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RESUMEN

Para garantizar la disponibilidad de granos y semillas en la cantidad, asi como con
la oportunidad y calidad requeridas, es necesario recurrir a su almacenamiento y
conservacion. El almacenamiento se refiere a concentrar la produccion en lugares
estratégicamente seleccionados; en tanto que la conservacion implica
proporcionar a los productos almacenados las condiciones necesarias para que no
sufran dafios por la accion de plagas, enfermedades o del medio ambiente,
evitando asi mermas en su peso, reducciones en su calidad o en casos extremos
la pérdida total.

El almacenamiento inadecuado de semillas de linaza provoca reacciones de
deterioro, que pueden afectar las propiedades nutrimentales y funcionales; durante
el desarrollo de este proyecto se sometieron semillas de linaza de la variedad
linaza aceite a un deterioro controlado de 75% HR (HUumedad Relativa) y 40 °C
por periodos de 0, 9,18,27,36,45 y 56 dias.

Para evaluar el efecto del deterioro sobre la calidad de las semillas se llevaron a
cabo pruebas de parametros de deterioro y andlisis bioquimico, posterior a esto el
material biolégico fue llevado a una molienda y tamizaje (Tyler #20) para tener
muestras homogéneas y poder realizar un AQP ( Analisis Quimico Proximal) en
muestras a distintos tiempos de deterioro. El efecto del deterioro influyo en el
contenido de fibra cruda y CHOS (carbohidratos) lo cual se atribuye a un
endurecimiento de la pared celular y un aumento en el contenido de fibra dietaria.

Se realizaron pruebas para determinar el efecto de almacenamiento inadecuado
en su calidad nutrimental, componentes anti nutrimentales y componentes
funcionales. Fue en el indice de peroxidacion (componente nutrimental) y en la
perdida significativa de capacidad antioxidante (compuesto funcional) que permitié
evaluar que el efecto del deterioro actu6 en el contenido de grasa principalmente
ocasionando una lipoperoxidacion.

De acuerdo a la determinacion de estrés oxidativo las muestras de linaza a
distintos tiempos de almacenamiento arrojaron concentraciones de MDA
(malondialdehido) con diferencia significativa respecto a la concentracion de la
muestra control (O dias de deterioro) por lo cual si hubo una relacion entre las
condiciones de mal almacenaje con la generacion de estrés oxidativo por medio
de una oxidacién de lipidos esto genero una actividad enzimatica como sistema de
defensa en las muestras a distintos tiempos siendo que catalasa fue la enzima
gue mas presento actividad.
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INTRODUCCION

El valor econdmico, alimenticio, agricola e industrial asociado a los granos y
semillas, demanda cuidados especiales en el almacén para garantizar la
conservacion de su calidad; ésta debe mantenerse durante el tiempo que
permaneceran en condiciones de almacenamiento y aun hasta el momento en que
seran utilizados. Independientemente del tipo de almacén o de recipiente que se
utilice, el producto almacenado debe mantenerse fresco, seco y protegido. Es
importante no olvidar que el grano o la semilla son entes vivientes que respiran
oxigeno del ambiente y producen como resultado bidéxido de carbono, agua y
energia que se traduce en calor; consecuentemente, en la medida en que se
acelere el proceso de la respiracion, lo hara también el deterioro del grano o la
semilla (Hernandez & Carballo, 2017).

Es sabido que unas malas condiciones de almacenaje propician el deterioro de
granos y semillas ya sea por factores bidticos y abitticos y como resultado se
presenten infestaciones de plagas que pueden ser mohos, micotoxinas, insectos e
incluso ratas. En algunos casos es facil detectar un deterioro por la apariencia
fisica o por caracteristicas sensoriales (Yang & Weng, 2017). Sin embargo son
pocos los estudios que permitan conocer el efecto del deterioro de forma interna
en los componentes quimicos y bioquimicos en granos y semillas.

La degradacion de la calidad ocurre en particular con productos excesivamente
hamedos y calientes, y puede reconocerse por la decoloracion interna y/o externa
de la semilla y el olor a humedad (Cogskuner et al., 2007). La linaza se ha
reconocido desde tiempos prehistéricos, en Asia, norte de Africa, y Europa como
una fuente de alimentos y su cultivo, destinado a la obtencion de alimentos y fibra,
es muy antiguo. Actualmente se le cultiva en alrededor de 50 paises, la mayoria
de los cuales estan en el hemisferio norte (Figuerola et al., 2008).

La linaza al ser una oleaginosa con contenidos de &acidos grasos esenciales y sus
beneficios a la salud humana ha generado un mayor interés en los ultimos afios,
sin embargo, como todas las semillas y granos, esta es almacenada después de
su cosecha, para después ser distribuida, pero si este almacenamiento no es el
adecuado la semilla puede sufrir diversos cambios fisicos, quimicos y biologicos.

Por tanto, el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto del deterioro por un
almacenamiento inadecuado, a la linaza deteriorada se le analizaron sus
propiedades nutrimentales y funcionales, asi como su actividad enzimética de
defensa contra el estrés oxidativo.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 Lalinaza.

1.1.1 Origen e historia.

La linaza es la semilla de la planta del lino ( Linum usitatissimum L.), que es
miembro de la familia Linaceae. La planta no es un cultivo nuevo y es originaria de
Asia Occidental y el Mediterraneo. Como fuente de fibra de lino, el lino se cultiva
desde al menos 5000 a.C; hoy se cultiva principalmente por su aceite.

Los egipcios lo usaban para hacer telas en las que envolvian a sus momias, y la
Biblia contiene muchas referencias a la planta que indican que el hilado y el tejido
del lino eran industrias domésticas en la antigiedad (Figura 1). Ademas, las
propiedades medicinales de las semillas eran conocidas por los griegos e
Hipocrates la recomendaba para la inflamacion de las mucosas (Coskuner et al.,
2007).

Figura 1. Uso cotidiano de planta de lino (Elisabel, 2015).

1.1.2 Botanica.

v Planta de linaza.

El lino cultivado se clasifica en subgrupos de lino de aceite y lino de fibra, que
muestran una diferencia significativa en la morfologia y los rasgos agronémicos
debido a la seleccion divergente histérica.

Entre estos diferentes rasgos, la altura de la planta es la mas representativa, que
suele ser de 80 a 120 cm en fibra de lino, mientras que en tipo aceite ronda los 70
cm. El lino de fibra (Figura 2a) tiene paja mas larga, menos ramificada y mas



delgada (la parte ramificada mide 1/6 de la longitud total del tallo), en el lino de
aceite (linaza) parte del tallo es aproximadamente 1/3 de la longitud total de la
planta con un sistema de raices mas pequefo (Figura 2b).

La mayor altura de la planta asegura el rendimiento del tallo de lino de fibra,
mientras que el tallo més corto puede ayudar a que el lino de aceite obtenga mas
semillas. Por lo tanto, la altura de la planta tiene un efecto de regulacién
bidireccional sobre el rendimiento de lino de fibra y lino de aceite. Aunque la altura
de la planta es significativamente diferente entre el lino de aceite y el lino de fibra,
la base genética de la variacion morfologica sigue siendo poco conocida (Guo et
al., 2021).

Figura 2. a) Planta de lino (fibra); b) Planta de lino (aceite) (Deutscher Naturfaserveband,
2023; Hablemos de culturas, 2018).

v' Semilla de linaza.
Las capsulas de fruta esféricas contienen dos semillas en cada uno de los cinco
compartimentos, la semilla en si es plana y ovalada con una punta puntiaguda de
superficie lisa y brillante. Las semillas de lino varian en color desde un marrén
rojizo medio hasta un amarillo claro (Figura 3). El color de la semilla esta
determinado por la cantidad de pigmento en la cubierta exterior de la semilla
(Coskuner et al., 2007).



Figura 3. Variedad de color en semillas de linaza (Guerra, 2013).

Las dimensiones de la semilla varian aproximadamente de 3.0 a 6.4 mm de largo,
de 1.8 a 3.4 mm de ancho y de 0.5 a 1.6 mm de espesor (Figura 4).
Generalmente, las semillas de lino aceitoso tienen mayores dimensiones que las
semillas de lino de fibra. Las semillas tienen una textura crujiente y masticable y
un agradable sabor a nuez (Cogkuner et al., 2007).

Longitud

Z1
v _'k ¢ Espesor
- !
<« e
Ancho.

Figura 4. Dimensiones caracteristicas de la semilla de linaza (Modificado de Cogkuner et
al., 2007).

1.1.3 Morfologia de la semilla.

Se compone de una cubierta o testa, un embrion que consta de dos cotiledones
grandes y aplanados, un hipocaétilo corto y una radicula (Figura 5a). La cubierta de
la semilla de lino se compone de cinco capas diferenciadas, siendo la mas
importante la capa epidérmica, conocida como capa de mucilago (Figura 5b), y la
testa que se compone de células pigmentadas que determinan el color de la
semilla (Zuk et al., 2015).
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Figura 5. Morfologia de la semilla de linaza: a) Corte longitudinal, b) cubierta de la semilla
de lino (Modificado de Zuk et al., 2015).

1.1.4 Produccion.

La linaza se ha reconocido desde tiempos prehistéricos, en Asia, norte de Africa, y
Europa como una fuente de alimentos y su cultivo, destinado a la obtencion de
alimentos vy fibra (lino), es muy antiguo. Actualmente se le cultiva en alrededor de
50 paises, la mayoria de los cuales estan en el hemisferio norte (Figuerola et al.,
2008).

Las semillas de linaza se cultivan en diferentes partes del mundo (Figura 6), pero
habr& que distinguir dos aspectos importantes:

1) Los linos de fibra proliferan en climas humedos y suaves; tienen mayor

altura y no se ramifican.
2) Los linos oleaginosos proliferan en climas templados y calidos; son de

menor altura y ramificadas .
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Figura 6. Produccion de linaza en el mundo 2015-2020
(FAOSTAT, 2022).
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Produccion de Linaza: los 10 productores principales
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Figura 7. Diez principales paises productores de linaza (FAOSTAT, 2022).

En 2020 Kazajstan fue el principal productor de linaza en el mundo con 1,058,247
toneladas (31.4%), seguido por Federacion de Rusia con 787,923 toneladas
(23.4%) y Canada con 578,000 toneladas (17.2%), por lo que estas 3 naciones
representaron el 72.0% de la produccion mundial (Figura 7).

Ademas, Kazajstan (1,342,518 hectéreas), Federacion de Rusia (973,411
hectareas) y Canada (371,000 hectéareas) fueron los paises con mayor superficie
cosechada, con el 37.9%, 27.5% y 10.5% del total mundial, respectivamente,
teniendo en conjunto el 75.9% de la superficie mundial de este cultivo.

Mientras tanto, Bélgica, Grecia y Tunez fueron los paises con el mayor
rendimiento promedio, con 90.9, 3.3 y 3.3 toneladas por hectarea,
respectivamente, por lo que superaron en 9,457.4%, 250.4% y 241.7% el
rendimiento promedio mundial, que fue de 1 toneladas por hectarea (FAOSTAT,
2022).

La mayor o menor superficie que se siembra con linaza en México es influida por
el precio a que se cotice la semilla en el mercado internacional y por los
requerimientos de la industria (SIAP, 2019).

En nuestro pais los estados productores son (Figura 8):

Estado de México.
Tamaulipas.
Jalisco.

Oaxaca.

Chiapas.
Veracruz.
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Figura 8. Principales estados productores de linaza en México (SIAP, 2019).

Siendo el Estado de México el que destaca en la produccion de linaza ornamental
(manojo), con casi 2 mil toneladas (SIAP,2019).

No se encuentran registros de la produccion durante la pandemia de covid-19, sin
embargo la producciéon de 2016-2020 (Tabla 1) muestran que la linaza no es un
cultivo muy popular en México, en este lapso la produccion se vio en aumento y
podria ser por el interés que se ha tenido por sus beneficios a la salud humana en
los ultimos afios o el interés industrial en la obtencion de aceite.

Tabla 1. Produccion anual en México 2016-2020 (FAOSTAT, 2022).

Produccion anual de
linaza (Ton).
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1.1.5 Composicion quimica.

La linaza es rica en grasas, fibra dietética y proteinas, pero pobre en almidén
(Tabla 2). Las semillas de lino también contienen cantidades sustanciales (5-8%)
de material mucilaginoso de fibra soluble y tienen una alta capacidad de retencién
de agua y muestran propiedades funcionales similares a las de la goma arabiga
( Coskuner et al., 2007).

Tabla 2. Composicion quimica de la semilla de linaza (Modificado de Coskuner et al.,

2007).
Humedad 6
Proteina 20
Grasa 30
Cenizas 3
Fibra 20
CHOS 21

Grasas: Nutricionalmente, los lipidos de linaza son el componente quimico mas
atractivo de la linaza debido a su balance favorable de acidos grasos
poliinsaturados, monoinsaturados y saturados. Dentro de los acidos grasos
poliinsaturados, esta el a-linolénico (alrededor del 55%) y acido linoleico (alrededor
del 14%), asi como una proporcion moderada de acidos grasos monoinsaturados,
siendo principalmente el acido oleico (18%). Una pequefia cantidad de acidos
grasos saturados, principalmente acido palmitico (alrededor del 5%) y &cido
estearico (alrededor del 3%). La fraccion lipidica de la linaza también contiene una
pequefia proporcion de derivados del grupo de la vitamina E (por ejemplo,
tocoferol y tocotrienol), esteroles y pigmentos carotenoides como la luteina (Morris
& Vaisey-Genser, 2003).

