibilidad

aparente (Da).

» Determinar si la semilla de chia (Salvia hispanica) mejora la absorcién
de hierro mediante un balance de hierro a través de métodos

biolégicos.



3. ANTECEDENTES

3.1 Historia

Hay evidencia cientifica que muestra que la semilla de chia comenz6 a
usarse en la alimentacion humana unos 3500 afios a.C. Los
mesoamericanos ya disponian de ella en el afio 2600 a.C. y se convirtio en
un cultivo basico en el centro de México entre 1500 y 900 a.C ya que era

utilizada como moneda (Coates, 2012).

En la época precolombina, la semilla de chia era uno de los alimentos
basicos de las civilizaciones de América Central (los aztecas y los mayas),
después del maiz y frijol, y antes que el amaranto (Hernandez, 2007).

Los gobernantes aztecas recibian semillas de chia como tributo anual de las
naciones conquistadas y también se las ofrecian a los dioses durante las
ceremonias religiosas. Usaban la semilla de chia en distintos preparados
nutricionales y medicinales, asi como también en la elaboracion de
unglentos cosméticos. Era fuente de energia para travesias prolongadas v,
combinada con maiz, alimento para los guerreros. Una comida tipica (tzoalli)
la preparaban con semillas de amaranto y chia tostadas, miel de maguey y
harina de maiz. La harina de chia tostada se utilizaba en la preparacion de
una popular bebida refrescante y nutritiva, costumbre que, con variantes, hoy
persiste en nuestro pais y el resto de Centroamérica y se denomina “fresco o

refresco de chia” (agua, limén y chia).

Los ceramistas y pintores utilizaban el aceite de chia para la preparacion de
barnices y pinturas, que se destacaban por su brillo y resistencia al
envejecimiento. La harina de chia podia ser almacenada mucho tiempo,
podia transportarse facilmente en viajes largos y se utilizaba como moneda

de pago para tributos y transacciones (Bendafia, 2012).

Sin embargo, con la conquista espafiola se destruy0 la mayor parte del
sistema intensivo de produccion y comercializacion agricola en uso. Muchos
cultivos que habian mantenido una posicion relevante en las dietas

precolombinas americanas fueron eliminados por los espafioles debido a su



estrecha relacion con la religion y reemplazados por especies foraneas
(trigo, cebada, arroz, entre otros.) demandadas por los conquistadores.

Cabe mencionar que la poblacion de semillas de chia se componia de
semillas oscuras y blancas. Existen diferencias entre las semillas de chia
oscuras y blancas, en cuanto a contenido de proteina y composicion de
acidos grasos. Las semillas oscuras tienen mayor contenido de proteina,
mientras que en las blancas, el contenido de acido a- linolénico es mayor.
Aunque los aztecas no tenian como determinar quimicamente estas
caracteristicas, podian notar que los rendimientos en el campo eran mayores
con la semilla oscura, lo que explicaria, por qué la semilla oscura sobrevivié
y contindo creciendo y la blanca se perdi6 como cultivo independiente
(Ayerza, 1996). Sin embargo, recientemente Ayerza (2013) inform6 que al
analizar la composicion quimica de semillas de chia blancas y negras, no
hubo diferencia significativa en el contenido de proteina, aceite y en el perfil
de &cidos grasos entre las semillas oscuras y semillas blancas cultivadas en

cinco ecosistemas diferentes.
3.2 Clasificacion botanica

La palabra chia es una adaptacion espafiola de la palabra nahuatl chian o

chien que en plural significa “semilla de la que se obtiene aceite”.

Chia también es el nombre comin de otras numerosas plantas nativas de
México y aunque la mayoria pertenece al género Salvia (Laminaceae),
algunas son del género Hypislaminaceae) y la del género Amaranthus

(Amaranthaceae) (Ayerza, 2006).

La chia (Salvia hispanica) es una planta anual, de verano, que pertenece a
la familia de las Laminaceae; originaria de México. Mide de 1 a 1.5 metros
de altura de tallos cuadrangulares, hojas ovaladas, las flores se producen en
las espigas terminales. La mayoria de las variedades tienen flores de color
azul, morado y blanco. En el fruto se encuentran las semillas que son
ovaladas, lisas, brillantes de color obscuro grisaceo, con manchas

irregulares color rojizo (Vega, 2010).



3.3 Condiciones de cultivo

La semilla de chia se cultiva en climas tropicales y subtropicales, y no es
tolerante a las heladas.

Los lugares mas apropiados para su siembra son los del clima célido o
templado con suelos arenosos, las tierras ricas en nitrdgeno no son muy
apropiadas para su cultivo, porque originan un desarrollo de tallos y hojas, y
la produccion de semillas y flores es escasa por lo que se pueden
aprovechar suelos que no son aptos para otro tipo de cultivos. La siembra
debe programarse de manera que la cosecha no se realice en el periodo de
lluvias, y se cosechard cuando hayan desaparecido todas las flores; las
semillas se separaran facilmente, ya sea por friccion con la palma de la
mano o bien si se corta la planta, debe dejarse secar y finalmente sacudir

para desprender las semillas (Cooper, 2006).

En la Figura 1 se muestra la planta de la chia (Salvia hispanica), en este

caso las flores son de color morado.

Figura 1. Salvia hispanica L., Jardin Etnobotanico, Oaxaca, México.
Foto: Pedro Tenorio Lezama, 2002



3.4 Distribucion de la chia ( Salvia hispanica)

En la actualidad la chia se cultiva en Argentina, Bolivia y México. En
Argentina y México es un cultivo de verano-otofio, en Bolivia la chia es un
cultivo de otofio-invierno, sembrada después de la cosecha de los otros

cultivos.

Los botanicos estiman que en México hay 275 especies, de las cuales el
88% son endémicas. La mayor diversidad de la especie Salvia se encuentra
en el oeste de México, entre los 500 y 700 metros sobre el nivel del mar, lo

gue hace presumir que su origen se encontraba alli (Ayerza, 2006).

Se distribuye en los estados de Sinaloa, Jalisco: Cuautitlan, Ahualulco de
Mercado, Toliman; y en Michoacan: Tzintzuntzan, Uruapan, Zacapu,

Erongaricuaro, Huaniqueo, Morelia, Patzcuaro y La Piedad.

En los paises donde la chia no es nativa, como en la Gran Bretafia el cultivo
es a pequefia escala: las semillas se siembran en un invernadero en marzo y
abril. La germinacion usualmente tarda un lapso de dos semanas. Dichos
germinados se trasplantan cuando tienen la altura suficiente para ser

colocadas en macetas individuales (Beltran, 2003).

3.5 Composicidon quimica y caracteristicas nutricionales de la semilla

de chia (Salvia hispanica).

En la literatura se encuentran diversos resultados sobre las caracteristicas
de la semilla de chia, observandose un alto contenido de proteina que va
desde un 16% a 23% y fibra desde 18% a 34%. Por lo anterior la semilla de
chia ha resultado ser atractiva como fuente de proteina vegetal y fibra. A
continuacion se describe su composicibn quimica y caracteristicas

nutricionales.
3.5.1 Acidos grasos de la semilla de chia
La cantidad de aceite que contiene la semilla de chia es de 3 a 10 veces

mayor que la concentracidbn que tienen la mayoria de los granos. El

fraccionamiento del aceite de semilla de chia muestra la siguiente



composicién, en porcentaje de los lipidos totales: 97.1% de lipidos neutros,
2.0% de (glicolipidos y 0.9% de fosfolipidos. Los &cidos grasos
predominantes en las fracciones de los glicolipidos y los fosfolipidos son
palmitico y linoleico, mientras que en la fraccion de los neutros es a-

linolénico.

La semilla de chia se caracteriza por su gran riqueza en acidos grasos
indispensables para el organismo humano ya que son Utiles para elaborar
lipidos necesarios para muchas funciones metabdlicas, como aquellos que
participan en las sefales nerviosas y neuronales y en actividades
glandulares. Ademas representa la fuente vegetal de mayor concentracion
de acidos grasos omega-3. Sus semillas poseen hasta un 33% de aceite, del
cual el acido linolénico (omega-3) representa el 62% y el linoleico (omega-6)
el 20%. En la Tabla 1 se presenta una recopilaciéon de varios autores que
describen la composicion de los acidos grasos de la semilla de chia, se
observa que el acido linolénico es el que predomina, seguido del contenido
de éacido linoleico, palmitico, oleico y finalmente estearico (Beltran, 2013;
Bendafa, 2012).

Por lo tanto, el porcentaje combinado de acidos grasos indispensables (a-
linolénico vy linoleico) de la semilla de chia es de (82.3%). Le siguen el
cartamo (75%), lino (72%) y el girasol (67%). La diferencia entre la chia, el
cartamo y el girasol es aun mas significativa si se consideran que estos dos
altimos contienen cantidades minimas de &cido a-linolénico (Bushway,
1984).

Por otra parte se encontrd, en la fraccion lipidica de la semilla de chia de
Jalisco y Sinaloa, cantidades significativas de escualeno vy fitoesteroles, los
cuales son componentes conocidos por tener efectos hipocolesterolémicos
y anticancerigenos. Dicha caracterizacion de la fraccion lipidica de las
variedades mexicanas proporciond informacién que sugiere su uso como
fuente de dichos compuestos considerando la tendencia actual hacia un
aumento del consumo de alimentos funcionales. También se abre la
posibilidad de utilizar la semilla como materia prima para fines industriales
(Alvarez, 2008).



Tabla 1. Composicién de acidos grasos del aceite de chia

Ayerza Heuer Ayerza Peiretti Chicco

Aceite (%) (1996) (2002) (2006) (2008) (2009)
Palmitico 16:0 6.4-7.9 7.6-8.7 6.9 7.1 6.6
Estearico 18:0 2.4-3.2 2.6-3.0 2.8 3.3 2.8
Oleico 18:1 6.0-6.6 6.1-6.3 6.6 6 6.8

Linoleico 18:2 17.0-20.1 17.4-18.7 19.0 18.8 18.6
Linolénico 18:3 63.2-67.8 63.5-65.1 63.8 64.1 64.6

3.5.2 Contenido de proteinas y composicion de aminoacidos

La semilla de chia es una fuente completa de proteina ya que contiene todos
los aminoacidos indispensables (aquellos que no pueden ser sintetizados
por el organismo), en la Tabla 2 se puede observar el contenido de
aminodacidos indispensables y dispensables en la semilla de chia (Bushway,
1981; Atlas, 2011).

Al comparar el contenido de lisina y triptéfano en la semilla de chia (3.6
g/16 g Ny 1.29 g/16 g N) con otros cereales de mayor comercializacion
como la avena (2.76 g/16 y 1.18 g/16 g N), maiz (2.50 g/16 g Ny 0.60 g/16 g
N) y trigo (2.60 g/16 N y 1.10 g/16 g N) se observa que es mayor
respectivamente. Por lo anterior, la semilla de chia puede ser una fuente
atractiva de lisina y triptéfano, ya que estos aminoacidos suelen ser mas
abundantes en las proteinas de origen animal y en leguminosas.Ademas de
que puede ser una buena fuente de aminoacidos azufrados (metionina y
cisteina) (Wioletta, 2009).

La proteina que contiene la semilla de chia se digiere y se absorbe
facilmente, lo cual resulta en un transporte rapido a los tejidos y su utilizacién
por las células del organismo. Esta rapida asimilacion de la proteina hace
que la chia sea importante en la dieta de los nifios, aunque también en las

etapas del embarazo y lactancia (Beltran, 2003).