Proteinas: Al igual que la proteina de soya, la proteina de linaza tiene un alto
contenido de acido aspartico, acido glutamico , leucina y arginina (Tabla 3). Sin
embargo, la proteina de linaza es pobre en aminoacidos que contienen azufre, que
son metionina y cisteina. La relacion porcentual del aminoacido esencial al total en
la proteina de linaza esta muy por encima de la relacion porcentual del 36% para
las proteinas, lo que brinda un gran potencial para la utilizacion de la linaza como
una fuente de proteinas (Bekhit et al., 2018).



Tabla 3. Composicion de aminoacidos (%) de proteina aislada de linaza (Unidenigwe et

al., 2012).
Acido aspartico 11.29
Treonina 3.67
Serina 4.34
Acido glutamico 19.83
Prolina 5.29
Glicina 5.47
Alanina 4.89
Cisteina 1.36
Valina 5.20
Metionina 2.02
Isoleucina 4.50
Leucina 5.80
Tirosina 2.52
Fenilalanina 5.47
Histidina 2.29
Lisina 3.04
Arginina 11.28

Carbohidratos: La mayor parte de los carbohidratos de linaza no son digeribles y
consisten en fibra soluble y fibra insoluble. Aproximadamente un tercio de la fibra
de linaza es soluble en agua y consiste principalmente de goma de mucilago, o
conocido menos comunmente como fibra viscosa y goma de linaza. ElI mucilago
de linaza se encuentra en la capa mas externa de la cascara de la linaza y se
lixivia facilmente para formar una capa viscosa cuando la linaza se humedece. Los
dos tercios restantes son insolubles en agua y consisten principalmente
en polisacaridos no amilaceos como la celulosa y la lignina (Caballero et al.,
2003). Los efectos fisiolégicos de la fibra se relacionan con sus propiedades
fisicoquimicas y tecnolégicas, como capacidad de retencién de agua, capacidad
de hinchamiento, viscosidad, formacion de gel, capacidad de ligazén de sales
biliares, las que son mas utiles en la comprension del efecto de la fibra dietética
gue la composicion quimica por si sola. Estas propiedades dependen de su
relacion fibra insoluble / fibra soluble (Bekhit et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glycan

1.1.6 Valor nutricional y beneficios a la salud de las semillas de
linaza.

La semilla de linaza contiene diversos compuestos que pueden ofrecer beneficios
para la salud tales como reduccion del riesgo de desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, mitigacion de los efectos de la diabetes, patologias renales,
obesidad, cancer de colon y recto, reduccién del nivel de colesterol sérico y
promocion de la evacuacion intestinal. Por lo cual es importante destacar a la fibra
dietética, los lignanos, el aceite y las proteinas.

v a-linolénico: Acido graso poliinsaturado conocido como omega 3 (Figura
9) ubicado principalmente en los cotiledones de la semilla, que ha
demostrado reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares; por esta
razén, la linaza es una valiosa fuente de lipidos para mejorar la relacién
entre &cidos grasos n-6 y n-3 (Figuerola et al., 2008). La linaza contiene
una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados , como ALA (Acido
alfa-linolénico) alrededor del 55% y LA ( Acido linoleico) alrededor del 14%
( Beknhit et al.,2018).
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Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, omega-3)

Figura 9. Estructura quimica del acido graso omega 3 (Modificado de Losoya et al.,
2016).

Los acidos grasos n-6 y n-3 también se conocen como acidos grasos esenciales
(AGE) porgue los humanos, como todos los mamiferos, no pueden producirlos y
deben obtenerlos en su dieta. Los acidos grasos n-6 estan representados por el
acido linoleico (Figura 10) y los acidos grasos n-3 por el acido a-linolénico. El
acido linoleico es abundante en la naturaleza y se encuentra en las semillas de la
mayoria de las plantas, excepto en el coco, el cacao y la palma. El acido alfa-
linolénico, por otro lado, se encuentra en los cloroplastos de las verduras de hoja
verde y en las semillas de lino, colza, chia, perilla y nueces (Simopoulus, 2005).


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyunsaturated-fatty-acid
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/linoleic-acid
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Figura 10. Estructura quimica del &cido graso omega 6 (Modificado de Germana, 2015).

El LA y ALA se metabolizan a acidos grasos de cadena mas larga de 20 y 22
atomos de carbono. LA se metaboliza a (acido araquidonico) (AA) y ALA a &cido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA), aumentando la
longitud de la cadena y el grado de insaturacion al agregar dobles enlaces
adicionales al extremo carboxilo del molécula de &cido graso (Figura 12)
(Simopoulus, 2005).
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Figura 11. Desaturacion y elongacion de AL y ALA (Bockor et al., 2021).
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ALA, LA y sus derivados de cadena larga son componentes importantes en las
membranas celulares, y a su vez son metabdlica y funcionalmente distintos: con
frecuencia presentan funciones fisioldgicas importantes y opuestas. Tanto el AA
como el EPA son los precursores de una serie de compuestos denominados
eicosanoides, cuyo origen estad dado por la oxidacion de dichos acidos grasos.
Entre estos compuestos se encuentran prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos, leucotrienos (Figura 11) y lipoxinas, los cuales estan involucrados
en diversas acciones fisioldgicas. Los eicosanoides derivados de omega 6 y de
omega 3 presentan funciones muy distintas. Los eicosanoides derivados de AA
estdn asociados con una accion proinflamatoria y proagregatoria, y también
actian como vasoconstrictores. Son biologicamente activos en bajas cantidades
pero pueden contribuir a la formaciéon de ateromas, trombos o desérdenes
inflamatorios y alérgicos, especialmente en individuos susceptibles, si se producen
en cantidades mayores . Por otro lado, los compuestos derivados de EPA son
menos activos y estan asociados a un efecto antiinflamatorio, actuando como
vasodilatadores y antiagregantes; es decir, pueden parcialmente oponerse o0
antagonizar la accién proinflamatoria de los eicosanoides derivados de AA,
manteniéndose un equilibrio entre ellos (Bockor et al., 2021).

v' Fibra dietética: La linaza tiene, en las capas externas de la semilla, una
gran cantidad de fibra dietética (28% de su peso), con una relacion de 75%
de fibra insoluble y 25 % de fibra soluble o mucilago (Figura 12). La alta
viscosidad de esta fibra promueve la evacuacion, reduce el riesgo de
cancer de colon y recto, ayuda a reducir el colesterol sérico y la obesidad y
puede afectar la secrecion de insulina y el mecanismo de mantencion de la
glucosa en el plasma (Figuerola et al., 2008).

Figura 12. Mucilago de linaza (Mundoreishi, 2021).
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v Compuestos fendlicos: Estos compuestos a menudo se asocian con

diversos beneficios para la salud, principalmente debido a su actividad
antioxidante. Los polifenoles como los acidos fendlicos y los flavonoides
exhiben propiedades terapéuticas tales como efectos antimicrobianos,
antiinflamatorios,  antitromboticos, antialérgicos, antioxidantes vy
vasodilatadores (Bekhit et al., 2018).

Lignanos: La linaza es la fuente alimenticia mas rica en los precursores de
lignanos, diglucosido de secoisolariciresinol (SDG) (Figura 13) vy
materesinol, los cuales son fitoestrégenos que por accion del acido gastrico
y de la glucosidasa bacteriana (de aeroObicos facultativos del género
Clostridia) del tracto digestivo, se transforman en enterodiol (Figura 14) y
enterolactona (Figura 15), respectivamente, conocidos como lignanos de
los mamiferos. Estos ultimos poseen mayor capacidad antioxidante; la
actividad antioxidante del lignano de la linaza (SDG) esta relacionada con la
supresion de las condiciones oxidantes de las especies reactivas de
oxigeno. Debido a que estas sustancias han mostrado tener efectos
anticancer, se sugiere que el consumo de linaza reduciria el riesgo de
desarrollar cancer de pecho y de prostata asi como su accion antioxidante
reduciria el riesgo de las enfermedades coronarias (Figuerola et al., 2008).

Figura 13. Estructura del SDG (Selleckchem, 2013).
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Figura 14. Estructura del enterodiol (Del Rio et al., 2013).

Figura 15. Estructura de la entero lactona (Del Rio et al., 2013).

1.2 Almacenamiento de granos y semillas.

La funcibn de un almacén es proporcionar a los granosy semillas toda la
proteccion posible contra los factores adversos del medio ambiente, para
garantizar su conservacion adecuada a corto y largo plazo (Ramirez, 1981).

Aproximadamente el 20% de los granos se pierden anualmente durante el
almacenamiento y, ademas de la pérdida fisica, los granos pierden calidad para su
posterior procesamiento y pueden desarrollar micotoxinas dafiinas que dafan la
salud humana y animal. Las instalaciones de almacenamiento en todo el mundo
se han calculado en menos del 65% de toda la produccion, lo que indica una falta
de infraestructura, especialmente en los paises en desarrollo. Hasta el 70 % de los
cultivos de reserva de alimentos del mundo todavia se almacenan al aire libre en
sacos apilados en plataformas de tierra elevadas o se almacenan en sacos en
galerias. Solo alrededor del 20% se almacena en silos modernos (Saldivar &
Garcia-Lara, 2016).
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La clave para mantener los granos y semillas en condiciones 6ptimas es el control
de su humedad. Cuando la humedad supera el nivel permitido, se activa el
aumento de la tasa de respiracion. Los cereales y semillas almacenados tienen
latencia, es decir, respiracion limitada, cuando se mantienen bajo su contenido
critico de humedad (considerado 14%). Ademas, por debajo de esta humedad
critica, las plagas tienen mas problemas para reproducirse y sobrevivir (Saldivar &
Garcia-Lara, 2016).

1.2.1 Almacenamiento de granos y semillas en México.

La conservacion apropiada de granos y semillas en un almacén depende de las
condiciones ecoldgicas, del tipo de bodega o almacén disponible, asi como el tipo
grano y el tiempo de almacenamiento.

El almacenamiento se hace porque los granos y semillas no se consumen o
utilizan de manera inmediata después de la cosecha, estos demandan cuidados
especiales por su valor econémico, alimenticio, agricola e industrial por lo que
resulta necesario recurrir a su almacenamiento y conservacion. Estos son
almacenados para su posterior consumo o distribucién.

Existen diferentes métodos de almacenamiento, pero en todos ellos es
imprescindible el empleo de lugares secos, limpios y libres de plagas, esto
permitira la conservacion de granos y semillas enteras, sanas y sin impurezas.

En México algunos de los métodos de almacenamiento de mayor uso son:

¢ Almacenamiento en sacos: que son hechos de yute, henequén, fibras
locales y sintéticas (Figura 16). Su manejo es facil y permite el almacenaje
en la casa del agricultor, pero su rotura ocasiona pérdidas y facilita la
infestacion por plagas.

Figura 16. Almacenamiento de granos y semillas en
sacos (Embolpack, 2020).
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Almacenamiento a granel: es una practica comun, este método es
mecanizable y la manipulacion de granos y semillas es rapida, la posibilidad
de ataque por roedores aumenta y hay poca proteccion contra la
reinfestacion (Figura 17).

Figura 17. Almacenamiento de granos y semillas a
granel (Orbit Logistics, 2022).

Almacenamiento hermético: consiste en almacenar en recipientes que
evitan la entrada de aire y humedad al producto (Figura 18), es de larga
duracion y evita el deterioro y las plagas.

Figura 18. Almacenamiento hermético de granos y
semillas (Proain, 2020).

Los almacenes para grandes volumenes: cuentan con instalaciones
mecanicas (Figura 19) que aseguran un adecuado manejo y una eficiente
conservacion de granos que dura desde uno hasta varios afos
(Agropecuarios, s.f).
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Figura 19. Ensilaje de granos y semillas (Lippel, 2023).

1.2.2 Deterioro de granos y semillas durante el almacenamiento.

El deterioro de las semillas es uno de los factores que contribuyen al incremento
de los costos de produccion de los cultivos (Moreno, 1995).

El deterioro de la semilla es la pérdida de calidad, viabilidad y vigor de la semilla
debido al efecto de factores ambientales adversos. Varias condiciones o factores
pueden disminuir la calidad de las semillas pero las causas béasicas son la
temperatura, la humedad relativa, el contenido de humedad de la semilla, la
invasion de microorganismos e insectos y el dafio a los tejidos. La pérdida
completa de calidad se refiere a la incapacidad de las semillas para reanudar el
crecimiento activo después de la hidratacién (Yang & Weng, 2017).

El deterioro puede analizarse por dos caracteristicas inevitable e irreversible.

¢ Inevitable: una semilla nunca presentara la misma calidad de un dia a otro,
pero puede ser controlada mediante técnicas adecuadas de
almacenamiento.

e Irreversible: cuando una semilla muere, es imposible revivirla, sea cual sea
el tratamiento aplicado.

El deterioro intrinseco, es causado por la actividad metabdlica resultante de la
respiracion, las semillas son organismos conformados por células vivas que
respiran para producir la energia necesaria para sus procesos metabdlicos y
requieren la presencia de oxigeno. La presencia de oxigeno en almacén
promueve procesos de respiracion y con ello reacciones bioguimicas de deterioro
que pueden provocar dafo de semillas por la formacion de especies reactivas de
oxigeno, las cuales provocan dafio celular (Ramirez,1981).
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El deterioro extrinseco, es causada principalmente por insectos, seguida por
mohos. Los roedores y las aves también juegan un papel importante
,especialmente en las instalaciones de almacenamiento al aire libre. Todos estos
agentes bidticos provocan pérdidas directas e indirectas. El dafio indirecto se debe
a fragmentos de insectos, heces, pelos y heces de roedores y excrementos de
pajaros que pueden contaminar un lote determinado de grano con bacterias
patbgenas. La presencia de estos contaminantes esta muy penalizada por las
agencias reguladoras (Yang & Weng, 2017).

Ademas de los sintomas visuales, se sabe que el deterioro es el resultado inicial
de alteraciones deletéreas en la fisiologia y bioquimica celular. Uno de los indices
utilizados para evaluar el estado de deterioro es la reduccion del poder
germinativo de las semillas. También se han empleado indices de vigor mas
precisos, basados en alteraciones fisioldgicas, variacion de enzimas especificas,
en el metabolismo respiratorio, en la sintesis de proteinas y carbohidratos, en
lixiviacibn de sustancias y degradacion de compuestos almacenados en las
semillas. El proceso de deterioro de las semillas es complejo existen varias teorias
que han sido propuestas para explicar las causas del deterioro, sin embargo, es
probable que ninguno de los mecanismos de manera individual sea responsable
por el deterioro de la semilla y mas bien se den contribuciones parciales, de tal
forma que el deterioro sea el resultado de la interaccibn de varios de estos
mecanismos (Silva,1993).

1.3 ERO (Especies Reactivas de Oxigeno).

Las semillas son organismos conformados por células vivas que respiran
para producir la energia necesaria para sus procesos metabdlicos y requieren
la presencia de oxigeno. La presencia de oxigeno en almacén promueve
procesos de respiracién y con ello reacciones bioquimicas que forman especies
reactivas de oxigeno (ERO) que provocan dafio celular en las semillas (Ramirez,
1981).

El oxigeno presenta una naturaleza dual con potenciales efectos toxicos y
benéficos inherentes a su estructura y a la capacidad de presentar reacciones
qguimicas. Estos efectos aparecen cuando el oxigeno sufre cambios en su
estructura debido a reducciones parciales o transferencias de energias de
excitaciéon, dando origen a las especies reactivas de oxigeno.

Las ERO (especies reactivas de oxigeno) comprenden tanto radicales libres (anion
superoéxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo) (Figura 20) como moléculas
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neutras y su generacion inicia con la reduccion parcial del oxigeno molecular a
través de la transferencia de un electron durante la ruta de la fosforilacion
oxidativa, generando el anion radical superoxido (Oze-), que en un ambiente
bioldgico, es transformado enzimaticamente a peroxido de hidrogeno (H202), a
partir de la enzima superoxido dismutasa; posteriormente, considerando la
presencia de metales como el Fe?* y Cu* a través de la reaccion de Fenton con la
participacion del peréxido de hidrégeno se podria formar el radical hidroxilo (*OH)
(Del R & Volke, 2012).

0O,
<
.- H” Radical

Oj\ HO e .
2 iy »  perhidroxilo

2H™ l e

Peroxido de H.0, > Fe3‘+ H203= Fe3-+ OH+0OH"

Superoxido

hidrog ¥
UGIHZENo - Reaccién de Fenton
Radical X
hidroxilo L2
L®
HO

Figura 20. Quimica de las ERO, formadas por una reduccién secuencial del oxigeno
molecular (Desikan et al., 2005).

Las ERO se forman dentro y fuera de las células, con funciones especificas dentro
del metabolismo celular tales como la interpretacion de sefiales celulares,
expresion de genes, proteccion inmunoldgica, respiracion celular, entre muchas
otras funciones. Esta caracteristica coloca a los ERO como moléculas
fundamentales en el desarrollo normal de las células (Ortiz et al., 2020).

El incremento descontrolado en la concentracion de las ERO lleva al estado de
estrés oxidativo. El incremento en la concentracién de los ERO se puede originar
por una sobre activacién de las rutas de generacion de ERO o por la inhibicion de
las rutas responsables de su consumo. La consecuencia directa es el dafo a
estructuras celulares debido a la peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y
componentes del ADN, asi como la interrupcion de rutas metabdlicas (Del R &
Volke, 2012, Ortiz et al., 2020).
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1.3.1 Dafos provocados por las ERO.

Estas ERO normalmente se producen durante el metabolismo y, en ausencia de
mecanismos de defensa adecuados, las ERO pueden atacar el ADN, las proteinas
y los lipidos ( Desikan et al., 2005).

Peroxidacion Lipidica.

El desequilibrio prooxidante/antioxidante intracelular conduce al estrés oxidativo, lo
que resulta en la peroxidacion lipidica. La peroxidacion de lipidos conduce a la
generacion de productos de peroxidacion, que a su vez pueden intensificar las
reacciones de radicales libres no especificas. El proceso de peroxidacion lipidica
consta de tres etapas, iniciacion, propagacion y terminacion, en las que el estrés
oxidativo sirve como fase de iniciacion (Desai & Rai, 2014).

Las ERO que inician la peroxidacion lipidica incluyen el propio oxigeno, el
superoxido, el peréxido de hidrogeno, los iones de metales de transicién y el
radical hidroxilo. Aunque el superéxido es un radical libre, no es una especie
particularmente dafiina y no parece ser capaz de iniciar la peroxidacion lipidica. Su
mayor importancia es como fuente de peréxido de hidrogeno y como reductor de
iones de metales de transicion. El peréxido de hidrégeno no es un radical libre
pero entra en la categoria de ERO. Es una fuente de radicales hidroxilo. En
presencia de iones de metales de transicion reactivos, el peréxido de hidrégeno
puede descomponerse facilmente para producir el radical hidroxilo, el radical libre
de oxigeno mas reactivo y dafiino que atacard a la mayoria de las moléculas
biolégicas e iniciara la peroxidacion lipidica a velocidades controladas por difusion.
La peroxidacién de los lipidos puede perturbar el ensamblaje de la membrana,
provocando cambios en la fluidez y permeabilidad, alteraciones del transporte de
iones e inhibicion de los procesos metabdlicos. EI dafio a las mitocondrias
inducido por la peroxidacion de lipidos puede resultar en una mayor generacion de
ERO. La alteracién de la estructura de la membrana celular puede provocar
ademas que los sistemas antioxidantes sean ineficaces. Ademas, la
descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos produce gases de hidrocarburos
(como etano y pentano), especies mas radicales y aldehidos citotoxicos (Desai &
Rai, 2014).

Oxidacion de proteinas.

La oxidacion de proteinas puede ser inducida directamente por especies reactivas
de oxigeno (ERO), como el radical hidroxilo (HO-), el radical hidroperoxilo (HOO¢),
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el radical peroxilo (ROQe¢), el radical alcoxilo (RO¢) y el radical superéxido anién
(O2+-). o0 indirectamente a través de reacciones con productos secundarios del
estrés oxidativo, como el peroxido de hidrogeno (H202) y especies reactivas de
nitrogeno (RNS) (Mora et al., 2019).

La via de oxidacién de proteinas mediada por radicales libres puede iniciarse
cuando una ERO extrae un &tomo de hidrégeno de la molécula de proteina y
genera un radical centrado en el carbono de la proteina (P+) generan rapidamente
radicales peroxilo (POOQO¢), que pueden formar derivados de hidroperéxido (POOH)
con un donante de hidrégeno adecuado presente, o radicales alcoxilo (POe) y, en
consecuencia, hidroxilo (POH) derivados (Heinonen et al.,2021).

Otro mecanismo significativo de iniciacibn de reacciones de oxidacion es la
formacién de radicales hidroxilo a través de sistemas catalizados por metales. Un
ataque de un radical hidroxilo en el carbono a del esqueleto de la proteina puede
conducir a la formacién de un radical peroxilo y provocar la fragmentacion del
esqueleto ( Hawkins & Davies, 1998 ).

Los aminoacidos que contienen azufre, como la metionina y la cisteina, son los
aminoacidos mas susceptibles a las ERO y a los lipidos oxidantes, mientras que
los residuos de triptéfano se oxidan rapidamente en presencia de iones metalicos.
Otros residuos como tirosina , fenilalanina , prolina , histidina , lisina, treonina ,
arginina, leucina y valina necesitan condiciones mas severas para oxidarse.

La formacién de carbonilos de proteinas (aldehidos y cetonas) es la modificacion
mas comun resultante de la oxidacion de proteinas. Las cadenas laterales de los
residuos de prolina, lisina, arginina y treonina pueden oxidarse mediante
reacciones catalizadas por iones metalicos en compuestos de carbonilo. La
reaccion entre los iones de metales de transicién y el perdoxido de hidrogeno
(H202), a saber, la reaccion de Fenton es una fuente de radicales hidroxilo
altamente reactivos. Asi, la presencia de hierro férrico (Fe 3+ ) puede iniciar la
desaminacion oxidativa de la molécula radical intermedia, convirtiendo la lisina en
a-aminoadipico semialdehido (AAS), la arginina y la prolina en y-semialdehido
glutamico (GGS) y la treonina en a- acido amino-3- cetobutirico . El Fe 2+
resultante puede oxidar ain mas otros aminoacidos a través de la reaccién con
H20:2 y formar radicales hidroxilo (Mora et al.,2019).
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1.3.2 Red antioxidante.

Para mantener el control oxidativo celular el organismo cuenta con un complejo
sistema antioxidante basado en el engranaje funcional de compuestos enzimaticos
y no enziméticos (Tabla 4). Esta estructura se compone de elementos hidrofilicos
(vitamina C, &cido ascorbico), lipofilicos (ubicuinol, vitamina E) y tioles (GSH,
tiorredoxina, acido lipoico) cuya interaccion es esencial para mantener el equilibrio
redox del complejo (Vaquero & Molero, 2015).

Tabla 4. Clasificacion de antioxidantes (Modificado de Vaquero & Molero, 2015).

Selenoproteinas. Glutation peroxidasa (GPX).

Antioxidantes Tiorredoxina reductasa (TRX).

enzimaticos. Metaloproteinas. Superoxido Dismutasa(SOD).
Catalasa (CAT).

Antioxidantes Compuestos Glutation (GSH).

no sulfhidrilo.
enzimaticos. Vitaminas Acido ascorbico (vitamina C).
antioxidantes. Tocoferol (vitamina E).

Carotenoides
(B-caroteno,licopeno,luteina).

Polifenoles. Flavonoides(quercetina,rutina,catequinas).
Resveratrol.
Hidroxitirosol.

Lazaroides. Melatonina.

Selenio,ebseleno.

Las organismos celulares cuentan con un complejo sistema antioxidante
compuesto por piezas lipo e hidrosolubles. Los antioxidantes de tipo liposoluble,
cuyo arquetipo es la vitamina E, son necesarios para el control oxidativo en las
membranas celulares, mientras que los antioxidantes hidrosolubles mantienen el
estado redox de las fases acuosas, como el citosol o el espacio extracelular
(Vaquero & Molero, 2015).

1.3.3 Sistema de defensa enzimatico.

La primera linea de defensa enzimatica de las células contra los resultados de
degradacion del estrés oxidativo comprende dos enzimas: superoxido dismutasa
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(SOD) y catalasa (CAT). SOD cataliza (Figura 21) la dismutaciéon de Oze- a
oxigeno molecular y peréxido de hidrogeno de acuerdo con la siguiente ecuacion.

Superoxido

02 —e +02 —e +2H. - > H202+02
dismutasa

Figura 21. Reaccién de dismutacion (Bohiski, 1991).

El perdxido de hidrégeno, que es un producto de esta reaccion, luego se
descompone (Figura 22) (en oxigeno molecular y agua )mediante una catalasa,
que es una enzima tetramérica que esti presente en la mayoria de las células
eucariotas, localizandose a nivel de los peroxisomas.

2H,0, Catalasa 20, + 2H,0

Peroxidasa
H,0, + DH, * D+ 2H,0

Figura 22. Descomposicion del H,0, y sustancias reducidas
(Bohinski, 1991).