Tabla 2. Contenido de aminoé&cidos del hidrolizado de proteinas de semillas

de chia. (Salvia hispanica L.).

Chia Chia
Aminoéacido (ES g/16gN) | (EP g/16gN)
Leucina 5.89 5.99
Isoleucina 3.21 3.35
Lisina 4.44 3.6

" Treonina 3.43 3.23
g § % Triptofano 1.29
=1 ;’i Valina 5.1 5.32
2 Fenilalanina 4.73 4.77
= Metionina 0.36 0.36
Histidina 2.57 2.45
Arginina 8.9 8.63
Alanina 4.31 4.41
Glicina 4.22 4.03
Serina 4.86 4.43
% Prolina 4.4 3.92
& Tirosina 2.75 2.75
_% Acido aspartico 7.64 7.36
Q Acido glutamico 12.4 13.65
Cisteina 1.47 1.04
Total 80.64 80.81

Fuente: Bushway, 1981.

ES- Extracci6n por solvente; EP-Extraccion por prensa.
3.5.3 Fibra

La Fibra Dietética Total (FDT) es un término general para una mezcla
heterogénea de componentes de los alimentos vegetales (estructuras de
soporte de las paredes celulares de las plantas y las sustancias intimamente
relacionadas con ellos) que no son digeridos por las enzimas del tracto

gastrointestinal. Los componentes tipicos de la fibra dietética incluyen



celulosa, hemicelulosa, lignina, pectinas y una variedad de mucilagos. Todos
estos excepto la lignina son polisacaridos. La heterogeneidad de la fibra

dietética es la razon principal de la diversidad de sus efectos fisioldgicos.

El término de Fibra Dietética Total (FDT) incluye tanto la fibra dietética
insoluble y soluble en agua. La fibra insoluble consiste principalmente en
componentes de la pared celular, tales como celulosa, lignina vy
hemicelulosa. Estad presente principalmente en el trigo, la mayoria de los
productos de cereales y verduras. Dentro de sus ventajas se encuentra que

acorta el tiempo de transito intestinal, aumentando la masa fecal.

La fibra soluble se compone de polisacaridos no celulésicos como la pectina,
gomas y mucilagos, se encuentra principalmente en frutas, avena, cebada y
legumbres. Dentro de los beneficios de la fibra soluble se encuentra su
capacidad de hincharse al absorber agua, esto produce la formacion de un
gel y un consiguiente aumento del volumen en las heces, lo que provoca
movimientos peristalticos mas frecuentes del intestino y por lo tanto ayuda a
reducir la probabilidad de trastornos del tracto intestinal y estrefiimiento,
permite que la glucosa sea absorbida lentamente por el organismo, con lo
cual se mejora la tolerancia a ésta, por tal motivo es benéfica para los
diabéticos, y mejora la funcion del sistema inmune, ademas de que
disminuye los niveles de colesterol en sangre (Dreher,2001; Reyes, 2008;
Vazquez, 2008).

La semilla de chia tiene una considerable proporcion de hidratos de carbono

no digeribles y de estructura compleja que son considerados como fibra.

El contenido de fibra en la harina residual de chia representa alrededor de
un 40%, de la cual un 5% corresponde a fibra soluble, denominada
mucilago. Las semillas de chia al ser sumergidas en agua, quedan
envueltas por un material de aspecto gelatinoso conocido como mucilago, el
cual es de interés no soOlo desde el punto de vista nutrimental sino de
importancia como agente espesante en la industria alimentaria (Ixtaina,
2010).
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3.5.4 Vitaminas y nutrimentos inorganicos

Las vitaminas comprenden un grupo diverso de compuestos organicos con
funciones biologicas importantes, y forman parte de los componentes

minoritarios de los alimentos (Fennema, 1995).

Los nutrimentos inorganicos cumplen funciones tanto cataliticas como
estructurales. Dentro de las primeras se debe mencionar la regulacion
metabdlica, en la que, por ejemplo, el hierro al formar parte de los
citocromos interviene en la cadena respiratoria. La cantidad que el
organismo humano requiere de estos nutrimentos es muy pequefia
(miligramos o microgramos) y generalmente la dieta suele ser suficiente para

cubrir dichas necesidades (Casanueva, 2010).

En la Tabla 3 se presentan el contenido de vitaminas y nutrimentos

inorganicos en la semilla de chia.

La semilla de chia es una buena fuente de vitamina Bs. Descubrimientos
muestran que los niveles bajos de vitamina B en la sangre estan ligados a un
riesgo creciente de sufrir una enfermedad cardiocoronaria. Esto se debe a
que la homocisteina, un aminoacido que no forma proteinas y no es un
constituyente dietario normal se eleva cuando los niveles de &cido folico y

vitamina B son inadecuados.

La comparaciéon del contenido de vitaminas de la chia con otros cultivos
tradicionales muestra que tiene mas niacina que el maiz, la soya, el arroz y
el cartamo. El contenido de tiamina y riboflavina es similar al del arroz y

maiz.

La semilla de chia es una fuente excelente de calcio, fosforo, magnesio,
potasio, hierro, zinc y cobre. Los niveles de hierro son elevados y
representan una cantidad inusual para una semilla que, comparada con
otros productos tradicionales conocidos como fuentes ricas en hierro
presenta, por cada 100 gramos de porcion comestible, 6, 1.8 y 2.4 veces
mas cantidad de hierro que la espinaca, las lentejas y el higado vacuno
respectivamente (Ayerza, 2006).

11



Nutrimentos inorganicos

Tabla 3. Contenido de vitaminas y nutrimentos inorganicos en semillas de

chia y harina de chia desengrasada (mg/100 g).

Vitaminas

Semilla entera de Harina
Nutrimento chia desengrasada
Calcio 714 1.18
Potasio 700 1.10
Magnesio 390 500
Fosforo 1.067 1.17
Aluminio 2.0 4.3
Boro 1.4
Cobre 0.2 2.6
Hierro 16.4 20.4
Manganeso 2.3 6.8
Molibdeno 0.2
Sodio 2.9
Zinc 3.7 8.5
Niacina 6.13 11.30
Tiamina 0.18 0.79
Rivoflavina 0.04 0.46
Vitamina A 441U

Fuente: Ayerza, 2006.

3.5.5 Antioxidantes

Un radical libre es una especie quimica definida que tiene en su estructura
uno o mas electrones desapareados, lo que lo convierte en un compuesto
altamente inestable y reactivo. Los radicales libres pueden modificar la
estructura de otras moléculas (proteinas, acidos nucleicos, lipidos e hidratos
de carbono) y alterar su capacidad funcional (Fit6, 2003; Casanueva, 2010).

Un antioxidante se define como “cualquier sustancia que cuando esta
presente a bajas concentraciones retrasa o previene la oxidacion” (Ruiz,
2009).
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Los antioxidantes mas importantes de la chia son los &cidos clorogénico y
cafeinico, tanto como los flavonoides mirecitina, quercetina y kaempferol,
estos compuestos son antioxidantes primarios y sinérgicos, es por esto que
los aztecas pudieron comercializar semillas y harina por largos periodos de

tiempo sin que hubiera deterioro del producto por rancidez (Reyes, 2008).

La semilla de chia cuenta con una capacidad antioxidante comparable y en
algunos casos superiores a ciertos alimentos catalogados como ricos en
antioxidantes como la frambuesa, cereza, manzana roja, granada y kiwi, lo
cual convierte a la semilla de chia en un alimento viable para complementar

antioxidantes (Gonzalez, 2010).
3.5.6 Aplicaciones y potenciales usos de la semilla de chia

Industria de alimentos

Los aceites esenciales que contiene la semilla de chia pueden usarse en la
industria de saborizantes y fragancias. Debido a las ventajas nutricionales
del aceite se esta usando en la adicion de panes, pastas, chocolate, mezclas
de aceite de oliva (Crispin, 2006; Hernandez, 2008; Peiretti, 2010).

Mezclando la semilla de chia con alimento para pollos se obtiene carne de
pollo con aroma agradable para el consumidor, ademas se mejora el perfil
de lipidos aumentando el contenido de &cidos grasos omega 3. Diversos
estudios cientificos han informado acerca de la ventaja nutricional de las
semillas de chia en la nutricion de aves, conejos, vacas y en la dieta de

vacas para produccion lechera (Ayerza, 2001; Peiretti, 2010; Vega, 2010).

Por otro lado el mucilago de la testa de semilla de chia es un polisacarido util

como fibra soluble y dietética (Hernandez, 2008).

Actualmente esta en proceso de ser aceptada como un nuevo ingrediente
para la elaboracion de pan por la UK Food Standards del Reino Unido como

una fuente de acidos grasos omega-3 (Cooper, 2006).

Se ha visto que a partir de la chia se obtiene una pelicula (un film)
biodegradable que se adhiere o cubre a los alimentos y los protege,
alargando su vida util. Su propésito es inhibir o reducir la migracién de

humedad, oxigeno, dioxido de carbono, aromas y pigmentos. Este
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recubrimiento es comestible, sin olor ni sabor y puede servir como
antioxidante o antimicrobiano. Ademas como es biodegradable, no perjudica

el medio ambiente (Nolasco, 2012).

Por su parte Borneo (2010) realiz6 un estudio en la elaboracion de pan;
encontré que la chia al tener contacto con el agua forma un gel que puede
sustituir el 25% del huevo sin modificar las propiedades organolépticas del

pan, y mejorando el contenido nutrimental en éstos.

Las disoluciones acuosas de mucilago de chia permiten estabilizar
emulsiones como mayonesas, helados y saborizantes liquidos. Se observé
también que al mezclar de 0.1 a 0.5 g de mucilago pulverizado con 50-200
mL de leche, el mucilago propicia la floculacion de la leche y esta accion,
puede aprovecharse en el proceso de elaboracion de quesos, requesones
(Duarte, 2011).

Medicinal

Desde tiempo atrds se usa para retirar cuerpos extrafios de los ojos
introduciendo una semilla al hincharse con la humedad, engloba el cuerpo

extrafio extrayéndolo (Waizel, 2006).

Consumo de capsulas de aceite de chia.
Industria cosmética

Como estabilizante de cremas y shampoos.

Con el aceite de la semilla de chia se elaboran lacas artesanales
(Hernandez, 2008; Duarte, 2011).

3.6 Hierro
El hierro es un nutrimento indispensable ya que cumple diversas funciones
biolégicas: forma parte de la hemoglobina, mioglobina, de los sistemas

citocromaticos, peroxidasas, catalasas y diversas enzimas.
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3.6.1 Distribucion de hierro en el cuerpo

Los cuerpos de hombres y mujeres adultos contienen 55 mg y 45 mg de
hierro por kilogramo de peso corporal, respectivamente. El hierro se
encuentra como hierro funcional (este corresponde al hierro que se
encuentra realizando una funcibn metabdlica), hierro de reserva (se
encuentra en el higado, bazo y mucosa intestinal y esta en dos formas
principales, la ferritina y la hemosiderina y el hierro de transporte (se
encuentra unido a la transferrina en forma férrica (Kathleen, 2001; Gonzalez,
2007; Gunnar, 2007).

3.6.2 Formas y fuentes de hierro

El hierro se encuentra en alimentos en dos formas:

1) Hierro hemo: Se caracteriza por su alta solubilidad, que permite la facil
absorcion por la mucosa intestinal y se encuentra principalmente en
tejidos animales. Se encuentra en carnes rojas, higado y visceras en

forma de hemoglobina, y mioglobina.

2) El hierro no —hemo: Requiere para su absorcion la unién a una proteina
de membrana, la molécula transportadora de metales divalentes (DMT-
1) y se encuentra en alimentos de origen vegetal asi como también en

productos lacteos y huevo (Palomo, 2011).