Las peroxidasas mas importantes incluyen ascorbato peroxidasa (ciclo de
ascorbato-glutation) y glutation peroxidasa (ciclo de glutatién peroxidasa). La SOD
existe en forma de varios tipos de enzimas que difieren en el cofactor metalico en
el sitio catalitico y se encuentran en casi todas las partes de la célula: Cu/Zn SOD
en el citoplasma y los cloroplastos, Fe SOD en los cloroplastos y Mn SOD en las
mitocondrias (Kraj & Warczyk, 2021).
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Con base en lo antes expuesto, se sabe que la linaza es una oleaginosa que
durante mucho tiempo ha tenido un interés y uso industrial mas que alimenticio;
pero en la actualidad ha generado un mayor interés en la alimentaciéon humana
por su contenido de acidos grasos esenciales, ademas de su proteina, fibra y
fitoquimicos que pueden beneficiar a la salud. Sin embargo, como todas las
semillas y granos de cereales esta es almacenada después de su cosecha para
después ser distribuida, queda claro que el almacenamiento es importante ya que
si no es adecuado la semilla, de acuerdo a Silva. (2003), puede sufrir un deterioro
que, ademas de los sintomas visuales en la semilla, se sabe que es el resultado
inicial de alteraciones en la fisiologia y bioquimica celular de la semilla y que las
condiciones pueden propiciar la generacion de estrés oxidativo (ERO’s).

Actualmente no se encuentran reportados estudios del efecto de un
almacenamiento inadecuando en semillas de linaza. Por tanto, el objetivo de este
proyecto fue evaluar el efecto del deterioro por un almacenamiento inadecuado
sobre su composicion quimica, componentes funcionales, nutrimentales y la
generacion de estrés oxidativo; donde las semillas se deterioraron durante
periodos de almacenamiento inadecuado, que de acuerdo con Elias (1982) son
condiciones de temperaturas de 40 °C y humedad relativas mayor a 65%, asi
como la presencia de oxigeno .
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CAPITULO Il. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Objetivos.

2.1.1 Objetivo general.

Evaluar el deterioro acelerado en semillas de linaza (Linum usitatissimum L.)
provocado por condiciones de humedad relativa y temperatura inadecuada
determinando su composicion quimica, calidad nutrimental, factores funcionales y
generacion de estrés oxidativo para conocer el efecto del deterioro en esta semilla.

2.1.1.1 Objetivos particulares.

Objetivo particular 1.

Obtener semillas de linaza deterioradas a distintos tiempos, almacenandolas a
75% HR y 40 °C, para evaluar su envejecimiento mediante pruebas de
germinacion, escape de electrolitos y un posterior andlisis quimico proximal
(humedad, cenizas, proteinas, grasa, fibra cruda y carbohidratos).

Objetivo particular 2.

Evaluar el deterioro en semillas de linaza midiendo su digestibilidad in vitro,
contenido de triptéfano, almidén total, almidon digerible, taninos, acido fitico,
inhibidores de tripsina e indice de peréxidos para conocer el efecto en su calidad
nutrimental.

Objetivo particular 3.

Evaluar semillas de linaza deterioradas, mediante pruebas especificas (fibra
dietética, almidon resistente, capacidad antioxidante, fenoles) para determinar la
alteracion en su calidad nutraceutica.

Objetivo particular 4.

Evaluar el efecto del deterioro en semillas de linaza provocado por un
almacenamiento inadecuado (75% HR y 40 °C), a través de la actividad del
sistema de defensa enzimatico (peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa) y la
cuantificacion de compuestos de degradacion (carbonilos y malondialdehido), para
saber si las condiciones de almacenamiento desencadenan estrés oxidativo.
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2.2 Cuadro metodoldgico.
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2.3 Metodologia.

2.3.1 Material biolégico.

Se trabajé con la especie de linaza (Linum usitatissimum L.) variedad lino de
aceite, cosecha 2019. Estas semillas de linaza se sometieron a un deterioro
acelerado. Para deteriorar las semillas, se colocaron en recipientes herméticos,
gue en la parte inferior contenian una solucién saturada de NaCl (78.4 g de sal de
grano en 200 mL de agua desionizada) esto para generar 75% HR y en la parte
superior, se colocaron las semillas sobre una malla de plastico para evitar el
contacto con la solucién. Posteriormente se mantuvieron a una temperatura de 40
°C durante diferentes periodos de tiempo (9, 18, 27, 36, 45 y 56 dias), ademés de
un control de cero dias de almacenamiento. Se tomaron muestras de 200 g por
cada periodo de los cuales 100 g se destinaron a una molienda y 100 g de
semillas entera; se colocaron en recipientes con tapa y se mantuvieron a 8 °C
hasta su analisis (Figura 23).

Figura 23. Muestras de semillas de linaza a
distintos tiempo de deterioro.

2.3.2 Parametros de deterioro.

2.3.2.1 Ensayos de germinacion.

Es importante realizar ensayos de germinacion para poder determinar el efecto del
almacenamiento inadecuado sobre la calidad de las semillas. Ya que es uno de
los pardmetros que se ve mas afectado durante el almacenamiento.

Esta determinacion se realizé de acuerdo a lo propuesto por Moreno.(1984).Donde
se colocaron 50 semillas de linaza desinfectadas con una solucién clorada al 1%
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sobre un sustrato (papel filtro) previamente humedecido con agua desionizada y
se colocaron en cajas Petri (Figura 24a) las cuales se mantuvieron a 25 °C
durante 72 horas. Al término de este tiempo, se contaron las semillas germinadas
(Figura 24b) y los resultados se expresaron como porcentaje de germinacion.

Figura 24. Prueba de germinacion: a) Cajas petri con el sustrato y las semilla; b)
semillas germinadas.

2.3.2.2 Escape de electrolitos.

La prueba de conductividad eléctrica permite estimar la integridad de la membrana
celular. La pérdida de la integridad de las membranas y la subsiguiente pérdida de
solutos citoplasmaticos con propiedades electroliticas son indicativas del rapido
deterioro de las semillas (Tajbakhsh, 2000).

La determinacién se realiz6 con lo propuesto por Stewart & Bewley. (1980).
Midiendo la conductividad del agua de remojo de las semillas mediante un
conductimetro (HI 3291 ATC Conductivity Probe Connect 1) (Figura 25), para esto
Se colocaron 1.8 g de semillas de linaza en 20 mL de agua desionizada,
posteriormente se incubaron por 24 horas a una temperatura de 25 °C.
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Figura 25. Material utilizado para determinar la
conductividad eléctrica en linaza.

2.3.3 Analisis quimico proximal.

Se realizé un andlisis quimico proximal a las semillas, tanto control (O dias de
deterioro) como las deterioradas (9, 18, 27, 36, 45 y 56 dias de deterioro)
mediante pruebas de humedad, cenizas, proteinas, grasa y fibra cruda de acuerdo
a los método de la A.O.A.C. (2005) y carbohidratos por diferencia.

2.3.3.1 Determinacion de humedad.
Técnica: Secado por estufa (920.53)

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. El resultado se expres6 como porcentaje de humedad
(Nielsen, 2009).

Procedimiento: Se colocaron muestras de 3 g en cajas de aluminio (previamente
llevadas a peso constante) se dejaron secar en estufa de circulacion forzada de
aire (ARSA® modelo AR-290 AD) (Figura 26) a una temperatura de 130 °C
durante una hora, posteriormente se colocaron en un desecador por 10 minutos y
se registro el peso de cada caja de aluminio en una balanza analitica, el proceso
se repitié hasta llegar a un peso constante. El célculo para la determinacion de
humedad se realizé con la ecuacién 1, el resultado se expresd en porcentaje de
humedad.
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Figura 26. Estufa (ARSA® modelo AR-
290 AD) .

Célculo:

w, —W.
% Humedad = (2W—3) (100)
1

Ecuacion 1.

Donde: .

W1=Peso de la muestra (g)

W2= Peso de la muestra humeda (g)
W3=Peso de la muestra seca (g)

2.3.3.2 Determinacion de cenizas.
Técnica: Método de Klemm “Cenizas totales” (923.03)

Fundamento: Descomposicion de la materia organica por incineracion. En este
método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una temperatura
que fluctta entre 550 + 600 °C; el material inorganico que no se volatiliza a esta
temperatura se conoce como ceniza. El residuo de incineracion se calcula
por diferencia de peso (Hart, 1991).

Procedimiento: Se colocaron 3 g de muestra en un crisol de ceramica
(previamente llevado a peso constante) el cual se colocé a fuego directo (Figura
27) para calcinar la muestra, el crisol se retir6 cuando la muestra dejo de



desprender humo y el color de la ceniza fuera negro, posteriormente se introdujo a
una mufla (SYRBO®, modelo thermolyne 1400) a 550 + 600 °C durante 1 hora
para después dejar el crisol fuera de la mufla por 10 minutos antes de introducirlo
a un desecador por 10 minutos para poder pesar el crisol hasta alcanzar un peso
constante y realizar el calculo para esto se repitid el procedimiento a partir de
volver a introducir el crisol en la mufla. Para la determinacion de cenizas se utilizo
la ecuacion 2 , el resultado se expresdé como porcentaje de ceniza.

Figura 27. Incineracion de las muestras.

Célculos:
(W3 —W5)

T (100)

% Cenizas =

Ecuacion 2.

Donde:

W1= Peso de la muestra (g)

W2= Peso del crisol sin muestra (g)
W3= Peso del crisol con las cenizas (g)

2.3.3.3 Determinacion de proteinas.
Técnica: Método de Micro- Kjeldahl (954.01)
Fundamento: Se basa en la determinacién del nitrégeno total, partiendo de la

destruccion de la materia organica con H2SOas (&cido sulfarico) concentrado en
presencia de un catalizador con calor para reducir el nitrdgeno organico hasta
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NH; (amoniaco), el cual queda en forma de NH,SO, (sulfato de amonio) para su
posterior destilacion y titulacion (Nielsen, 2009).

Procedimiento: Mediante el método Micro Kjeldahl y utilizando el factor de
conversion 6.25. La digestion se llevo a cabo de la siguiente manera : En un
matraz micro-kjeldahl se coloc6 0.1 g de muestra con 1.5 g de K2SOs, (sulfato de
potasio), 0.2 g de CuSOs (sulfato de cobre) y 2 mL de H2SO4 concentrado, el
matraz se coloco en una parrilla eléctrica durante 1.5 horas (Figura 28a ) hasta
obtener una solucién de color azul-verdosa, se dej0 enfriar y se prepard una
matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de (acido bérico) al 4% y una gota de
fenolftaleina al 0.1%. Se monto el equipo para la destilacién (Figura 28b) en el
cual se agrego la solucion azul-verdosa y se adiciono 10 mL de NaOH (hidroxido
de sodio) al 40% una vez recuperado el destilado en el matraz Erlenmeyer hasta
alcanzar un volumen de 100 mL se detuvo la destilacién y se titul6 con HCI (4cido
clorhidrico) 0.1 N donde los mililitros gastados fueron los utilizados en la ecuacién,
se realizd el calculo y el resultado se expres6é como porcentaje de proteina. La
determinacidén de proteina se utilizé la ecuacion 3 y 4, el resultado se expreso
como porcentaje de proteinas.

— = I.‘

Figura 28. a) Etapa de digestion, b) destilador micro Kjeldahl.

Célculos:

o N = (V; — V1)$)(0-014) (100)

Ecuacion 3.
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% Proteinas = (x F)(% N)
Ecuacion 4.

Donde:

%N= Porcentaje de nitrégeno total

W= Peso de la muestra (g)

V1= Volumen (mL) de la solucién de HCI requerido para la prueba en blanco
V2 =Volumen (mL) de la solucion de HCI requerido para la muestra problema
N= Normalidad del HCI

*F=6.25 para linaza.

2.3.3.4 Determinacion de grasa.
Técnica: Método de Soxhlet (920.39)

Fundamento: Se extraen las grasas, de un modo semicontinua, con un disolvente
organico. Se calienta y volatiliza el disolvente: a continuacion, este se condensa
por encima de la muestra. El disolvente gotea sobre la muestra y la empapa para
extraer las grasas. El contenido de grasas se mide por el peso de la grasa extraida
(Nielsen, 2009).

Procedimiento: Se coloc6 3 g de muestra en pafiuelos desechables de forma
envolvente (obtenida de la determinacion de humedad), la muestra envuelta se
colocé en cartuchos de celulosa y se monté el equipo de destilacion (Figura 29)
gue consta de un refrigerante, un colector y un matraz bola a peso constante, se
puso a reflujo durante 3.5 horas (ya que la muestra contenia un porcentaje alto de
grasa). Una vez pasado el tiempo se retiré el hexano y se retiré el cartucho de
celulosa, se esperd a que terminara de evaporarse el hexano y quedara la grasa
libre se retir6 el matraz, se coloc6 en una estufa a 70 °C por media hora, se dej6
enfriar en un desecador y se pes6. El célculo se realizé sustituyendo en la
ecuacion 5, el resultado se expresé en porcentaje de grasa.
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Figura 29. Extraccion de grasa por método Soxhlet.

Célculo:

W3 — W,
%Grasa = (3T2) (100)
1

Ecuacion 5.

Donde:

W1= Peso de la muestra antes de la desecacion (g)
W2= Peso del matraz sin muestra (g)

W3= Peso del matraz con grasa (g)

2.3.3.5 Fibra cruda.
Técnica: Wendee (989.03)

Fundamento: Es la digestion &cida y alcalina de la muestra obteniéndose
un residuo de fibora cruda y sales que con calcinacibn posterior se
obtiene la fibra cruda. Su determinacion se basa en la simulacion de la
digestion en el organismo por tratamientos acidos y alcalinos, separando los
constituyentes solubles de los insolubles. La naturaleza quimica de la fibra cruda,
aun cuando no estad bien establecida, se considera constituida por celulosa,
hemicelulosa y lignina.

Procedimiento: Se agregaron 2 g de muestra seca y libre de grasa en un vaso de
precipitados de 600 mL, se adicionaron 200 mL de H,SO, al 1.25%, el vaso se
coloc6é en una parrilla, bajo un extractor de gases. Se dej6 hervir durante 30
minutos pasado este tiempo se adicionaron 200 mL de NaOH al 2.5% y continu6
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calentdndose por 30 minutos al termino se filtré la soluciébn usando papel filtro
(puesto a peso constante), el cual se coloc6 en un embudo Buchner (Figura
30).Una vez que se filtro la solucién, se realizaron lavados sucesivos con agua
caliente, hasta eliminar el alcali (utilizando papel pH para confirmarlo)
posteriormente el papel filtro se dejo secar a 110 °C hasta peso constante para
pasarlo a un crisol de ceramica que se encontraba a peso constante y se incinerd
en un mechero, después se introdujo en la mufla a 550 °C por una hora, se dejé
enfriar por 20 minutos, se pesd y asi sucesivamente hasta peso constante. El
resultado de la pérdida de peso fue el resultado de la fibra cruda. El calculo se
realizo sustituyendo en la ecuacion 6, el resultado se expresé como porcentaje de
fibra cruda.

Figura 30. Filtrado para determinar el contenido de fibra.

Célculos:

W, —W,) — (W, — W,
%Fibracruda=( 2 I)W( 4 3)(100)
5

Ecuacion 6.

Donde:

W1=Peso del papel filtro (g)

W2= Peso del papel filtro con residuos secos (fibra) (g)
W3= Peso del crisol vacio (g)

W4= Peso del crisol después de la incineracion (cenizas) (g)
W5= Peso de la muestra (g)
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2.3.3.6 Determinacion de carbohidratos.

El contenido de carbohidratos se realiz6 por diferencia siguiendo la ecuacion 7.
Calculos:
%CHOS = 100% — (%Proteinas + %Humedad + %Grasa + %Cenizas)
Ecuacién 7.
Donde:

% CHOS: Porcentaje de carbohidratos.

2.3.4 Calidad nutrimental.

2.3.4.1 Triptofano (cuantificacion).

Fundamento: Por hidrélisis enzimatica, se libera el triptofano del enlace
peptidico. Este aminoacido se cuantifica en proteinas puras o péptidas, mediante
técnicas colorimétricas en el cual se desarrollara color con p-
dimetilaminobenzaldehido (DMAB) y nitrito de sodio como contraste. La lectura
se realiza mediante espectrofotometria a A= 590nm (Rama et al.,1974).

Procedimiento: La cuantificacion de triptéfano se desarroll6 de acuerdo a lo
propuesto por Rama et al. (1974) con algunas modificaciones para lo cual se pesé
1 g de muestra (seca y libre de grasa) y se le adicionaron 10 mL de solucién de
pepsina al 0.3% y se coloc6 en una parrila de agitamiento por 3 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se adicionaron 10 mL de NaOH
0.1IN y 10 mL de pancreatina al 0.4% y se dejo en parrilla de agitacion por 24
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se aforo la solucion a 50 mL con
agua destilada y después se filtr6. Se tomaron 2 mL de extracto y se le
adicionaron 7.5 mL de HCI concentrado, 7.5 mL de DMBA al 0.5% y 0.5 mL de
NaNO, al 0.2%; los cuales se dejaron reposar en la oscuridad por 15 minutos
posteriormente se leyo la absorbancia con un espectrofotometro (Jenway® modelo
Genova) a 590 nm.
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Calculo:

Para poder realizar el calculo se realiz6 una curva patron de 0 a 100 mg de
triptéfano de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta (ecuacion 8) y con ella la
ordenada al origen (b) y pendiente (m) para determinar el contenido de triptéfano
de las muestras.

y=mxztbh
Ecuacion 8.

|

Ecuacion 9.
Donde :
x=contenido de triptéfano (mg Try)
y= absorbancia de la muestra a 590 nm
b=-0.034
m=10.8 mg~!

Sustituyendo en la ecuacion 9.

_y—(—0.034)

10.8mg~1 =mgTry

Ecuacion 10.

Con el valor de x se realiza el calculo para obtener el contenido de triptéfano en
gramos por 100 g de muestra, ecuacién 11.

(x mg Try) (25 mL) 100) = xmgTry
1mL 0.59 (100) = 100g muestra
Ecuacion 11.

Convertir miligramos de Try a gramos de Try. Es importante conocer el dato del %
de proteina para obtener los gramos de triptéfano en 100 gramos de proteina (g
Try/100g proteina), ecuacion 12.

( xgTry ) (1009 muestra) (100) = xgTry
100g muestra/ \ x g proteina ~ 1009 de proteina

Ecuacion 12.
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2.3.4.2 Digestibilidad in vitro.

Fundamento: Sistema multienzimatico compuesto por una solucién A (tripsina,
quimotripsina, peptidasa) y soluciéon B (proteasa bacteriana). El coeficiente de
correlacion entre el pH a los 20 minutos y la digestibilidad aparente in vitro es de
0.90, con un margen de error estimado de 2.23 (Hsu et al.,1977).

Procedimiento: Para la experimentacion de acuerdo a lo propuesto por Hsu et
al.(1977). Se calculdé la cantidad de nitrogeno total equivalente a 10 mg de
nitrogeno y se le adicionaron 10 mL de agua destilada. Una vez preparada la
disolucién se ajustdé el pH a 8 (Figura 31) con HCI 0.01N e NaOH 0.001N,
posteriormente se coloco en parilla de agitacién por 1 hora a 37 °C. Paralelamente
se preparo la solucién A y B, al término de la hora se agregé 1 mL de solucion A,
mientras se seguia agitando y permanecié por 10 minutos mas, al termino se
agregé 1 mL de la solucién B y se transfiri6 a un bafio de agua a 55 °C por 9
minutos, pasado el tiempo se transfirio durante 1 minuto al bafio de agua a 37 °C,
al finalizar se midi6 el pH y se realiz6 el calculo con la ecuacién 13 donde el
resultado se expres6 como porcentaje de digestibilidad.

M St O 1
Figura 31. Lectura de pH .

Célculos:

% Dig = 234.84 — 22.56 (pH)
Ecuacion 13.
Dénde:

%Dig= Porcentaje de digestibilidad
pH= pH de la suspension de proteina al término de la prueba.
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2.3.4.3 Almidodn total.

Fundamento: Consiste en cuantificar la glucosa liberada como resultado de la
hidrolisis enzimatica (figura 34) de amiloglucosidasa que hidroliza los enlaces
glucosidicos a-(1,4) y a-(1,6) de las cadenas de amilosa y amilopectina, segun
el método propuesto por Gofiiet al. (1996).

Procedimiento: La experimentacion se realizd6 de acuerdo a Gofii et al.(1996).
Con algunas modificaciones, para lo cual se pes6 una muestra (seca y libre de
grasa) de 0.05 g y se dispersé con 6 mL KOH (hidroxido de potasio) 2 mol a
temperatura ambiente en parilla de agitacion (Figura 32), se adicionaron 3 mL de
buffer de acetato de sodio 0.4 mol pH= 4.75, posteriormente se adiciono 80 pL de
enzima amiloglucosidasa y se llevd a un bafio a 60 °C durante 45 minutos.
Transcurrido el tiempo, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se centrifugo por
10 minutos a 5000 rpm. Se midio la cantidad del sobrenadante (volumen), se tomé
1 mL de reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (SPIREACT® glucosa-LQ) y se
mezcld con 10 pL del sobrenadante y un blanco con Unicamente glucosa
oxidasa/peroxidasa se dejo reposar por 20 minutos y se llevo a cabo la lectura de
la absorbancia en un espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a 505 nm.

Célculos:

De una curva patrén de glucosa se obtuvo la ecuacion de la recta (ecuacién 8) y
con ella la ordenada al origen (b) y pendiente (m) para determinar el contenido de
almidon total.

Sustituyendo en la ecuacion 9 tenemos:

y — (0.058)

¥ = 0.0422 mg-1
Ecuacion 14.

Donde:
x= contenido de glucosa (mg) en 10 puL

y=absorbancia corregida (absorbancia de la muestra a 505 nm menos la
absorbancia del blanco)

b=-0.058

m= 0.0422 mg~?

Con el valor de x se realizé el célculo con las siguientes ecuaciones para conocer
el porcentaje de almiddn total.



_ (1000 pL)(x)

SNGTOTS
Ecuacion 15.
_ (x1)(mL de sobrenadante) ( 1g )
X2 = (1mL) 1000 mg
Ecuacion 16.
. __(x2)(1009)
37 (g de muestra)
Ecuacion 17.
Donde:
x1= contenido de almiddn total (mg) en 1 mL
x,= contenido de almidon total (g) en el volumen del sobrenadante.
x3= contenido de almidon total (g) en 100 g de muestra
Se calculé el porcentaje de almidon total:
X
% Almidon total = (1(02,)3)
Ecuacién 18.

Figura 32. Hidrolisis enzimatica para
la obtencion de almidon total.
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2.3.4.4 Almidén digerible.

Procedimiento: El contenido de almiddén digerible se determind por diferencia del
almiddn total menos el almiddn resistente.

Calculos:
La metodologia para la determinacion de almidon resistente se encuentra en las
pruebas de calidad nutracedutica.

%Almidon Digerible = (%Almidon total — %Almidon resistente)
Ecuacion 19.

2.3.4.5 Determinacion de indice de perdxido en grasas y
aceites.

Técnica: Método de titulacién (965.33)

Fundamento: Liberacién del yodo de la muestra por accién del acido acético
glacial-cloroformo y su posterior valoracion con tiosulfato de sodio (A.O.A.C,1995).

Procedimiento: Se pesaron 0.5 g de grasa de semillas de linaza en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL y se adicionaron 2.5 mL de una solucion de acido acético-
cloroformo (3:2), se agregaron 0.05 mL de una solucion saturada de yoduro de
potasio y agito en oscuridad durante 1 minuto, se agregé 3 mL de agua
desionizada, 0.1 mL de solucién de almidén al 1% . Cuando se presentd una
coloracion azul intenso se procedié a titular con tiosulfato de sodio 0.01 N hasta la
desaparicion total del color azul.

Célculos:
El valor de Peroxido es reportado en miliequivalentes de perdxido por kg de aceite
0 grasa y se calcula como sigue:

_ (5)(N)(1000)
g muestra

IP

Ecuacion 20.

Donde:

IP= indice de peroxidacion

S= mL de tiosulfato gastados en la muestra menos los gastados en el blanco.
N= normalidad o molaridad del tiosulfato.
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2.3.5 Compuestos anti nutrimentales.

2.3.5.1 Acido fitico.

Fundamento: El extracto de una muestra se calienta con una solucion de acido
férrico para liberar el contenido de hierro. La disminucion del hierro (determinada
colorimétricamente con 2,2-bipiridina) en el sobrenadante es la medida del
contenido de acido fitico (Haug & Lantzsch, 1983).

Procedimiento: La determinacion de acido fitico se llevo a cabo de acuerdo a lo
sefialado por Haug & Lantzsch.(1983) con algunas modificaciones para lo cual se
pes6 un muestra (seca y libre de grasa) de 0.1 g a la cual se le adiciono 20 mL de
HCl 0.2N y se dejé en parilla de agitacion a temperatura ambiente durante 20
minutos posteriormente se centrifugo durante 15 minutos a 3000 rpm, se
colocaron 0.5 mL en un tubo de ensayo y se le agrego 1 mL de sulfato férrico de
amoniaco al 0.2%, se tapo el tubo y se coloc6 en bafio de agua a 95 + 2 °C
durante 30 minutos, terminado el tiempo se retird y se dejé enfriar a temperatura
ambiente, a continuacion se adiciono 2 mL de 2,2-bipiridina y se agito en un vortex
(Scientific Industries® modelo Genie-2) a los 30 segundos que se adiciono 2,2-
bipiridina se leyd la absorbancia en un espectrofotdmetro (Jenway® modelo
Genova) a 519 nm.

Calculos:

Se realizé una curva patrén y se graficaron los pg de P (fésforo) del acido fitico/mL
vs Absorbancia corregida, se obtuvo la ecuacion de la recta (ecuacion 8) y con ella
la ordenada al origen (b) y pendiente (m).

Sustituyendo en la ecuacion 9 tenemos:

_ y—(-003)
¥ = 0.028 pg-tmi-1

Ecuacion 21.

Donde:
x= contenido de fosforo del &cido fitico (ug/mL)

y=absorbancia de la muestra a 519 nm
b=-0.03
m=0.028 pg~tmL™?