En la Tabla 4 se presenta el contenido de hierro en diversos alimentos de

origen animal y vegetal.
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Tabla 4. Contenido de hierro en varios alimentos de origen animal y vegetal.

Yema de huevo 7.2
Pierna de cerdo 1.7
Carne de ternera 2.1
Pollo asado 1.8
Avena en grano 4.0
Germen de trigo 7.5
Pan de centeno integral 3.0
Uvas pasas 2.7
Almendra 4.7
Avellana 3.8
Semilla de girasol 7.0
Espinaca 4.1
Perejil 8.0
Garbanzo 6.5
Lenteja 7.0

Fuente: Pérez, 2007

3.6.3 Funciones del hierro
El hierro participa en diversas funciones, entre las cuales se encuentran:

 En la eritropoyesis, en donde interviene en procesos de division
celular y sintesis de hemoglobina y mioglobina.

e En el ciclo de Krebs forma parte de algunas enzimas y en la
respiracion celular como transportador de electrones en los
citocromos.

e La produccién de ATP dentro de la mitocondria utiliza muchas
enzimas que contienen hierro.

» El hierro es necesario para la funcion cerebral normal de todas las
edades, ya que participa en sintesis de algunos neurotranmisores y

de la mielina. Asi, se han observado diferencias en el rendimiento
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escolar, la atencion, el aprendizaje y la capacidad de memorizaciéon
entre nifos con anemia y con niveles normales de hierro (Soriano,
2006; Trejo, 2006).

3.6.4 Absorcién

La cantidad de hierro absorbido a partir de la dieta varia muchisimo de una
persona a otra, e incluso en la misma de un momento a otro. Se ve afectada
por la concentracion de hierro en la sangre y por la presencia de otros
factores dietéticos. Aunque el hierro puede absorberse a lo largo de todo el
intestino, su absorcion es mas eficiente en el duodeno y la parte alta del
yeyuno, para su absorcion es necesario que tenga forma soluble y para ello
debe encontrarse en estado reducido (Fe?"), pues la forma férrica (Fe*") al
ser insoluble, es menos absorbible por la mucosa intestinal, la mayor parte
del hierro se reutiliza y muy poco se excreta (Bender, 1995; Trejo, 2006).

El enterocito reconoce a dos tipos de hierro segun su forma quimica.
La absorcion del hierro hemo y no hemo a través de los enterocitos sigue

diferentes caminos.

El hierro no hemo es captado por dos mecanismos: difusion a traves de las
células de la mucosa o utilizando un mecanismo activo mediante

transportadores dependientes de energia.

Un agente reductor (ascorbato), reduce el hierro no hemo férrico a hierro
ferroso en el lumen o el hierro forma quelatos solubles con compuestos
luminales. El ion es entonces transferido a una proteina lo que permite su
unidn especifica a un transportador de hierro al interior de la célula. Una vez
en el interior el hierro es transferido a proteinas semejantes a la transferrina,
gue lo ceden a la ferritina por lo que queda asi en el enterocito.

La absorcion del hierro hemo tiene lugar como una estructura porfirinica
intacta, a través de receptores especificos presentes en la mucosa del borde
en el cepillo y se encuentra poco influenciado por los factores luminales, ya
gue en esta forma quimica no puede ser quelado por los diferentes ligandos,
lo que justifica su mayor absorcion respecto al hierro no hemo.

Una vez captado el hierro hemo, la estructura porfirinica es degradada

mediante una homoxigenasa, Yy se genera bilirrubina que pasa a la
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circulacién portal, por lo que queda el hierro en forma inorganica formando

parte del total del hierro enterocitario comun (Rodak, 2004; Soriano, 2006).

3.6.5 Deficiencia de hierro y enfermedades

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que existen
aproximadamente 2,000 millones de personas con anemia y se estima que
la deficiencia de hierro es la causa en el 50% de los casos (Palomo, 2011).
La anemia por deficiencia de hierro es uno de los problemas de salud
publica con mayor magnitud en todo el mundo. A pesar de conocer su
etiologia y tener a disposicion el conocimiento de cémo enfrentarla y de
saber que las inversiones son de bajo costo, aun no se ha podido superar
este problema (Wilma, 1998).

La importancia de anemia ferropénica radica en las consecuencias que
tiene sobre la salud, por ejemplo: la anemia en nifios e infantes esta
asociada con retardo en el crecimiento y en el desarrollo cognoscitivo, asi
como con una resistencia disminuida a las infecciones. En los adultos, la
anemia produce fatiga y disminuye la capacidad de trabajo fisico. En las
embarazadas se asocia con el bajo peso al nacer y un incremento en la

mortalidad perinatal.

La informacion mas reciente en nuestro pais sobre la prevalencia de anemia
se ha obtenido a través de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) de acuerdo con los datos encontrados en 2012, la prevalencia
de anemia sigue siendo un problema serio en México, especialmente en los
ninos menores de cinco afos y muy en particular en los de 12 a 24 meses
de edad, en los cuales, a pesar de que ha disminuido 16.6% en los ultimos
13 afios, aun se detectan prevalencias que indican un riesgo elevado y la

necesidad de reforzar acciones de manera urgente (Franco, 2012).

3.6.6 Factores que influyen sobre la absorcién del hierro
La absorcibn de hierro estd determinada por factores intrinsecos o
fisioloégicos, como el balance del micronutrimento, edad, estado fisiologico,

sexo, secreciones acidas, la hipoxia o el transito intestinal y las infecciones.
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Ademas hay factores dietarios que pueden aumentar o disminuir la
biodisponibilidad del hierro (Gunnar, 2007).

La biodisponibilidad se define como la proporcion de nutrimento en el
alimento ingerido que resulta accesible para su utilizacion en procesos
metabdlicos. En el caso de los nutrimentos minerales. La biodisponibilidad
puede variar por diversos factores: la concentracion y tipo de nutrimento, la
interaccion con los otros nutrimentos presentes en la dieta y el estado

nutricional de la persona (Fennema, 1995).

3.6.6.1 Factores que disminuyen la absorcion de hierro

Acido fitico

El &cido fitico (fitato) contiene seis grupos de fosfato con una alta capacidad
de unir los cationes como el hierro, causando interacciones entre ellos.
También reacciona con las proteinas para formar complejos de variada

composicion (Delgado, 1999; Urdampilleta, 2010).

Calcio, Fosforo y Zinc

El efecto negativo de los nutrimentos inorganicos, como el calcio, el fésforo
o el zinc, se debe a que compiten por los transportadores de membrana de
los enterocitos, modifican el estado de oxidacion o interfieren en el
metabolismo del Fe. Por ejemplo: En el caso del calcio tiene especial
importancia, ya que ademas de intervenir en la biodisponibilidad de hierro no
hemo, interviene también en la biodisponibilidad de hierro hemo
(Urdampilleta, 2010).

Cuando existe deficiencia de zinc puede causar una disminucién dramatica
en la actividad de la ferroxidasa, la cual se encarga de movilizar el hierro de
los depdsitos de almacenamiento y de incorporarlo a la hemoglobina
provocando una deficiencia de hierro. La relacion de Zn y Fe, tiene que ser
muy elevada para que se den interacciones altas, por ejemplo, existe una
disminucién de biodisponibilidad de Fe en

un 50%, cuando la proporcion de Zn/Fe en una solucion acuosa es superior
a 5:1 (Fischer, 2005; Pizarro, 2005).
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Fibra

La fibra dietética se ha asociado con efectos negativos en la absorcion de
minerales, no obstante existe controversia entre las investigaciones
realizadas in vitro e in vivo, mas que el efecto de la fibra, la disminucién de la
absorcién de minerales se debe a los alimentos ricos en fibra que contiene

fitatos unidos a la fibra insoluble.

Polifenoles
Los polifenoles también ejercen un efecto inhibidor sobre el hierro. Al actuar
como prooxidante en la quelacion del hierro (Urdampilleta, 2010).

3.6.6.2 Factores que favorecen la absorcion de hierro

Acido ascérbico (vitamina C)

El efecto de la vitamina C se le atribuye a la capacidad que tiene para
reducir el hierro no hemo y mantener la solubilidad a un pH alto. Este efecto
promotor se observa mas en alimentos con un alto poder inhibidor de la

absorcion del hierro como el acido fitico.

Aminoacidos

Los aminoacidos ricos en histidina y enlaces sulfihidrilos aumentan la
absorciéon de hierro no hemo. Por lo tanto, las carnes con alto contenido en
actina y miosina, son las que aumentan la biodisponibilidad de hierro no

hemo.

Vitamina A

Se ha propuesto que esta vitamina ayuda en la movilizacion de las reservas
de hierro, asi como en la reutilizacion del mismo para la eritropoyesis. Por
otro lado, la vitamina A como los betacarotenos ayuda a la solubilizacion del
hierro no hemo, contrarrestando asi el efecto de algunos inhibidores como
los fitatos (Urdampilleta, 2010).
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Fructooligosacaridos (FOS)

Los fructooligosacaridos (FOS) estimulan la absorcibn de varios
micronutrimentos como el calcio, magnesio, zinc y hierro. Existen estudios
en animales, que muestran que la adicion de FOS incrementa la absorcion
de hierro hasta 10%, de la misma manera que la adicion de
fructooligosacaridos de cadena corta (FOScc) mejoraban la recuperacion de
ratas anémicas y que podian prevenir la anemia mejorando la absorcion
tanto del hierro hemo como del no hemo (Delzenne 1995). Al parecer este
efecto se debia al efecto de los acidos orgénicos (lactato) y acidos grasos de
cadena corta producidos por las bacterias del lumen a partir de la
fermentacion de los fructoolisacaridos de cadena corta (FOScc)
(Urdampilleta, 2010).

3.6.7 Requerimientos

En la Tabla 5 se muestran los valores de la Ingesta Diaria Sugerida (IDS) de

hierro para la poblacion mexicana.

Tabla 5. Valores de IDS de hierro para la poblacion mexicana.
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MUJERES

9 a 13 afios 16
14 a 18 afios 22
19 a 30 afios 21
31 a 50 afios 21
51 a 70 afios 12
>70 afos 12
Embarazadas 28
Lactantes 17-25

*s.i.: sin informacién suficiente para establecer una IDS
Fuente: Bourges, 2005.

3.7 Fumarato Ferroso

El fumarato ferroso junto con el succinato ferroso se clasifica entre los
compuestos de hierro poco solubles en agua y clasificados como buenas
fuentes (definidas como aquellas que permiten la absorcion del 70% referido
a sulfato ferroso). Estos compuestos se disuelven en la concentracion acida
normal del estdmago. Han demostrado ser efectivos en la adicion a cereales

ya que no se han detectado problemas de enranciamiento de estos ultimos.

Por otra parte, este tipo de compuestos no pueden ser utilizados en medios
liquidos neutros, ya que precipitan debido a su baja solubilidad.

Dentro de las ventajas que ofrece el fumarato ferroso se encuentra que tiene
una baja interaccion con la matriz alimentaria y por lo tanto causa menos

cambios sensoriales (Robinson, 1999; Boccio, 2004).
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4. METODOLOGIA
4.1 Diagrama general de la investigacion

Seleccién de la Materia
Prima (semilla de chia)
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(molienda)
An’éI‘isis Determinacién de
Bromatoldgico (AOAC, calcio y hierro (AOAC,
2005) 2005)
» . Ensayos bioldgicos
Elaboracién de dietas
Ensayos Bioldgicos Determinacion de
hierro en las dietasy
REP, RPN, D
heces

Balance de hierro
Balance de hierro

Analisis estadistico

[ Conclusiones ]
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4.2 Seleccién de la materia prima

Se adquirié 3 kg de semilla de chia, marca Agrobeck ®, originaria del estado
de Jalisco.