Para determinar el porcentaje de acido fitico se utilizaron las siguientes
ecuaciones:
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x*E (1x107°
P ()

T 1pg
Ecuacion 22.

% Acido fitico = (100)

g muestra

“mLHCI
Ecuacioén 23.

Donde:

x= contenido de fosforo del &cido fitico (ug/mL)
E= 660.08g (1mol de acido fitico)

T=185.82g (6 moles de fosforo)

P=ug de fosforo del acido fitico/mL

2.3.5.2 Taninos.

Fundamento: Se basa en la extraccion de los taninos hidrolizables y
condensados (fenoles totales) mediante dimetilformamida (DMF) al 75% vy la
posterior reduccion del ion férrico debido a los iones polifenoles con la
subsiguiente formacion de un complejo colorido en condiciones alcalinas,
cuantificado espectrofotométricamente a 525 nm (1SO,1988).

Procedimiento: La determinacién se realiz6 de acuerdo a la 1SO.(1988). Se tomo
1 g de muestra (seca y libre de grasa) a la cual se le adiciono 20 mL de DMF y se
coloco en parilla de agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora,
posteriormente se dej6 en reposo por 15 minutos al termino de este tiempo se
centrifugd a 5000 rpm por 20 minutos. Se etiquetaron 2 tubos de ensayo, uno para
la determinacién y otro como blanco, a cada tubo se le agrego 1 mL del
sobrenadante que previamente se centrifugo; se agreg6é también 1 mL de citrato
férrico amoniacal al 20% (Figura 33), 5 mL de agua destilada y 1 mL de amoniaco,
se agito en un vortex (Scientific Industries® modelo Genie-2), y una vez que se
formé un complejo colorido se leyo la absorbancia con un espectrofotometro
(Jenway® modelo Genova) a 525 nm.
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Figura 33. Adicion de solucién férrica.

Célculos:

Se realiz6 una curva patrén y se grafic6 concentracion de solucién estandar de
acido tanico vs absorbancia, se obtuvo la ecuacién de la recta (ecuacién 8) y con
ella la ordenada al origen (b) y pendiente (m).

Sustituyendo en la ecuacion 9 tenemos:

Y- (0.099)
X = 0.064mg1
Ecuacion 24.

Donde:
Xx= contenido de taninos (mg)

y=absorbancia de la muestra a 525 nm
b= 0.099
m= 0.064 mg~!

Para determinar el porcentaje de taninos utilizar la siguiente ecuacion:

%taninos =
g muestra

Ecuacioén 25.
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2.3.5.3 Inhibidores de tripsina.

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso o
diluido de una muestra con una solucion estandar de tripsina, posteriormente se
determina la actividad proteolitica remanente utilizando un sustrato sintético
(benzoil-arginina-p-nitroanilide) (BAPNA), el cual producira coloracion, que es
inversamente proporcional al contenido de inhibidores de tripsina y que se lee en
el espectrofotometro a una 410 nm (Kakade et al.,1974).

Procedimiento: La experimentacion se realiz0 de acuerdo a lo propuesto por
Kakade et al. (1974) con algunas modificaciones de manera que se pesé 1 g de
muestra y se le adiciono 45 mL de NaOH 0.01N, se ajusto el pH a 9.6 + 0.2 y se
aforo a 50 mL con NaOH 0.01N, se coloco en parrilla de agitacion a temperatura
ambiente por 2 horas (Figura 34), transcurrido el tiempo se dejé reposar por 30
minutos ,se obtuvo el sobrenadante y se centrifugo a 5000 rpm por 5 minutos. A
continuacion se coloco una alicuota del extracto de 0,0.6, 1, 1.4 y 1.8 mL en tubos
de ensaye y se ajustd el volumen de cada uno a 2 mL con agua destilada; se
adiciono 2 mL de solucion estandar de tripsina y se agito en vortex (Scientific
Industries® modelo Genie-2), se mantuvo el contacto con el inhibidor de tripsina
en un bafio de agua de 37 °C. Posteriormente se adiciono BAPNA (benzoil-arginil-
p-nitroanilida) al primer tubo y al pasar 30 segundos ,se adiciono BAPNA al
segundo tubo, de esta manera hasta terminar con los cinco tubos. Se mantuvo la
reaccion por 10 minutos exactamente en el bafio de agua, transcurrido el tiempo
se afiadié 1 mL de acido acético al 30% para detener la reaccion enzimatica, por
altimo se midid la absorbancia con un espectrofotometro (Jenway® modelo
Genova) a 410 nm.

Figura 34. Extraccién para determinar inhibidores de tripsina.
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Céalculos:

UT = (—)(100)
Ecuacioén 26.

UTI = UTBlanco - UTcada uno de los tubos de ensayo
Ecuacion 27.

(UTI)(100)

% Inhibicion =
UTBlanco

Ecuacion 28.

UTI UTI
mL  mL de extracto que se colocaron en cada tubo de ensayo

Ecuacion 29.

Donde:

(=)= absorbancia de cada tubo de ensayo a 410 nm
UT= Unidades de Tripsina

UTI= Unidades de Tripsina Inhibida

Se grafic6 mL de extracto vs UTI para obtener la ecuacion de la recta ( ecuacién
8) y con ella la ordenada al origen (b) y la pendiente (m).

Para determinar inhibidores de tripsina (UTI/mg) se utiliza la siguiente ecuacion:

(Uolumen de aforo de la muestra ) UTI
(m mg de muestra " mg de muestra
Ecuacion 30.

Donde:
m= contenido de UTI/mL (la pendiente)
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volumen de aforo de la muestra: Se refiere al aforo de 50mL con NaOH 0.01N que
se realizo al inicio de la experimentacion.

mg de muestra: Se refiere a la muestra en miligramos que se tomé para realizar la
determinacion (1 g).

Sustituyendo en la ecuacion 30 tenemos:

50mL ) UTI

(m) (1000 mg

" mg de muestra
Ecuacion 31.

2.3.6 Calidad nutraceutica.

2.3.6.1 Capacidad antioxidante.

Fundamento: El ensayo se fundamenta en la medicion de la capacidad de un
antioxidante para estabilizar el radical DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), esta
medicion puede hacerse espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento de la
absorbancia a 518 nm. La reaccion de estabilizacion se considera que transcurre
principalmente mediante un mecanismo Transferencia de Electrones (TE), con un
aporte marginal de Transferencia de Atomos de Hidrégeno (TAH) (Londofio,
2012).

Procedimiento: La determinacion se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por
Londofio (2012). Con algunas modificaciones de manera que se tomd muestra
(secay libre de grasa) de 0.1 g la cual se diluyo con 1 mL de Metanol-HCI al 1%,
se llevé a un bafio de agua de 95 ° C por 10 minutos , se retiré y se dejo enfriar a
temperatura ambiente a continuacion se centrifugo a 9000 rpm durante 10
minutos, se obtuvo el sobrenadante y se colocé en tubos eppendorf en bloque de
calentamiento (Figura 35) a 65 °C hasta su total evaporacion, como resultado de la
evaporacién se obtuvo una pastilla la cual se disolvi6 con 1mL de agua
desionizada, se agito en vortex (Scientific Industries® modelo Genie-2) y se
centrifugo nuevamente a 9000 rpm durante 10 minutos de esta manera se obtuvo
el extracto del cual se tomaron 500 pL a los cuales se les agreg6 500 uL de
solucion DPPH 120 umol y se dejo reposar en oscuridad absoluta durante 30
minutos, posteriormente se leyd la absorbancia con un espectrofotdbmetro
(Jenway® modelo Genova) a 518 nm, el cual fue previamente calibrado con agua;
se leyo una muestra de Metanol + DPPH ( 500 pL de cada uno) la cual se dejo
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reposar 30 minutos en oscuridad absoluta y este valor de absorbancia se tomo
como control negativo que se utilizé para desarrollar el calculo.

[
|-

Figura 35. Evaporacion en plancha de calentamiento.

Célculos:

(Abs. control negativo — Abs. muestra )
%CA = : (100)
Abs control negativo

Ecuacion 32 .

Dénde:

%CA= Porcentaje de capacidad antioxidante

Abs. control negativo = Valor de absorbancia (Metanol + DPPH)
Abs. muestra = Valor de absorbancia de la muestra a analizar

2.3.6.2 Compuestos fendlicos.

Fundamento: Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosforico y
reacciona con los compuestos fenodlicos presentes en la muestra. El
acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de
color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de
color azul intenso (Figura 36), cuya intensidad es la que medimos para evaluar el
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contenido en polifenoles(figura 38) (Prassad & Weigle, 1976, Ranganna, 1977,
Valadez et al., 1990).

Procedimiento: Para obtener el extracto el procedimiento se llevé a cabo de
acuerdo a lo propuesto por Londofio. (2012) para lo cual se tom6 una muestra
(secay libre de grasa) de 0.1 g la cual se diluyo con 1 mL de Metanol-HCI al 1%,
se llevo a un bafio de agua de 95 ° C por 10 minutos, se retird y se dejo enfriar a
temperatura ambiente a continuacion se centrifugo a 9000 rpm durante 10
minutos, se obtuvo el sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf en blogue de
calentamiento a 65 °C hasta su total evaporacion, como resultado de la
evaporacion se obtuvo una pastilla la cual se disolvi6 con 1 mL de agua
desionizada, se agito en vortex (Scientific Industries® modelo Genie-2) y se
centrifugo nuevamente a 9000 rpm durante 10 minutos de esta manera se obtuvo
el extracto.

Para la derminacion de acuerdo a Prassad & Weigle. (1976), Ranganna. (1977),
Valadez et al.,, (1990). Con algunas modificaciones, se tomaron 400 pL del
extracto y se le adicionaron 3570 yL de agua destilada, 250 puL de Folin-Ciocalteu
se agito en un vortex (Scientific Industries® Modelo Genie-2) y se dejo en reposo
durante 5 minutos, posteriormente se agregé 500 pL de Na2COs (carbonato de
sodio), se agito en vortex (Scientific Industries® modelo Genie-2) y se dejé en
reposo por 15 minutos, posteriormente se leyd la absorbancia con un
espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a 760 nm.

Figura 36. Cambio de color amarillo a azul por
reduccion de polifenoles.

Célculos:

Se realiz6 una curva patron de acido gélico de la cual se obtuvo la ecuacion de la
recta (ecuacion 8) y de ella la ordenada al origen (b) y la pendiente (m),
sustituyendo en la ecuacion 9 tenemos:
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y — (0.065)

¥ = 3492 mg1
Ecuacion 33.

Donde:
x= contenido de fenoles (mg) en 400 pL

y=absorbancia de la muestra a 760 nm
b= 0.065
m= 3.492 mg~!

Se calculé x; = contenido de fenoles en 1g de muestra:

_ <1000uL)(1g>_
=000 JNo1g) ™™

Ecuacion 34.

(x1)(E) mg EAG
Fenoles = ————(10) = ———
enotes PM 19 g muestra

Ecuacion 35.

Donde:

x,: contenido de fenoles (mg) en 1 g de muestra
E: 6 EAG (equivalentes de acido galico)

PM: Peso molecular del &cido galico (170.2 g)

2.3.6.3 Almidodn resistente.

Fundamento: Consiste en realizar una digestion enzimatica en donde se
hidrolizan las cadenas de almidon y almidén unido a proteinas. Posteriormente se
realiza un lavado con agua, etanol y acetona para eliminar la fibra soluble
guedando solamente los residuos de fibra insoluble. Se realiza nuevamente otra
digestion para liberar los monémeros de glucosa, que son cuantificados por un
meétodo enzimatico-espectrofotométrico (Gofii et al., 1996).

Procedimiento: La determinacion se llevé a cabo de acuerdo a lo propuesto por
Goni et al. (1996) con algunas modificaciones para esto se tom6é 100 mg de
muestra (seca y libre de grasa) a la cual se le agrego 10 mL de buffer de KCI-HCI
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pH=1.5y 200 pL de pepsina, se incubo en bafo de agua a 40 °C durante 1 hora
con agitacion constante, se retird y se dejo enfriar a temperatura ambiente, se
adicionaron 9 mL de buffer Tris maleato pH= 6.9 y 1 mL de a-amilasa, se incubo
durante 16 horas a 37 °C en agitacion constante. Pasado el tiempo se centrifugo a
5000 rpm durante 15 minuto, se descart6 el sobrenadante; el residuo se lavé dos
veces con 10 mL de agua desionizada y se descart6 nuevamente el sobrenadante.
Al residuo se le agregaron 6 mL de KOH (hidréxido de potasio) 2 mol, la mezcla se
mantuvo agitacion constante durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
adicionaron 3 mL de buffer de acetato de sodio, se ajusto el pH a 4.75 (con &cido
acético glacial), se agregaron 80 puL de enzima amiloglucosidasa y se coloc6 en
bafio de agua a 60 °C con agitacién constante por 45 minutos, para que el almidén
solubilizado se hidrolice. Pasado el tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se centrifugo a 5000 rpm durante 10 minutos, se midi6 el volumen del
sobrenadante el dato del volumen se utilizé para realizar el calculo, se tomaron 10
pUL del sobrenadante y se traté con reactivo de glucosa, finalmente se leyo la
absorbancia a 505 nm en espectrofotdmetro (Jenway® modelo Genova).