4.3 Acondicionamiento de la materia prima

Se peso6 2.5 kg de semillas de Chia Marca Agrobeck ®, se molié la muestra
en licuadora y posteriormente se tamizé por malla No.20, para obtener un

tamafo de particula homogéneo menor a 0.84 mm.
4.4 ANALISIS BROMATOLOGICO

Se realiz6 el analisis bromatoldgico de acuerdo a los métodos propuestos
por la A.O.A.C (2005) que consistieron en la determinacion de humedad por
secado en estufa a 100 °C (método 950.01), cenizas por calcinacion
(método 923.03), extraccion de grasa el método de Goldfisch (método
920.85), fibra cruda por digestiéon acida y alcalina (método 920.86) y proteina
cruda por método de Kjedahl (método 960.52A). Los hidratos de carbono se

determinaron por diferencia.

Se determiné calcio (Ca) por el método de titulacion con permanganato de
potasio (método 944.03) y contenido de hierro (Fe) por método colorimétrico

con o-fenantrolina (método 944.02).
4.4.1 Determinacion de humedad

Fundamento: La determinacion de secado en estufa se basa en la pérdida
de peso de la muestra por evaporacion del agua. Para esto se requiere que
la muestra sea térmicamente estable y que no contenga una cantidad

significativa de compuestos volatiles (Nollet, 1996).

4.4.2 Determinacion de proteina cruda

Fundamento: EI procedimiento de referencia Kjeldahl determina la materia
nitrogenada total, que incluye tanto las no proteinas como las proteinas
verdaderas (Pearson, 1993).

El proceso consta de tres pasos:
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a) Digestion. Consiste en la oxidacion de la materia organica por accion
del acido sulfarico y la liberacion del nitrégeno como sulfato acido de
amonio.

A
Materia Organica + H,SO, —» CO, + H,O + NH4H SO, + SO,

b) Destilacion: Consiste en la liberacién del nitrégeno como amoniaco
por la accion de un alcali fuerte y destilacion del amoniaco por

arrastre de vapor y retenido en acido borico.

NH4H SO4 + 2 NaOH — Na,SO,4 + NH3T + 2H,0
NHJ + H3BO3—>(NH4) 3BO3

c) Titulacion: Se titula el amoniaco liberado con &cido (HCI).
(NH4) 3BO3; + 3 HCI —» 3 NH4Cl + 3 H3BO3

4.4.3. Determinacion de grasa cruda

Fundamento: Es una extraccion continua por disolvente donde a la muestra
se le hace pasar vapor de disolvente y la grasa se cuantifica por pérdida de
peso en la muestra o por grasa removida (Nielsen, 1998).

4.4 4. Determinacion de cenizas

Fundamento: Toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una
temperatura que fluctia entre los 550 -600°C; el material inorganico que no

se volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza (Nollet, 1996).

4.4.5. Determinacion de fibra cruda

Fundamento: La fibra cruda es la fraccion organica de la muestra que
resiste un tratamiento alternado de &cido sulfurico e hidroxido de sodio
hirviente al 1.25%. ElI compuesto mas abundante de este residuo es el
carbohidrato celulosa y en menores cantidades hemicelulosa, ligninas y

pentosanas.
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4.4.6. Determinacién de hidratos de carbono

Fundamento: Son los hidratos de carbono no fibrosos como los almidones
y los azucares. Si se suman los porcentajes de humedad, cenizas, proteinas,
grasa cruda y fibra cruda y el total se resta de 100, se puede suponer que

esta diferencia corresponde a los hidratos de carbono (Cunniff, 1995).
4.5 Determinacion de hierro total:

Fundamento: EI hierro presente en los alimentos queda en las cenizas
después de la calcinacion. Se redisuelve con HCl y se reduce de Fe®*" a Fe®*
con ayuda del clorhidrato de hidroxilamina. La forma reducida genera un
compuesto de color rojo con la o-fenantrolina estable a pH 4 que absorbe a
530 nm (Sierra, 2007).

. 2
aFe® + 2 HN——OH —— 4Fe” +N,O+H,0 +4H"
Hidroxilamina

2 * 2
Fe” + 3Fen —H = [Fe(Fen) 5] + 3H"
o-fenantrolina Ferroina
(complejo colorido)

4.6 Determinacion de calcio total:

Fundamento: EIl ion calcio es precipitado cuantitativamente como oxalato de

calcio, mediante la accion del oxalato de amonio. El precipitado de oxalato

calcico es soluble en acido sulfurico, pasando a la forma de acido oxalico y el

acido oxalico se titula con una disolucion valorada de permanganato de potasio
(Jaimes, 1999):

ca®" + NH4C,04 — CaC,0,4 + NH,"
CaC,04 + H,SO4 — H,C,04 + CaS0Oy

5C,04% + 2MnO4 + 16H" — 10CO, + 2Mn* + 8H,0
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4.7 METODOS BIOLOGICOS

4.7.1 Determinacion de la Relacion de Eficiencia Proteinica (REP)

La Relacion de Eficiencia Proteinica (REP) se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por la A.O.A.C. 960.48 (2005).

Fundamento: Se basa en el grado de crecimiento de un animal bajo condiciones
bien definidas. Proporciona informacion para evaluar la calidad nutrimental de la
proteina, ya que si ésta es deficiente en uno o mas aminoéacidos indispensables, o
estos no estan biodisponibles para ser absorbidos, el crecimiento del animal se
vera reducido al compararse con una proteina de referencia utilizada al mismo
tiempo que la que esta en prueba. Para que este método tenga reproducibilidad es
necesario que la dieta de prueba contenga la misma concentracion de proteina
gue la dieta de referencia, y su aporte se debe ajustar a las necesidades minimas
del organismo y a la eficiencia en su utilizacion para garantizar que se
aprovechara en su totalidad, confirmandose experimentalmente que un nivel de
10% de proteina es el aconsejable; es decir, que la dieta sea isoproteinica e
isoenergética a la dieta de referencia, ademas de llevar los otros micronutrimentos
requeridos como vitaminas y minerales. Con esto la Unica variable sera la calidad

de la proteina del alimento en estudio (Adrian, 2000).
4.7.2 Determinacion de la Relacion Neta de la Proteina (RNP)

Fundamento: Determina la cantidad de peso corporal que se perderia si el animal
de experimentacién no ingiriera proteina durante el periodo de ensayo, ya que
antes de que se genere el incremento de peso corporal, la proteina por ensayar
debe cubrir las necesidades proteinicas de mantenimiento y elimina casi por
completo el efecto no deseable que producen proteinas de baja calidad al realizar
el método de REP.

Debido a que el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica no permite utilizar un lote de

ratas alimentadas con una dieta libre de nitrégeno (DLN), para evitar el estrés en

27



los animales, no se incluyé en el ensayo por lo que se considerd la ecuacion
propuesta por (Venegas 2011) para predecir el decremento de peso del animal si
éste hubiera consumido una DLN utilizando el promedio de peso inicial de las

ratas de cada lote.

4.7.3 Digestibilidad Aparente (D a)

Fundamento: La digestibilidad es un indicador inicial de la calidad nutrimental de
un alimento, y es definida como “la disponibilidad de los aminoacidos
constituyentes de la proteina para ser absorbidos por el organismo de prueba”
para lo cual se determina la cantidad de nitrégeno ingerido en la dieta y el

excretado en heces para conocer el nitrogeno absorbido (Adrian, 2000).
4.8 Balance de Hierro

Para realizar un balance del contenido de dicho nutrimento inorganico, se debe
determinar la cantidad de hierro ingerido en el alimento o en la dieta, asi como, en

las heces recolectadas durante el ensayo biolégico.

5. Andlisis estadistico

El andlisis proximal se llevdé a cabo por triplicado, posteriormente se obtuvo el
promedio y desviacion estandar correspondiente. Los resultados de los ensayos
biolégicos fueron analizados estadisticamente con un andlisis de varianza de una
sola via con nivel de significativa igual a 0.05 (ANOVA) para observar diferencia
significativa y en aquellos casos en los que se detectd diferencia significativa se

realizé una prueba de Tukey con un nivel de significancia igual a 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA SEMILLA DE CHIA ( Salvia
hispanica).

En la tabla 6, se presentan los resultados del analisis bromatolégico obtenido de la
semilla de chia proveniente del estado de Jalisco, marca Agrobeck ® junto con los

de diversos estudios que se han realizado sobre la semilla de chia.

Tabla 6. Andlisis bromatoldgico de semilla de chia (Salvia hispdnica L.) (g/100 g)

Base Base Flores | Bushway | Ayerza, Monroy, Bendafia
himeda® seca’ (1938) | (1981) (2006) (2008) (2012)

Humedad [ I 0 T

T 2230+ 0.37 23.87+0.39 22.43 24.66 20.70 19.90 21.30
32.8+0.23 35.15+0.25 40.90 31.14 30.40 35.20 32.89

Cenizas 3.69+0.03 3.95 +0.03 7.15 4.82 4.61 4.64 4.62
17.07+0.20 18.27 +0.24  --—-- 18.81 27.50 30.27 27.36

HC* 17.51 18.74 29.52 19.54 40.29 999

Calcio 138.2+2.52 148.5+2.7 - 056 - 1096.28

(mg)

Hierro 17.29+0.96 18.50+1.03 - e e e 56.44

(mg)
®Los resultados estan expresados en g/ 100 g de muestra, + desviacion estandar, n= 3, obteniéndose
coeficientes de variaciones menores al 5%.
® E| factor de conversién para obtener el porcentaje de proteina fue 6.25.
“Hidratos de carbono calculados por diferencia.

De acuerdo a la tabla anterior se observa que el contenido de proteina en la
semilla varia de 19 a 24%, grasa de 29 a 40%, cenizas de 4 a 7%, fibra de 18 a
37% e hidratos de carbono de 8 a 21%. Al comparar los resultados experimentales
con estos valores se observa que el contenido de proteina, grasa, fibra e hidratos
de carbono se encuentran dentro del rango encontrado en la literatura. Por otro
lado se aprecia que existen marcadas diferencias en el contenido de
micronutrimentos como son el hierro y calcio, lo cual se puede atribuir a dos

causas posibles como son el contenido de cenizas, que es menor a los valores
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encontrados en la literatura y a que la composicion de la semilla de chia esta
directamente relacionada al tipo de suelo, agua de riego de las plantas y a la
variedad de ésta. Ya que dependiendo de estos factores se modifica el contenido

de minerales (Ayerza, 2006).

Se obtuvo un porcentaje de humedad de 6.59% que si se compara con el
establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-247-SSAI-2008) el cual establece
un valor de humedad maximo para semillas de 15%, se observa que es un valor
Optimo para evitar el atague por microorganismos. Un mayor contenido de
humedad favorece el desarrollo de microorganismos aumentando el riesgo de
deterioro de la semilla y por tanto afectando su almacenamiento y calidad.

Por su alto contenido de proteina (23.87%) la chia resulta una atractiva fuente de
proteina vegetal, este porcentaje se compara favorablemente con otros cereales
como el maiz (14%), trigo (14%), arroz (8.5%), avena (15.2%), cebada (9.2%) y
amaranto (14.80%) y en leguminosas es mayor comparado con garbanzo (21%) y
frijol bayo (22.7%) y similar en lentejas (23%). Inclusive si se compara con
alimentos de origen animal como la pechuga de pollo (21.3%) y atun (23%),

resulta ser semejante (Mataix, 2003; Ayerza, 2006).