Célculos:

De una curva patron de glucosa se obtuvo la ecuacion de la recta (ecuacion 8) y
con ella la ordenada al origen (b) y pendiente (m) para determinar el contenido de
almidodn total.

Sustituyendo en la ecuacion 9 tenemos:

y — (0.058)

X = 0.0422 mg1
Ecuacion 36.

Donde:
x= contenido de glucosa (mg) en 10 uL

y=absorbancia corregida (absorbancia de la muestra a 505 nm menos la
absorbancia del blanco)

b=-0.058

m= 0.0422 mg™~1

El porcentaje de almiddn resistente se obtuvo mediante la siguiente secuencia de
calculos:

Se realiz6 el calculo para determinarla concentracion en 1000 pL (x;) VY
posteriormente conocer la concentracion de glucosa en el sobrenadante (x;).
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_ (x)(1000 puL)
T
Ecuacion 37.

_ (x1)(volumen del sobrenadante en mL)
X2 = 1mL

Ecuacion 38.

Se determind la concentracion en 100g (x3) y posteriormente se expresé en
porcentaje.

_ (x)(100 g) (1x10° pug
i 01g 1g
Ecuacién 39.

X3
10%pg

% Almidoén resistente =

Ecuacioén 40.

2.3.6.4 Fibra dietética.

Fundamento: Se mide el contenido de fibra dietética de los alimentos usando una
combinacion de métodos enzimaticos-quimicos y gravimétricos (Cunnif et al.,
1994).

Procedimiento: La experimentacion se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por
Cunnif et al. (1994). Con algunas modificaciones; se efectlio la determinacion de
un blanco bajo las mismas condiciones descritas en el procedimiento para el
andlisis de las muestras.

Se tomd 1 g de muestra (seca y libre de grasa) por duplicado, la cual se coloc6 en
un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se adicionaron 50 mL de buffer de fosfato 0.08
mol y se ajusto el pH a 6 + 0.02, posteriormente se adiciono 1 mL de solucion de
a-amilasa, se cubrié el matraz con papel aluminio y se colocé en bafio de agua
dejandolo en ebullicion durante 15 minutos con agitacion constante, terminado el
tiempo se retird y dejo enfriar a temperatura ambiente.
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Se ajusto el pH a 7.5+ 0.02 con NaOH 0.275 mol. Se adicion6 5 mg de proteasa,
se cubrié el matraz con papel aluminio y se incubo a 60 °C durante 30 minutos con
agitacion continua. Se dejo enfriar y se agregaron 10 mL de HCI 0.325 mol, se
ajustdé el pH a 4.0-4.6 y se adiciono 0.1 mL de amiloglucosidasa, se cubrid
nuevamente con papel aluminio y se llevé una segunda incubacién a 60 °C por 30
minutos con agitacion continua, se retird y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Posteriormente se adicionaron 280 mL de etanol al 95% (precalentado a 60 °C) y
se dejo reposar durante 1 hora (Figura 37), terminando el tiempo se filtr6 con vacio
y se lavo el residuo con tres porciones de 20 mL de etanol al 78%, dos porciones
de 10 mL de etanol al 95% y dos porciones de 10 mL de acetona.

El contenido del papel filtro se sec6 hasta peso constante en una estufa de
circulacion forzada de aire (ARSA® modelo AR-290 AD) a 100 + 2 °C, se tomo el
residuo de un papel filtro para analiza proteinas mientras que al otro papel filtro
con residuo se le analizaron cenizas, se discriminé el contenido de proteinas,
cenizas y el blanco para el desarrollo del célculo.

Figura 37. Reposo con etanol al 95%.

Célculos:
R—(P+C+B)

%Fibra dietética = M (100)

Ecuacioén 41.

Dénde:
R: Peso del residuo de la muestra (mg)
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P: Peso de la muestra que se uso para determinar proteinas (mg)
C: Peso de la muestra que se uso para determinar cenizas (mg)
B: Peso de la muestra que se uso en el blanco (mg)

PM: Peso de la muestra (mg)

2.3.7 Determinacion de estrés oxidativo.

2.3.7.1 Determinaciéon de carbonilos.
Extraccion de proteina soluble.

Procedimiento: Se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Sun & Carl. (1995). Con
algunas modificaciones para lo cual se homogeneizo 0.3 g de muestra (seca y
libre de grasa) con 600 pL de buffer de fosfatos 5 mmol pH=7.5 que contenia una
mezcla de inhibidor de proteasas, se adicionaron 800 pL de buffer de fosfatos
5mmol pH=7.5. Los acidos nucleicos se precipitaron con 156 pL de sulfato de
estreptomicina  al 2% en HEPES (4cido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
iletanosulfénico)) 50 mmol pH=7.2 ,se centrifugo la muestra a 9000 rpm durante
15 minutos, al sobrenadante se le agregaron 156 pL de sulfato de estreptomicina y
se volvio a centrifugar, el segundo sobrenadante se utilizé para la determinacién
de carbonilos.

Contenido de carbonilos en proteina.

Procedimiento: La determinacion se desarrollé de acuerdo a lo propuesto por
Levine et al. (1990). Con algunas modificaciones, para esto previamente se
determiné el contenido de proteina por el método de Lowry (1951). El extracto de
proteina se coloc6 en microtubos y se adiciono 2,4- dinitrofenilhidrazina 10 mmol
en HCI 2 mol, se dej6é reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente. El
control fue tratad con HCI 2 mol, al término de la reaccién, las proteinas fueron
precipitadas con 500 pL de acido tricloroacético al 10% y se centrifugo a 4500 rpm
durante 4 minutos. Los pellets se lavaron tres veces con 800 L de etanol-acetato
de etilo (1:1) para remover impurezas y después se centrifugo a 4500 rpm durante
4 minutos. El sobrenadante fue desechado después de cada lavado.

La proteina fue disuelta con 1.5 mL de guanidina 6mol en amortiguador de
fosfatos 20 mmol pH=2.5 durante 15 minutos a 37 °C. Se centrifugoé la solucion y
al sobrenadante se le midio la absorbancia a 366 nm (Figura 38) en
espectrofotometro (Jenway® modelo Genova).
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Figura 38. Toma de absorbancias a 366 nm.

Célculo:
El contenido de carbonilos se determind con la absorbancia, utilizando un
coeficiente de absorcién molar de 22000 moltcm™ en la ecuacion.

A = abc
Ecuacion 42 .
_ A
€= ax*b

Ecuacion 43 .

Donde:

A= absorcion corregida de la muestra a 366 nm (al valor de la absorcién de la
muestra a 366 nm se le resto el valor de la absorcién control a 366 nm)

a= 22000 mol*cmes el coeficiente de absorcién

b= longitud del paso 6ptico (1 cm)

c= mol carbonilos/ mg de proteina

El contenido de carbonilos se expresa como umol carbonilos/mg de proteina, por
lo cual teniendo el valor de c, se realiza el siguiente calculo (Se utilizan los datos
de proteina por el método de Lowry):

umol carbonilos (1mg proteina) (1E6umol>
=c

mg proteina X 1mol

Ecuacioén 44 .
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2.3.7.2 Determinacion de malondialdehido (MDA).

Procedimiento: La determinacidn se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Heath
& Packer. (1968) con alguna modificaciones para esto se colocaron 0.5 g de
muestra (seca y libre de grasa) en microtubos, se adicionaron 5 mL de una
solucion de acido tiobarbitarico al 0.5% en acido tricloroacético al 20%; se
centrifugd la muestra a 4500 rpm durante 15 minutos, se tomé una alicuota del
sobrenadante de la misma cantidad que el &cido tiobarbitarico en acido
tricloroacético, se calentdé en bafio de agua en ebullicion durante 25 minutos
terminado el tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente, se centrifugo a 4500
rom durante 1 minuto para clarificar la solucion, posteriormente se leyd la
absorbancia en espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a 532 nm, se dejo
reaccionar la solucion con acido tiobarbiturico durante 30 minutos (Figura 39) y se
volvid a leer la absorbancia pero a 600 nm.

Figura 39. Lectura de absorbancia
después de 30 minutos.

Célculos:
La cuantificacion se llevé a cabo mediante la ecuacion 43.

Dénde:

A= La diferencia de absorbancia a 532 nm menos la absorbancia a 600 nm
a= coeficiente de absorcién molar de MDA es 155 mmoltcm™?

b= longitud del paso éptico es de 1 cm

c= Contenido de MDA (mmol)

El contenido de MDA se expresa en pmol MDA/g de muestra (en el desarrollo de
esta determinacion se usaron 0.5 g) por lo que al realizar el calculo el contenido de



MDA se expresé como mmol MDA /0.5 g muestra, por lo tanto teniendo el dato de
C que se obtuvo al sustituir en la ecuacion 43, se realiz6 el siguiente calculo :

wmol MDA mmol MDA (1000 umol)

gmuestra  05g 1 mmol

Ecuacioén 45.

2.3.8 Actividad enzimatica.

El comportamiento del sistema supresor de ERO’S se cuantific6 mediante la
actividad de las enzimas: POX (peroxidasa), CAT(catalasa) y SOD (superoxido
dismutasa), con el objetivo de conocer de qué manera influye el almacenamiento
inadecuado Yy el estrés oxidativo sobre estos mecanismos de defensa.

Obtencién de extracto enzimatico.

Se homogeneizé 0.3 g de muestra (seca y libre de grasa) con 3 mL de
amortiguador de fosfatos 5 mmol pH= 7.5, se centrifugé a 9000 rpm durante 15
minutos y el sobrenadante se utilizé para la determinaciéon de las enzimas: POX,
CAT y SOD (Figura 40).

Figura 40. Obtencion del extracto
enzimatico para determinar POX, CAT y
SOD.
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2.3.8.1 Actividad de peroxidasa (POX).

Procedimiento: La experimentacion se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por
Chance & Mehly (1955). Con algunas modificaciones, por lo que se prepar6 una
mezcla de reaccion que consistio en adicionar 500 pL de buffer de fosfatos 50
mmol pH=6.7, 200 pL de guaiacol 50 mmol, 200 pL perdxido de hidrégeno 10
mmol y 100 yL de extracto enzimatico. Se preparé un blanco con 100 uL agua
destilada en lugar de extracto. Se registraron los cambios de absorbancia en un
espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a 470 nm durante 5 minutos en
intervalos de 5 segundos.

Calculos:

El espectrofotometro registra la cinética de reaccion de POX, en la cinética se
registra tiempo y absorbancia, en los cuales se cambia el valor de absorbancia por
la concentracién de H,0, consumido en la generacion del tetraguaiacol con la
siguiente ecuacion:

(Absorbancia)(4)
26.6 mmol~lcm=1(1 cm)

[ 1de H,0, = = mmol de H,0,

Ecuacion 46.

Donde:

26.6 mmol* cm - = coeficiente de absorciéon molar.

4 = mmoles que se ocupan de H,0, para generar el tetraguaiacol que es el
compuesto colorido de la reaccién

1 cm = es el diametro de haz de luz

Se graficé tiempo vs concentracién de H,0,, para obtener la ecuacion de la recta
y el valor de la pendiente (m) que se considera como la actividad de la enzima en
(mmol de H,0, minuto) ,el resultado final se expres6 como mmol H,0, / minuto*g
muestra para lo cual se realizo el siguiente célculo.

mmol H,0, B (3000 uL)( lg >
minuto * g muestra m 100 uL /\0.3 g
Ecuacion 47.
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2.3.8.2 Actividad de catalasa (CAT).

Procedimiento: La determinacion se realizé de acuerdo a lo propuesto por Aebi.
(1984). Con algunas modificaciones, para esto se prepar0 una mezcla de
reaccion que consistié en adicionar 700 pL de amortiguador de fosfatos 50 mmol
pH=7, 200 puL de perdxido de hidrogeno 50 mmol y 100 pL de extracto enzimatico.
Se prepard un blanco con agua destilada en lugar de extracto. Se registraron los
cambios de absorbancia en un espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a
240 nm durante 3 minutos en intervalos de 10 segundos.

Calculos:
Con los datos de tiempo y absorbancia, se cambi6 el valor de absorbancia por la
concentracion de H,0, consumido,ecuacion 48.

absorbancia
(40 mmol~tcm=1)(1 cm)

[ 1H,0, = = mmol de H,0, consumido

Ecuacioén 48.

Donde:
40 mmol! cm -1 es el coeficiente de absorcion molar.
1 cm es el diametro de haz de luz

Se graficé tiempo vs concentracion de H,0, para obtener la ecuacion de la recta 'y
la pendiente la cual se considera como la actividad de la enzima CAT en mmol de
H,0, /minuto. El resultado final se expresé como umol H,0, / minuto*g muestra
para lo cual se realiz6 el siguiente calculo.

wmol H,0, _ (3000 uL) ( 1lg ) (1000 umol)
minuto * g muestra m 100 uL /\0.3 g 1 mmol
Ecuacion 49.