Por otro lado, si se compara el valor de grasa obtenido experimentalmente
(32.8%) con el de otras semillas de mayor importancia comercial tales como la
soya (29%), el algodon (22%) y la avena (6.9%), se observa que el contenido de
grasa es mayor en la semilla de chia. El aceite obtenido de la semilla de chia es
considerado de alto valor nutrimental como lo sefialan Ayerza (2006) y Bushway
(1981), ya que tiene el mayor contenido de acidos grasos omega-3 proveniente de
una fuente vegetal, principalmente acido linoleico y alfa linolénico. Este ultimo de
gran importancia en la nutricibn humana, ya que se ha demostrado que reduce el
riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares ademas de que actia como
sustrato para la transformacion en DHA y EPA.

Desde el punto de vista industrial; actualmente en el mercado existen diversos

productos adicionados con &cidos grasos omega-3, siendo el lino (Linum
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usitatissimum L.) y la chia (Salvia hispanica) las Unicas fuentes de origen vegetal,
ya que las otras dos fuentes disponibles son de origen marino (las algas y harina
de pescado). Al comparar las cuatro fuentes, se encontrd que las de tierra tienen
un contenido mayor de acidos grasos omega-3, que las de origen marino (Ayerza,
2006). Una de las ventajas del contenido de antioxidantes en la semilla es la

proteccion a estos acidos grasos.

Asimismo, el contenido de fibra que se obtuvo (18.27%) es mayor al contenido en
otros cereales mas conocidos como el maiz (14.3%), trigo (12.6%), avena (10%) y
arroz (2.8%).

El contenido de hierro que se encontré en la semilla de chia (18.50 mg/100 @), si
se compara con otro cereal como la avena (10 mg/100 g) se observa que es
mayor el contenido. Al compararlo con una leguminosa como el frijol bayo (5.7
mg/100 g), frijol negro (4.7 mg/100 g), habas (8.5 mg/100 g) y garbanzos (6.7
mg/100 g) presenta el mismo comportamiento, en comparacion con otras semillas
como la de girasol (6.7 mg/100 g), pepita (8.1 mg/100 g) y con verduras como el
berro (2.5 mg/100 g) también es mayor (Astisaran, 1999; Mataix, 2003; Dendy,
2004).

El contenido de calcio encontrado en la semilla de chia fue de 148.5 mg/100 g, por
lo que podria ser una buena fuente de calcio, ya que tiene ventajas sobre las
leguminosas y los vegetales de hoja verde oscura, en los cuales se han
encontrado compuestos como oxalatos y fitatos que inhiben la absorcion de calcio.
Ayerza (2006) indica que la semilla de chia no tiene este tipo de factores

antinutricionales.

6.2 Formulacion de las dietas de caseina y chia
En el Anexo 11 se muestra la composicion de las dietas de caseina, caseina

adicionada con fumarato ferroso, chia y chia adicionada con fumarato ferroso que
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se evaluaron en los ensayos biologicos (Relacion de la Eficiencia de la Proteina,

Relacion Neta de la Proteina y Digestibilidad aparente).

Se utilizé fumarato ferroso (Ferval®) en presentaciéon de tabletas, el cual se
calculé de tal manera que se adicionaron 400 mg de hierro por cada kg de dieta
con la finalidad de cubrir el 25% de los requerimientos diarios para ratas sin
provocar estrés oxidativo en la mucosa del colon ni colitis ulcerosa, lo cual
sucederia con una ingesta mayor a 535 mg de hierro/ kg de dieta (Thompson y
Zhang, 1991).

6.3 Contenido de proteina en las dietas.

En la Tabla 7 se muestran los resultados del contenido en porcentaje de proteina

en las dietas obtenidos experimentalmente.

Tabla 7. Contenido de proteina en las dietas (g /100 g)

*FFe: Fumarato Ferroso

Las dietas realizadas son isoproteinicas e isoenergéticas con respecto a la dieta

de referencia, para tener como Unica variable la procedencia de la proteina.

6.4 Curva de crecimiento de los ensayos biolégicos de la REP y RNP.

En la Grafica 1 se muestran las curvas de crecimiento obtenidas durante los
ensayos biolégicos de la Relacion de la Eficiencia de la Proteina (REP) y Relacion
Neta de la Proteina (RNP).
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Grafica 1. Incremento de peso en ratas vs tiempo durante los ensayos
biolégicos de la REP y la RNP.

Se observo que los grupos alimentados con ambas dietas de caseina presentaron
un mayor crecimiento, esto puede deberse a la naturaleza de la proteina, siendo la

caseina de origen animal y de mayor calidad que la proteina de la chia.

Los grupos de animales alimentados con ambas dietas de chia obtuvieron un
menor crecimiento, sin embargo los animales de la dieta de chiat+Fe presentaron

un mayor incremento de peso que los animales de la dieta de chia.

Es importante mencionar la variabilidad intraespecie, es decir, cada animal tiene
caracteristicas fisioldgicas diferentes y puede ingerir una cantidad de alimento

diferente lo cual recae en el crecimiento.

6.5 CALIDAD PROTEINICA DE LA SEMILLA DE CHIiA Y CASEINA.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los ensayos biolégicos REPa, RNPa
y % Da.
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Tabla 8. Resultados de Ensayos Biologicos (REPa, RPNa, % Da)

Dieta

Caseina 250+0.31b 4.10+0.26b 85.47 £0.00
OFEEEEIEEN  2.39+0.08b 4.14+£0.34b 89.30+£0.24
Chia 1.71+0.15a 2.52+0.31a 75.70%+1.97
Chia+Fe 1.98+£0.13ab 2.75+0.17a 72.08 +0.08

1 Valores promedio de Da, REPa'y RNPa experimentales+t desviacion estandar, n=6

Nota: Letras diferentes en cada columna indica diferencia significativa (p<0.05)

6.5.1 Relacion de la Eficiencia de la Proteina

En el Gréfico 2 se muestran los resultados de la REPa de de la dietas de caseina,

caseina+Fe, chia y chia+Fe.

Grafico 2. Resultados de la Relacién de Eficiencia Proteinica ajustado (REPa)
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Se observé que para las dietas de caseina y caseina adicionada con hierro no
existe diferencia significativa de acuerdo al analisis estadistico que se

encuentra en el Anexo 12.

Al comparar las dietas de caseina y caseina adicionada con hierro contra la
dieta de chia adicionada con hierro no se encontro diferencia significativa. Una
posible causa es que el consumo de alimentos en los animales fue mayor que
en la dieta de chia, por lo tanto al incrementar el consumo de alimentos,

aumenta la ingesta de aminoécidos.

Por otro lado el analisis estadistico mostré que no hay diferencia significativa
entre las dietas de chia y chia adicionada con hierro, esto era de esperarse ya
que la fuente de proteina era la misma y el hierro no influye en el

aprovechamiento de ésta.

Si se compara el valor de la REPa obtenido en la dieta de chia (1.71) y chia
adicionada con hierro (1.98) con el de otros cereales como el trigo (1.5), maiz
(1.2) se observa que es superior; y similar a la avena (1.8) y cebada (1.8). Por
otra parte si se compara contra leguminosas como el frijol negro (1.19) y las
habas (1.53), se observa que sigue siendo superior, una posible causa puede
ser que la chia es rica en aminoacidos azufrados y las leguminosas son
deficientes en éstos, esto podria afectar el balance de aminoacidos y por
consiguiente la calidad de la proteina (Robinson, 1999; Alonso, 2009; Loran,
2013).

6.5.2 Relacion Neta de la Proteina

En el Grafico 3 se muestran los resultados de la RNPa de la dieta de caseina,
caseinatFe, chia y chiatFe. Se encontr6 que no hay diferencia significativa
entre las dietas de caseina y caseina adicionada con hierro y esto era de
esperarse ya que el hierro no tiene ningun efecto con respecto a la calidad de

la proteina.
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Gréfico 3. Resultados de la Relacion Neta de la Proteina ajustado (RNPa).

Con respecto a los valores de RNPa obtenidos para la dieta a base de chiay
chia adicionada con hierro se encontrdé que no existe diferencia significativa.
Mientras que se encontrd diferencia significativa entre los valores de RNPa de
las dietas a base de caseina y las dietas a base de chia, por lo que se confirma
que la calidad de la proteina de chia es menor que la de referencia, ya que la
caseina proporciona en mayor cantidad todos los aminoacidos indispensables.

Sin embargo al comparar los valores de RNPa de la dieta a base chia (2.52)
contra otra fuente de origen vegetal como el frijol negro (2.28) se observa que
es superior; y al comparar el valor de la dieta de chia adicionada con hierro
(2.75) contra el valor de frijol negro adicionado con hierro (2.27) se tiene el
mismo comportamiento. Lo cual puede sugerir que la semilla de chia puede ser
una buena fuente de proteina vegetal (Loran, 2013).

6.6 Digestibilidad aparente

En el Grafico 4 se presentan los resultados de digestibilidad aparente de las
dietas de caseina, caseina+Fe, chia y chia+Fe.

Con base en los resultados de digestibilidad aparente se observa el siguiente
comportamiento: La dieta de caseinat+Fe tuvo mayor digestibilidad (89.3%),
seguida de la dieta de caseina (85.47%), la dieta de chia (75.7) y finalmente la
dieta de chiatFe (72.08%). Se observa que las dietas a base de chia
presentaron menor digestibilidad que las dietas a base de caseina.
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Gréfico 4. Resultados sobre la Digestibilidad aparente (Da)

Hay varias razones por las cuales la digestibilidad puede variar, por ejemplo el
origen y la conformacién de la proteina, en este caso la proteina de caseina es
de origen animal y cuenta con un balance adecuado de todos los amino&cidos
indispensables, en cambio la proteina de chia es de origen vegetal, y a pesar
de que contiene todos los aminoacidos indispensables, la proporcién de éstos
es mayor en las proteinas de origen animal.

La digestibilidad podria verse afectada también por la cantidad de fibra y el
tamafio de particula por ello se moli6 la semilla ya que se ha visto que la

digestibilidad de los cereales puede incrementarse mediante el molido.

Finalmente las diferencias biologicas (metabolismo) existentes entre los
individuos pueden afectar su capacidad para digerir las proteinas y absorber
los aminoacidos (Jean, 1999), los factores anteriormente mencionados podrian
explicar el por qué las dietas de chia presentaron menor digestibilidad que las

dietas de caseina.

Por otra parte, si se compara el valor de digestibilidad experimental obtenido en
las dietas de chia (75.7%) y chia+Fe (72.08%) con el reportado por Fernandez
en chia (74.81%) se observa que es un valor similar. Comparado con otro
cereal como la avena (49%), y avena adicionada con hierro (69.91%), la
digestibilidad de la semilla de chia es mayor. También es mayor que en
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leguminosas ampliamente conocidas como el frijol negro (60.6%) y el garbanzo
(63.17%), lo cual nos confirma que la proteina de la semilla de chia es de
buena calidad (Fernandez, 2006; Del Real, 2012; Flores, 2012; Loran, 2013).

Finalmente, para corroborar que la presencia de hierro puede variar la
digestibilidad aparente, se necesitan hacer mas repeticiones, ya que en la dieta
de caseina adicionada con hierro se observa una tendencia a aumentar la
digestibilidad, sin embargo, para la dieta de chia adicionada con hierro sucedio

el efecto contrario.
6.7 BALANCE DE HIERRO
En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos del balance de hierro.

Tabla 9. Balance de hierro ?!

Feingerido Ferecal Balance Fe
DIETA (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) % Balance Fe

Caseina 17.00 +0.13 3.74+£0.16 13.26 +0.09 78.48 £0.24
Caseina + Fe 113.00 +0.02 61.72 +0.26 51.28 £0.11 45.34 £0.28
Chia 1.72+0.13 0.59+0.03 1.13+0.13 65.45 + 3.23
Chia + Fe 20.83 +4.49 3.06 £0.78 17.77 +3.72 85.38 £0.82

! os valores de biodisponibilidad se calcularon por triplicado+ desviacion estandar n=3

Con respecto a la dietas de caseina se obtuvo mayor balance de hierro en la
dieta donde no se adicion6 fumarato ferroso (78.48%), sin embargo para las
dietas a base de chia se encontré que la dieta adicionada con fumarato ferroso
obtuvo un mayor balance de hierro (85.30%).

La baja biodisponibilidad del hierro en la dieta de caseina+Fe probablemente
se deba a que la caseina contiene grandes cantidades de fosfoserina formando
guelatos con el hierro y por consiguiente se reduce la absorcion de éste. Caso
contrario a la caseina, se observa que el balance de hierro aumento en la dieta
de chia adicionada con fumarato ferroso, estudios realizados en ratas, indican
gue la fibra no afecta a la absorcion de hierro debido a que las ratas tienen
gran capacidad para hidrolizar la pectina y el fitato, ya que tienen mucha fitasa

intestinal (la raza humana practicamente no tiene), ademas existen estudios
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que sugieren que una cantidad adecuada de fibra puede mejorar el balance de
hierro, en este caso el contenido de fibra en la semilla de chia es relevante, por
lo que pudo haber afectado positivamente la absorcién este micronutrimento
(Dreher, 2001, Urdampilleta, 2010).
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7. CONCLUSIONES

Se encontréo que la semilla de chia (Salvia hispanica) tiene un alto
contenido de proteina 22.30 g/100 g, 32.84 g/100 g de grasa, 17.07
g/100 g de fibra y un contenidode 3.69 g/100 g de cenizas.

El contenido de micronutrimentos en la semilla de chia es de
138.2mg/100g de calcio y 17.29 mg/100g de hierro.

Las curvas de crecimiento de los ensayos biolégicos de la REP y RNP
muestran que los animales alimentados con las dietas a base de chia
presentaron menor crecimiento que aquellos que fueron alimentados con

las dietas a base de caseina.

Con base a los resultados de la Relacion de Eficiencia de la Proteina
(REPa) y de la Relacién de Proteina Neta (RPNa) y Digestibilidad
apatrente (Da) se determind que la proteina de la semilla de chia es de
baja conversion en comparacion con la caseina, reportando diferencia
significativa, esta diferencia se atribuye al pérfil de aminoacidos y a la
cantidad de fibra que contiene la chia reduciendo la absorcion de los

aminoacidos.

La adicion de hierro en la dieta de chia mejord el balance de hierro, sin
embargo se observo el efecto contrario en la dieta de caseina por la

formacion de quelatos con el hierro.

Los resultados obtenidos formaran parte de una base de datos sobre la
calidad proteinica de distintas fuentes animales y vegetales, que sirvan

de consulta para los alumnos de la carrera de Quimica de Alimentos.
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9. Abreviaturas
a de C: antes de Cristo
AG: Acidos Grasos

AOAC : Association of Official Analytical Chemists

CICUAL: Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

Da: Digestibilidad aparente

DHA: Acido Docosahexandico

DLN: Dieta Libre de Nitrdgeno

DMT-1: Molécula Transportadora de metales Divalentes
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
EPA: Acido Eicosapentaendico

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations)

FDT: Fibra Dietética Total

FOS: Fructooligosacaridos

FOScc: Fructooligosacaridos de cadena corta

HC: Hidratos de carbono

HCI: Acido clorhidrico

IDS: Ingesta Diaria Sugerida

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

REP: Relacion de la Eficiencia de la Proteina

REPa: Relacion de la Eficiencia de la Proteina ajustado
RNP: Relacion Neta de la Proteina

RNPa: Relacion Neta de la Proteina ajustado
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10. ANEXO | (Metodologias)

Determinacion de humedad (método por secado en estufa)

Material

Desecador
Espatula
Pesafiltros con tapa

Pinzas para pesafiltros

NI NEENEEN

Silica
Equipo

v/ Balanza analitica (Sartorius Analitic Mod. A210P)
v' Estufa (Lab-Line Instrument Inc. Mod. 29380)

Procedimiento

Pesar de 2 a 3 g de muestra preparada en un pesafiltro con tapa, que ha sido
previamente pesado después de ponerlo a peso constante 2 horas a 130+ 3°C.
Secar la muestra durante 2 horas en estufa a 100-110 °C con la tapa del
pesafiltro a un lado. Retirar de la estufa, tapar, dejar enfriar en desecador y
pesar tan pronto como se equilibre con la temperatura ambiente. Repetir hasta

peso constante.

Calcular el porcentaje de humedad, reportandola como pérdida por secado a
100-110 °C.

Determinacion de Proteina cruda
Material

v' Agitador de vidrio

v' Bureta graduada de 50 mL
v Espatula

v" Franela limpia
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Gradilla de metal para tubos Kjeldahl
Matraz aforado de 100 mL
Matraz aforado de 50 mL

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Papel cebolla

Pinzas de tres dedos con nuez
Pipeta graduada de 10 mL
Probeta 100 mL

Propipeta o jeringa

Soporte universal

Tubos de Kjeldahl para digestion
Vasos de precipitado de 100 mL

A N N N T N N N N N N N

Vasos de precipitado de 250 mL
Equipo

v" Equipo de digestion para Kjeldahl (Buchi)
v" Equipo de destilacion para Kjeldahl (Buchi)

Reactivos

<\

Acido borico R.A.

Acido clorhidrico 0.1N

Acido o-fosforico R.A.

Acido sulfurico concentrado R.A.
Agua destilada

Agua oxigenada (H-0,) al 30%
Etanol R.A.

Glucosa R.A.

Fenolftaleina R.A.

Hidréxido de sodio R.A.

Rojo de metilo R.A.

Sulfato de sodio o potasio R.A.

Sulfato de cobre pentahidratado R.A.

NS N N N N N N A NI R NN

Verde de bromocresol R.A.



Preparacion de reactivos

1) Mezcla digestiva: disolver 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL
de agua destilada; a continuacion agregar 50 mL de acido o-fosforico y una
vez que esté bien disuelta la sal, adicionar con mucho cuidado y resbalando
por la pared del recipiente 430 mL de acido sulfarico concentrado. Esta mezcla

se deja agitando por aproximadamente 30 minutos.

II) Solucion indicadora A: pesar 100 mg de fenolftaleina y disolver con etanol.

Aforar a 100 mL con etanol.

[II) Solucién indicadora B: pesar 33 mg de verde de bromocresol y 66 mg de
rojo de metilo, los cuales se disuelven y aforan a 100 mL de alcohol etilico.

IV) Solucién de acido bédrico al 0.5% con indicadores: disolver 5 g de acido
bérico en 800mL de agua destilada, adicionar 35 mL de la solucion Il'y 10 mL
de la solucion Ill. Mezclar y adicionar suficiente agua hasta dejar un espacio de
2 cm en el cuello del matraz aforado, ajustar el color de esta solucion con acido

0 base a un tono café rojizo y por ultimo aforar a 1 litro con agua destilada.

V) Solucion de hidréxido de sodio al 36%: disolver 36 g de NaOH en 75 mL de

agua destilada y llevar a un volumen final de 100 mL.

VI) Acido clorhidrico 0.1 N: esta solucion debe estar exactamente valorada

hasta la cuarta cifra decimal.
Procedimiento
Digestion de la muestra:

Pesar en papel cebolla 0.1 g de la muestra molida y depositar en el tubo de
digestién la muestra con todo y papel para que no se adhiera el polvo a las
paredes, agregar 0.5 g de sulfato de potasio o de sodio, y 8 mL de mezcla
digestiva (solucion 1), colocar el tubo en el digestor a una temperatura menor de
340 °C durante 15 minutos.

Sacar el tubo y dejar enfriar, agregar 3 mL de H,O, al 30%. Colocar
nuevamente el tubo en el digestor a 360 °C hasta que termine la digestion (el

liquido debe quedar transltcido, incoloro o verde azuloso) dejar enfriar el tubo
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antes de destilar. Se debe hacer una correccién con un blanco de reactivos y
del papel usado para pesar la muestra, en el cual se utiliza glucosa o sacarosa
(aproximadamente 100 mg) y se trabaja de la misma manera que la muestra.

Destilacion:

Conectar el aparato de destilacion y esperar unos instantes para que se
genere vapor. Colocar el tubo de digestion con la muestra diluida (diluir la
muestra digerida con 10 mL de agua destilada) en el aparato de destilacion
cuidando de introducir la alargadera hasta el fondo de la solucion. Colocar a la
salida del dispositivo de destilacion un matraz Erlenmeyer con 50 mL con
solucion de &cido bérico (medido con probeta); a continuacién con el botén
correspondiente descargar la solucion de hidroxido de sodio al 36% (solucion
V) hasta que ésta vire a un color obscuro, inmediatamente iniciar la corriente de
vapor (prender el botén “vapor”) para destilar el amoniaco generado, que se
atrapa en la solucion de acido bérico. Se continla la destilacion hasta tener
aproximadamente un volumen de 100 mL. Retirar el matraz receptor del
dispositivo enjuagando la punta con agua destilada (El tubo que contiene el
residuo alcalino se enfria y se deposita en el “Recipiente de desechos

alcalinos”).
Titulacion:

El amoniaco atrapado en la solucion de &cido bérico se titula con la solucion
valorada de HCI 0.1 N (solucion VI) hasta que vire de verde a un color rojo

fresa.
Calculos
Vm —Vb) X meqg X NHCL X 100
oy = L ) X meq ]
m
Donde:

%N = porcentaje de nitrégeno (nitrogeno g/100 g de muestra)
Vm = volumen gastado en la muestra
V}p =volumen gastado en el blanco
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meqg= miliequivalente del nitrégeno (PM/1000 = 0.014)
NHCI = normalidad de la solucion de HCI
m = gramos de muestra
%WP=%NXF
% P = porcentaje de proteina

F = factor de conversion

Determinacion de grasa cruda (método Goldfisch)
Material

Algodon

Anillo de hierro
Cartuchos de celulosa
Espatula

Probeta de 50 mL
Vasos Goldfisch

NN N N N SR

Equipo

v Balanza analitica (Sartorius Analitic Mod. A210P)
v' Equipo Goldfisch

Reactivos
v’ Eter de petréleo R.A.
Procedimiento

Colocar un vaso para Goldfisch en la estufa durante 2 horas a 100 °C, después
enfriar y pesar. Repetir hasta peso constante. Pesar en un cartucho de
celulosa de 4 a 5 g de muestra, tapar con algodén y colocarlo en un recipiente
con el fondo perforado. El sostenedor se coloca en el aparato. Por otro lado, en

el vaso para Goldfisch ya pesado, se adicionan aproximadamente 40 mL de
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éter de petrdleo y se coloca en el Goldfisch con ayuda de un anillo de hierro
con empague de hule. Se sube la parrilla dando medio giro para un lado y
después para el otro. Calentar durante 4 horas y comprobar que la extraccion
haya sido completa, para ello descargar una gota sobre un vidrio de reloj o

sobre papel filtro, al evaporarse el éter no debe dejar residuo de grasa.

Al finalizar se cambia el sostenedor con el cartucho por otro recipiente cerrado
sin perforacion y se vuelve a calentar para de esta manera recuperar el éter en
el vaso, después éste se retira del aparato y se introduce en la estufa por 30

minutos, finalmente se deja enfriar en el desecador y se pesa.
Calculos

E-V
%Grasa cruda = M

Donde:
E= peso matraz con extracto
V= peso matraz vacio

M= peso de la muestra en gramos

Determinaciéon de cenizas
Material

Crisoles de porcelana

v

v' Desecador
v Espatula
v

Pinzas para crisol
Equipo

v Balanza analitica (Sartorius Analitic Mod. A210P)
v" Mufla (THERMOLYNE, Type 1500 Furnace, 0-1200 °C)
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Procedimiento

Pesar aproximadamente de 3 a 5 g de muestra en un crisol (la muestra no
debe sobrepasar la mitad del crisol) previamente pesado después de meterlo a
la mufla 2 h a 600 °C. Calcinar la muestra, para ello carbonizar primero con
mechero hasta que no se desprendan humos y meter a la mufla cuidando que
la temperatura no pase de 550 °C para evitar que los cloruros se volatilicen. Se
suspende el calentamiento cuando las cenizas estén blancas o grises,
aproximadamente 2 a 3 h (si se observan puntos negros, se humedecen con
unas gotas de agua destilada, se secan en la estufa a 130 °C y se vuelven a

calcinar). Enfriar en desecador y pesar.

Calcular el porcentaje de cenizas.

(peso crisol con cenizas — peso crisol vacio) x 100
peso de muestra en gramos

% Cenizas =

Determinacioén de fibra cruda
Material

Fibra de vidrio

Agitador de vidrio

Crisoles

Embudos California

Vasos de precipitado de 50 mL
Pinzas para crisol

Probeta de 200 mL

SN NN N NN

Equipo

Balanza analitica (Sartorius Analitic Mod. A210P)
Estufa (Lab-Line Instrument Inc. Mod. 29380)

Mufla (THERMOLYNE, Type 1500 Furnace, 0-1200 °C)
Parrilla de calentamiento (LABCONCO Mod. 61354))

SN NEE NN
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Reactivos

v Acido sulfarico al 1.25% R.A.
v" Hidréxido de sodio al 1.25% R.A.
v Antiespumante

Procedimiento

Pesar aproximadamente 5 g de muestra desengrasada (se utiliza la muestra
que quedo en el cartucho de la determinacion de grasa cruda). Colocar la
muestra en el vaso digestor, afiadir 1 g de fibra de vidrio, 200 mL de H,SO, al
1.25% (0.255 N) hirviente y antiespumante. Calentar de inmediato (debe
empezar a hervir antes de 1 minuto), mantener en reflujo durante 30 minutos,
rotar el vaso periédicamente para incorporar las particulas que se adhieran a
la pared del vaso. Filtrar a través de embudos California (conectados a la llave
de vacio) y lavar con cuatro porciones de 50 mL de agua caliente hasta que
no dé reaccién acida al rojo de metilo. El residuo que quede en el filtro se
traslada al vaso digestor limpio y se repite la operacion con 200 mL de NaOH
al 1.25% (0.313 N) hirviente y antiespumante.

Después de reflujar durante 30 minutos, filtrar nuevamente sobre el embudo
California y lavar con agua caliente hasta obtener pH neutro (aproximadamente
1500 mL de agua).

Pasar cuantitativamente el residuo a un crisol (el cual debe estar a peso
constante) e introducirlo a la estufa a 100 °C durante 3 horas, dejar enfriar y

registrar el peso.

Posteriormente introducir el crisol a la mufla a 550 °C hasta obtener cenizas
blancas o grises, dejar enfriar en el desecador y registrar el peso.

Calculos

(A—B) x 100
m

%Fibra cruda =
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Donde:

A = peso del crisol con muestra después de 3 h a 100 °C

B = peso del crisol con muestra después de calcinar a 550 °C

m = peso de la muestra original en gramos (corregir el peso de la muestra

desengrasada de acuerdo al porcentajede grasa cruda encontrado).

Determinacion de hidratos de carbono

Céalculos

%Hidratos de carbono = 100 — (%humedad + %cenizas + %proteina + %grasa + %fibra)

Determinacién de hierro

Material:

v

AN NEENEEN

v

Crisoles de porcelana
Desecador

Espatula

Embudo de tallo corto
Matraz aforado de 50 mL
Pinzas para crisol

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL

Equipo:

v
v
v

Espectofotometro (Thermo scientific, Mod. Genesys 105 UV-VIS)
Mufla (THERMOLYNE, Type 1500 Furnace, 0-1200 °C)
Parrilla de calentamiento (LABCONCO Mod. 61354))

Reactivos:

ASERNEE N NN

Acido acético R.A.

Acido clorhidrico R.A.

Acetato de sodio anhidro R.A.
Clorhidrato de hidroxilamina R.A.

O-fenantrolina R.A.
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v Sultato de hierro y amonio hexahidratado [Fe (NH4)2(SQO4)2-6H,0
Preparacion de reactivos
I. Solucion clorhidrato de hidroxilamina: disolver 10 g de la sal en agua

destilada y llevar a un volumen de 100 mL.

[I. Solucién buffer de acetatos, pH 4: disolver 8.3 g de acetato de sodio anhidro
y adicionar 12 mL de &cido acético concentrado. Aforar a 100 mL con agua

destilada.

[ll. Solucion o-fenantrolina: disolver 0.1 g en 80 mL de agua destilada a 80 °C,

enfriar y aforar a 100 mL con agua destilada.

IV. Solucién estandar de hierro (0.01 mg/mL): disolver 3.512 g de sulfato de
hierro y amonio [Fe (NH4)2(SO4), 6H,0O; P.M. 392.14 g] en agua destilada
adicionando previamente unas gotas de HCI y aforar a 500 mL. Se toman 10

mL de dicha solucion y se llevan a 1 L con agua destilada.
Procedimiento

Pesar de 3 a 4 g de muestra y calcinar hasta eliminar la materia organica
presente, posteriorment introducir en la mufla hasta obtener cenizas blancas.
Adicionar 2 mL de HCI concentrado para disolver las cenizas, someter a
calentammiento en una parrilla hasta sequedad en la campana, enfriar.
Posteriormente afiadir a cada crisol 1 mL de HCI concentrado y 3.5 mL de agua
destilada. Disolver las cenizas en su totalidad. Tranferir el liquido a un matraz
aforado de 50 mL, realizar dos lavados con agua destilada con el propésito de
disminuir pérdidas, aforar vy filtrar. Del filtrado tomar tres alicuotas de 10 mL y
adicionar los reactivos en el siguiente orden: 1 ml de clorhidrato de
hidroxilamina (solucion 1) y se agito; 5 mL de buffer de acetatos (solucion Il) y 1
ml de o-fenantrolina (solucién lll) y agitar durante algunos segundos. Dejar
reposar la mezcla de reaccion durante 15 minutos. Realizar las lecturas de las
absorbancias en el espectrofotometro a 530 nm. Realizar el procedimiento por

triplicado.

Elaborar una curva patron con 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 mL de una
solucion estandar de hierro (solucion IV), ajustar cada uno de los tubos a 10 mL

con agua destilada y afiadir: 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina (solucion 1); 5
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mL de buffer de acetatos (solucion Il) y 1 mL de o-fenantrolina (solucion Ill) y se
agité durante algunos segundos. Dejar reposar la mezcla de reaccion durante
15 minutos. Realizar las lecturas de las absorbancias en el espectrofotometro a

530 nm, emplear el tubo cero como blanco.
Célculos

Para determinar la cantidad de hierro en la muestra interpolar la lectura de
absorbancia de la muestra en la curva estandar y se considera el aforo,

alicuota y peso de la muestra.

Céalculo de hierro en mg/100 g de muestra

_X*A*lOO
c= 7 a

X=masa de Fe expresada en mg
A= Aforo de 50 mL

g= Peso de la muestra en gramos
a= Alicuota de 10 mL

Grafica 5. Curva Patron de Hierro.
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Determinacion de calcio
Material

Crisoles de porcelana
Desecador

Embudo de tallo corto
Espatula

Matraz aforado de 50 mL

Pinzas para crisol

SR N N N NN

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL
Equipo:

v" Mufla (THERMOLYNE, Type 1500 Furnace, 0-1200 °C)
v Parrilla de calentamiento (LABCONCO Mod.61354)

Reactivos
v" Acido sulftrico diluido (0.1 N)
v" HCI concentrado
v" Hidréxido de amonio diluido (1:50)
v"Indicador rojo de metilo 0.1%
v' KMnO40.1 N
v" Solucién saturada de oxalato de amonio

Preparacion de reactivos

l. Solucion saturada de oxalato de amonio: Disolver 100 g en 150 mL
de agua destilada.

. Solucion de permanganato de potasio (KMnOg4 0.1 N: Pesar 15.6 g
de KMnO,4 y aforara 1 L.

. Solucién rojo de metilo 0.1%: Pesar 0.1 g y llevar a 100 mL de etanol.

Procedimiento

Calcinar 3 g de muestra a 550 °C hasta obtener cenizas blancas, humedecer
con 5 mL de HCI concentrado, evaporar a sequedad utilizando una parrilla

eléctrica. Al residuo adicionar 5 mL de HCI concentrado y 25 mL de agua,

62



calentar hasta inicio de ebullicion. Posteriormente filtrar recibiendo en un
matraz aforado de 50 mL, lavar cuantitativamente el matraz. Finalmente aforar
el volumen. Transferir 25 mL de la solucién en un vaso de precipitados de 100
mL, calentar de nuevo a ebullicion y adicionar 10 mL de una solucion saturada
de oxalato de amonio y unas gotas de indicador rojo de metilo, enseguida
adicionar hidréxido de amonio gota a gota hasta llegar al punto de
neutralizacion (aparicion de color amarillo). Calentar hasta que precipite el
oxalato de calcio. Posteriormente enfriar y adicionar HCI diluido hasta obtener
una coloracion rosa (pH=5). Dejar reposar hasta el dia siguiente.
Posteriormente filtrar utilizando un filtro de vidrio poroso y lavar con 50 mL de
agua destilada caliente. Desechar el agua del filtrado, lavar el matraz Kitasato y
se proseguir con la filtracion, realizar los lavados con 50 mL de acido sulfurico
diluido caliente. Titular en caliente con la solucion de KMnO,4 0.1 N hasta que

se obtemga una coloracion rosa permanente.
Célculos

El porcentaje de calcio en el alimento se calcul6 utilizando la equivalencia de 1

mL de disolucién de KMnO4 0.1 N equivale a 2 mg de calcio.

(VolKMn04 )(0.002gCa)(50mL aforo) y
(1mL KMnO4 0.1N)(alicuota)(peso muestra)

% Ca = 100

Elaboracion de dietas para los ensayos bioldgicos

Materia primas

Aceite vegetal (Mazola®)

Caseina (MP Biomedicals Inc. 901293)

Colina (solucién al 50%)

Dextrina (Maizena®)

Glucosa (USP Comercial Quimico BARSA)
Manteca vegetal (INCA®)

Mezcla de sales (MP Biomedical INC 902842)
Mezcla de vitaminas (MP Biomedicals INC 904654)

Sacarosa (Comercial Sal Will)

NS NE N N N N NN
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v' Celulosa (SIGMA C-8002)
v" Fumarato Ferroso (Ferval®, 1 tableta 65.74 mg Fe elemental)

Equipo

v Balanza Granataria
v" Mezcladora Oster®

Tabla 10. Dieta de caseina (referencia)

Ingrediente Porcentaje

Procedimiento

Realizar los calculos para 100 g de cada dieta partiendo del analisis
bromatolégico de las materias primas y ajustar a la dieta de referencia, pesaron
los ingredientes y se homogeneizar con ayuda de una mezcladora Oster,

posteriormente se almacenar en recipientes y se refrigerar.
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Formulacion de las dietas para los ensayos biolégicos.

Tabla 11. Formulacién de las dietas de caseina’ y chia* (g/100g dieta).

Dieta Dieta
Materia prima Dieta CaseinatFe Dieta Chia chiat+Fe
Caseina

xLas dietas se prepararon de acuerdo a la formulacion establecida por la AOAC.

La formulacién de dietas tiene como objetivo fundamental conseguir las
concentraciones ideales de nutrimentos que permitan hacer frente a las
necesidades especificas de los animales del ensayo, por lo que tenemos:

* Caseina o semilla de chia como fuente de proteina.

» Sacarosa, glucosa y dextrina como fuentes de hidratos de carbono.

 Aceite y manteca vegetal como fuente de grasa.

* Celulosa como fuente de fibra cruta.

» Mezcla de sales minerales y vitaminas para cubrir las necesidades de los
animales.

* Colina como otra fuente de vitamina que permite el crecimiento de los
animales.

* Fumarato ferroso como fuente de hierro.
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Determinacion de REP

Material
Agitador de vidrio
Cernidor
Comederos y bebederos
Cucharas de plastico
Franela
Mortero con pistilo
Papel Manila
Pipetas graduadas de 10,5y 1 mL

Recipiente de plastico

AN N N N N N N N NN

Vasos de precipitado de 250 mL

Equipo

v/ Balanza granataria para animales

<

Balanza granataria

v' Jaulas de acero inoxidable para cada animal

Procedimiento

Realizar el ensayo durante 28 dias y emplear ratas macho Wistar recién
destetadas de 21 a 23 dias y mantenerlas con alimento y agua ad libitum en
condiciones de 12 horas de iluminacién por 12 horas de oscuridad a una
temperatura de 23 a 24 °C y una humedad relativa entre 30 a 35%. Cada lote

de estudio consto de 6 ratas.
Culebra japonesa

Pesar y ordenar todos los animales de forma ascendente con respecto a su
peso. Pi1, Pz, P3, Ps4, Ps, Po yevviiiiii e P, Colocar los
animales en las jaulas individuales del rack siguiendo la distribucion de “culebra

japonesa” como se indica a continuacion:
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Figura 2. Culebra japonesa
Dieta Control Dieta A Dieta B
Py P2 P3
Pe Ps Pa ?
@ P7 Psg Po
P12 P11 P1o ?
@ P13 P14 Pis
Pig P17 P16 @
Una vez distribuidos los animales en las jaulas individuales colocar el
comedero con la dieta correspondiente, en cantidad que siempre contenga
exceso de alimento para que su consumo sea ad libitum, lo mismo se debe

hacer con el bebedero. Colocar debajo de cada jaula una charola hecha con

papel manila, para recuperar alimento.

Pesar los animales cada tercer dia (lunes, miércoles y viernes) y registrar el
peso de cada rata y el alimento ingerido considerando el alimento recolectado

de la charola de papel manila.

Calculos

Elaborar la curva de crecimiento de cada uno de los lotes de animales, de
las diferentes dietas, incremento en peso (acumulativo) vs tiempo de

experimentacion.

Calcular la REP de cada animal, de acuerdo a la siguiente formula:

REP =S % F

Donde:
AP = Incremento de peso (expresado en gramos)

2 Al = Alimento ingerido acumulado o total (expresado en gramos) en el

tiempo que duro el experimento.
F = factor de conversion unitario de alimento a proteina (% de proteina en la

dieta / 100).

67



Calcular la Relacion de la Eficiencia Proteinica Ajustado ( REF,)

REP(Caseina)grp

REP, = REP
. EXP REP(Caseina)gxp

Donde:
REP, = Relacién de la Eficiencia Proteinica Ajustado
REP;xp= Relacion de la Eficiencia Proteinica Experimental del alimento.

REP(Caseina)gxp= Relacion de la Eficiencia Proteinica de caseina

Experimental

REP(Caseina)srp= Relacion de la Eficiencia Proteinica estdndar de caseina =
2.5

Determinacion de RNP

Procedimiento

Se utilizo los datos de 10 dias de experimentacion de la prueba de la Relacion

de Eficiencia Proteinica (REP).

Calcular el decremento de peso con la ecuacion que predice el incremento de
peso si los animales hubieran ingerido la dieta libre de nitrégeno propuesta por
Venegas, de acuerdo a la siguiente férmula:

AP (DLN) = —0.14(x) — 0.928

Donde:

AP (DLN) = decremento de peso del animal, si hubieran consumido una DLN,

tiempo de experimento 10 dias.

X = Promedio del peso inicial de las ratas de cada lote.
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Una vez calculado el AP de cada rata y alimento consumido se calculo el valor

de RNP para cada rata con la siguiente férmula:

[APPRUEBA - APDLN]
YAl x F

RNP =

Donde:

AP (PRUEBA) = Incremento de peso con la dieta de prueba (g)
AP (DLN) = Decremento de peso con la DLN (g)

2 Al = Alimento ingerido en el periodo de 10 dias (Q)

F = factor de conversién unitario de alimento a proteina (% de proteina en la
dieta / 100)

Para calcular el RNP ajustado se le ha asignado un valor estandarizado de
RPN de 4.1 a la proteina de referencia.

RNP(Caseina)srp
RNP(Caseina)gxp

RNP, = RNPprygpa

RNP (PRUEBA) = RNP experimental de la proteina a evaluar
RNP (CASEINA)sto = RNP de caseina estandarizado de 4.1

RNP (CASEINA)exe = RNP de caseina experimental

Digestibilidad aparente
Procedimiento

Para realizar la digestibilidad aparente se e emplear los animales de
experimentacion usados en los ensayos biologicos: Relacién de la Eficiencia de
la Porteina (REP) y Relacion Neta de la Proteina (RNP). Colectar las heces de
las ratas a partir del vigésimo cuarto dia de experimentacion hasta su término,
para ello se colocar una charola de papel manila debajo de cada jaula. Al
término del estudio se obtiene el peso de las heces y posteriormente se
homogeneizar con mortero. Finalmente, se determinar el contenido de
nitrogeno a partir del método Kjeldahl (N° 960.52).
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Calculos:

(%Npgra x g Dieta ingerida)

Nlngerido - 100

(%Nygces x g Heces Totales)
Nrecar = 100

Para calcular la digestibilidad in vivo se hace uso de la siguiente formula:

N ingerido — N fecal
%D, = ( g f

100
N ingerido )X

Balance de hierro

Para realizar el balance de hierro se utilizar la metodologia descrita en la
pagina 59.

BFe = CFe, — CFeh

Donde:
BFe = Balance de hierro
CFea = Contenido de hierro en el alimento o en la dieta

CFey, = Contenido de hierro en heces

CFe, — CFeh
% Balance Fe = T CFe. x 100
A
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11. Anexo Il (Andlisis estadistico de los resultados de

REPay RNPa).
Relacion de la Eficiencia de la Proteina (REP)

ANOVA de una via

2.62 3 087 7.91
219 20 0.11
481 23 0.21

SC= Suma de Cuadrados, "GL= grados de libertad,
‘CM= Cuadrado Medio
9F tablas (a=0.05, 4 tratamientos, 6n)

Prueba de Tukey

v 0.11
6

Yi—Yj = +(4,24,a = 0.05) = 3.96 =0.54

Cas — CasFe = 2.5 -2.39 =0.11

Cas — Chia=2.5-1.71=0.79*

Cas — ChiaFe = 2.5-1.98 = 0.52
CasFe — Chia = 2.39 —1.71 = 0.68 *
CasFe — ChiaFe = 2.39 — 1.98 = 0.41

Chia — ChiaFe = 1.78 — 1.98 = —0.27

Cas — CasFe 0.11 < 0.54
Cas — Chia 0.79 > 0.54*
Cas — ChiaFe 0.52 <0.54
CasFe — Chia 0.68 > 0.54*

CasFe — ChiaFe 0.41 < 0.54

4.53
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Chia — ChiaFe — 0.27 < 0.54

*Si existe diferencia significativa entre las dietas.

Relacion Neta de la Proteina (NPR)

ANOVA de una via

13.6 3 453 78.10
1.16 20 0.058
14.76 23 0.64

®SC= Suma de Cuadrados, °GL= grados de libertad,
‘CM= Cuadrado Medio
9F tablas (a=0.05, 4 tratamientos, 6n

Prueba de Tukey
v 0.058
Yi—Yj=%4(4,24,a=0.05) = 3.96T =0.39

Cas — CasFe =4.10 — 4.14 = —0.04

Cas — Chia =4.10 — 2.52 = 1.58*

Cas — ChiaFe = 4.10 — 2.75 =1.35 *

CasFe — Chia =4.14 — 252 =1.62 %

CasFe — ChiaFe = 4.14 — 2.75 = 1.39 %

Chia — ChiaFe = 2.52 — 2.75 = —0.23

Cas — CasFe —0.04 < 0.39

Cas — Chia 1.58 > 0.39*

Cas — ChiaFe 1.35 > 0.39*

CasFe — Chia 1.62 > 0.39*

4.53



CasFe — ChiaFe 1.39 > 0.39

Chia — ChiaFe — 0.23 < 0.

*Si existe diferencia significativa entre las dietas.

73



12. Anexo Il (Registro de datos)

Registro de peso acumulado y alimento ingerido de las ratas durante los ensayos biolégicos de la REP y RNP.

Lote 1 Dieta a base de chia

Rata: Chl Sexo: M Peso Inicial(Pi): 31.9 Dieta: Chia
Tiempo (dias) 0 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 26 28
Peso animal (Pdia) 31.9 | 32.8 | 36.0 |39.2 | 42.6 |42.7 |42.9 | 46.2 | 50.9 |57.1 |62.6 |69.1 | 725
Incremento acumulado (Pdia-Pi) 0 09 |4.1 7.3 | 10.7 | 10.8 |11.0 | 14.3 |19.0 |25.2 |30.7 |37.2 | 40.6
Alimento inicial (1) 251.0|264.3|262.4|263.5|274.4|284.0|284.2|287.1|283.5|277.9|277.3|278.2|277.1
Alimento Final (F) 244.7 |246.4 |247.6 | 249.1|254.2 | 270.5 | 270.3 | 265.5 | 265.7 | 258.5 | 247.9 | 259.1 | 257.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 6.3 179 1148 | 144 | 20.2 | 135|139 |21.6 |17.8 |194 |294 |19.1 |19.9
Alimento acumulado (Y Al)dia [6.3 24.2 | 39.0 | 53.4 | 73.6 | 87.1 |101.0[122.6|140.4|159.8|189.2|208.3|228.2

Registro de valores promedio del incremento de peso por dia, utilizados para construir la curva de crecimiento de los
ensayos biologicos.

Dias 0 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 26 28
Chia 00 28 9.2 125 172 209 222 246 300 353 383 46.3 505
Chia+Fe 00 31 116 150 215 293 352 409 464 511 589 63.1 657
Caseina 00 37 104 237 279 335 368 474 549 610 719 791 912

CaseinatFe 00 33 107 226 259 31.0 394 434 485 573 637 70.7 76.7
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