2.3.8.3 Actividad de superoxido dismutasa (SOD).

Procedimiento: De acuerdo a lo propuesto por Misra Fridovich. (1972). La
experimentacion se realiz6 preparando una mezcla de la reaccién que consistio
en adicionar 650 pL de amortiguador de carbonatos 50 mmol pH= 10.2, 200 uL de
EDTA 0.5 mmol, 100 pL extracto enzimatico y 50 ul de epinefrina (10 mg/mL), se
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preparé un blanco con agua destilada en lugar de extracto. Se registraron los
cambios de absorbancia en un espectrofotometro (Jenway® modelo Genova) a
480 nm durante 3 minutos en intervalos de 10 segundos.

Calculos:

absorbancia
[ Jadencromo = (@ mmolTem1) (1 em) = mmol de adenocromo

Ecuacion 50.

Donde:
4 mmol? cm 1= es el coeficiente de absorciéon molar
1 cm = es el diametro de haz de luz

Se grafico tiempo vs concentracion de adenocromo para obtener la ecuacion de la
recta y la pendiente la cual se considera como la actividad de la enzima SOD en
mmol de adenocromo / minuto. El resultado final se expres6 como pmol
adenocromo / minuto*g muestra para lo cual se realiz6 el siguiente célculo.

umol adenocromo ( lg )(1000 umol)

=m
minuto * g muestra 03g 1 mmol

Ecuacion 51.

2.4 Métodos estadisticos.

Las pruebas se realizaron por triplicado; calculando su media, desviacion
estandar y coeficiente de variacion. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando el paquete estadistico Origin 6, mediante comparacion de medias con la
prueba t - student con nivel de significancia de a=0.05.
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Parametros de deterioro.

Las semillas de linaza disminuyeron su capacidad germinativa conforme pasaba el
tiempo de almacenamiento inadecuado hasta casi perderla por completo a los 56
dias de deterioro, existiendo diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) a
partir del dia 27 con el control (Figura 41). De acuerdo con Santos et al., (2005) la
reduccion de la capacidad de germinacién a causa del deterioro se da por el dafio
en las membranas celulares que provocan la pérdida de la capacidad de retencion
de solutos, y es considerado como el primer paso hacia el deterioro de la calidad
fisiologica de la semilla.

Se sabe que la germinacién de la semilla es el paso inicial en el ciclo de vida de
las plantas, que comienza cuando la semilla absorbe agua y se completa con la
protrusion de la radicula de la cubierta de la semilla (Makhaye et al.,
2021). Estrictamente, deterioro se refiere al proceso de envejecimiento y muerte
de las semillas y, por lo tanto, la calidad de la semilla es afectado por este
proceso. Y el primer parametro afectado por el deterioro es la germinacion
(Carvalho & Nakagawa, 1998; Teofilo et al., 2004; Delouche, 2002).

Ademas, las semillas méas pequefias, como la linaza, que tienen una mayor
relacion area superficial/volumen son mas propensas a la absorcién de agua y al
deterioro, que las semillas méas grandes y este fendmeno es mas significativo en la
prueba de envejecimiento acelerado (Yang & Wen, 2017).

120

96a 97.33a

Germinacion (%)

0 9 18 27 36 a5 54 63
Tiempo de deterioro (dias)

Figura 41. Capacidad germinativa de la semilla de linaza a
distintos tiemoos de deterioro.
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Los resultados obtenidos de conductividad en el agua de remojo de semillas de
linaza mostraron un aumento en relacion directa con el tiempo de
almacenamiento, presentando diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)
con el control a partir del dia 27, alcanzando el valor mas alto al dia 56 (Figura 42),
lo cual significa que el lixiviado aumentd de manera progresiva y de acuerdo a
Arameéndiz et al., (2017) los iones lixiviados son inversamente proporcionales a la
integridad de las membranas celulares; la baja conductividad se refiere a semillas
de mejor calidad, por el contrario, una alta conductividad significa mayor
produccion de lixiviado de semillas y perdida en su calidad. También se ha
reportado que, el aumento de la humedad relativa y de la temperatura, asociados
con el tiempo de almacenamiento de la semilla, conducen al deterioro ocasionado
por la pérdida de la integridad de las membranas (Delouche & Baskin,1973;
Delouche et al., 1973). Esto se explica como sigue; las membranas celulares
mantienen solutos como azucares, aminoacidos y electrolitos compartimentados
dentro de las células. La integridad de las membranas celulares se pierde con el
envejecimiento, lo que resulta en la fuga de componentes celulares hacia
los espacios intracelulares y luego en el ambiente de germinacion. Se promueve la
fuga de moléculas de iones inorganicos, azucares, acidos inorganicos, proteinas y
aminoacidos durante la imbibicién de semillas. Las semillas de baja calidad tienen
una estructura de membrana deficiente que permite la difusion hacia el exterior de
iones durante la imbibicion que se detectan al monitorear los electrolitos presentes
en el agua de remojo. El principio de la conductividad eléctrica es que el proceso
de deterioro es la lixiviacion de las células de las semillas empapadas en agua
debido a la pérdida de integridad de los sistemas celulares (Yang & Wen, 2017).
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Figura 42. Pérdida de electrolitos en el agua de remojo de semillas de linaza
de diferentes dias de deterioro medida como conductividad eléctrica.
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3.2 Andlisis Quimico Proximal.

El contenido de humedad, proteinas, grasas y cenizas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) con mayor tiempo de deterioro, sin
embargo, el contenido de fibra y carbohidratos si presentaron estas diferencias,
pues conforme aumentaba el tiempo de deterioro la fibra también aument6 (Tabla
5) mientras que el contenido de carbohidratos disminuy6. Una posible explicacion
es gue los carbohidratos se estan polimerizando y formando fibra insoluble como
la celulosa o hemicelulosas ya que de acuerdo a Megias (s.f.) la celulosa se
sintetiza en la membrana celular gracias a la accién de la celulosa sintasa. Estas
moléculas nuevas de celulosa también se van asociando con las microfibrillas que
ya habia antes formandose pilas de estas microfibrillas de celulosa de manera que
la resistencia de la pared celular aumenta, esta resistencia podria explicar por qué
los demas contenidos quimicos (humedad, proteinas, cenizas y grasas) de la
linaza permanecen casi constante durante el deterioro ya que al aumentar la fibra
insoluble (microfibrillas de celulosa, fibrillas y fibras de celulosa) es la pared celular
la que podria endurecerse mas evitando que el deterioro afecte el contenido de
estos.

Tabla 5. Andlisis Quimico Proximal (AQP) de linaza a distintos dias de deterioro.

Muestra Humedad(%) Proteinas(%) Grasa(%) Cenizas(%) Fibra(%) CHOS(%)
Control  7.20+0.05*  17.1240.06* 45.21+1.92% 2.90+0.03¢  5.3740.20¢ 207,70
9dias  7.03+0.13¢  18.83+0.55% 43.15+0.44% 2.7940.20% 18.46+1.56" 9.74b
18 dias  6.56+0.17¢  18.5440.52% 41.3140.29% 2.97+0.01¢ 18.16+0.20>  12.46°¢
27 dias = 6.76+0.19¢  13.26+0.53% 57.14+3.88% 2.964+0.18% 18.53+0.24" 1.35¢4
36dias 5.75+0.12°  16.99+0.45% 41.50+0.30¢ 3.16+0.02¢ 29.740.77°¢ 2.9¢
45dias | 6.10+0.02%%  19.64+1.07% 43.14+1.67¢ 2.94+0.05¢ 21.62+0.20% 6.56/
56 dias  6.07+0.21%%  15.7940.55% 47.9840.77% 2.9240.04* 20.274+0.35?¢  6.97f

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa

(P< 0.05).

3.3 Calidad nutrimental.

La Tabla 6 muestra que, conforme avanzo el tiempo de deterioro la digestibilidad
in vitro no presentd diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) solo
hasta el dia 56, esto puede estar relacionado con el aumento en el contenido de
fibra cruda (Tabla 5), ya que se ha reportado que durante el deterioro de semillas
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puede existir interaccion de los polisacéridos de la fibra con proteinas (Aloba et
al.,2022) y estas interacciones disminuirian la digestibilidad. Aunque reportes de la
FAO (1970) mencionan que los cereales, leguminosas y oleaginosas tienen
valores de digestibilidad de proteinas que van de 75% al 85% por lo que la
digestibilidad obtenida en este estudio podria considerarse como la esperada.

En cuanto a la determinacion de triptéfano en la Tabla 6 se puede observar que
hubo una disminucién con el tiempo de deterioro y fueron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05), sin embargo, el contenido de este
aminoacido esta por arriba de los valores recomendados por la FAO que es de 1.1
gTry/100g de proteina (OMS/FAO/ONU) lo que sugiere que la linaza es una buena
fuente de triptéfano. La pérdida de triptéfano, aunque no es considerable, podria
deberse a la accion de estrés oxidativo que se gener6 por las condiciones del
deterioro acelerado, como se presentara mas adelante en este trabajo o por la
posible interaccidén con polisacaridos como ya se mencion6 anteriormente.

La semilla de linaza no se caracteriza por tener un alto contenido de almidoén, se
caracteriza principalmente por su contenido en lipidos y fibra dietética, los
resultados muestran que el contenido de almidon total presentd pocos cambios
durante el tiempo de deterioro (Tabla 6), esto se puede atribuir a la poca
degradacion de los compuestos que interactian con los granulos de almidon de
acuerdo a Bernal & Martinez .(2007).

Tabla 6. Calidad nutrimental en linaza a distintos dias de deterioro.

82.55 £ 1.29¢ 4.25 £ 0.06% 10.6 £+ 0.40¢ 6.6% 1.97 £ 0.01¢

91.95+2.60% 34+7.07e — 3P 7.6540.51? 4.84b 3.95+0.03%
88.19+3.18% 3.64+0.20°¢ 5.59+0.60°¢ 1. 8¢ 5.96 + 0.035°¢
83.68+0% 4.88+0.021¢ 5.9440.07¢ 4.48b 5.91 4 0.01¢
83.6840¢ 3.3440.02¢ 5.5740.45¢ 5.04 5.96 + 0.04¢
90.45+3.18% 3.404+0.19%¢ 5.34+0.14°¢ 2.294 11.85 + 0.11¢
78.04+1.59? 3.9540.244 7.3440.65° 3.21¢ 13.9440.04¢

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(P< 0.05).

Sin embargo, la disminucion significativa del almidén digerible pudiera deberse al
aumento que se presentd en almidén resistente (Tabla 8), recordando que el
almidén total es la cuantificacion tanto del digerible que es el almidén que
aprovecha el cuerpo humano como energia; y el resistente que es una fraccion de
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almidén capaz de resistir la digestion y permanece intacto en el tracto
gastrointestinal. La razon por la cual pudiera haber disminuido el almidén digerible
es porque el almidon resistente es almidon atrapado fisicamente dentro de células
vegetales en la presencia de paredes celulares, los granulos que estan rodeados
por una matriz indigerible, es almidon inaccesible (Chung et al., 2011, Villarroel et
al., 2018). Por lo que dicha matriz pudo aumentar con el deterioro al desarrollar
un endurecimiento en la pared celular.

En la Tabla 6 podemos observar que existe diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) en el indice de peroxidacion del control con los diferentes
periodos de almacenamiento, siendo el dia 45 y 56 donde se presentaron indices
mayores. De acuerdo al CODEX ALIMENTARIUS, que marca un indice maximo
de 10 meqg/kg para un aceite de buena calidad, en los dias 45 y 56 sobrepasaron
este indice por lo que su consumo no seria adecuado ya que presentan oxidacion;
el aumento del indice de peroxidacion se puede atribuir a una lipoperoxidacion
lipidica como consecuencia del almacenamiento inadecuado y el deterioro de las
semillas de linaza. Ya que la oxidacion es un proceso irreversible muy comun en
los aceites y grasas, los cuales en presencia del oxigeno, los radicales libres
forman los compuestos primarios de la oxidacion, llamados peroxidos e
hidroperoxidos y el analisis del indice de peroxidos es capaz de cuantificar los
compuestos de oxidacion ( Kemin Industries México. f.).

3.4 Compuestos anti nutrimentales.

El contenido de taninos fue en aumento en relacion directa con los dias de
deterioro (Tabla 7), existiendo diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05) con la muestra control. Esto es importante, ya que los taninos son capaces
de unirse a enzimas, proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos y formar complejos
con el hierro del alimento, dificultando la digestién de los nutrientes (Yan & Wen,
2007), sin embargo, la cantidad que un ser humano consuma de taninos es lo que
va propiciar que sea un factor anti nutrimental ya que se ha reportado que, bajo
dosis adecuadas de 1.5 a 2.5 gramos al dia, los taninos presentan propiedades
benéficas sin llegar a ser anti nutrimentales (Sharma et al., 2019). De esta manera
la cantidad de taninos durante los tiempos de almacenamiento en su deterioro no
se podria considerar que tengan un efecto nutrimentalmente adverso.
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Tabla 7. Compuestos anti nutrimentales en linaza a distintos dias de deterioro.

Muestra Taninos(%) Acido Inhibidores de
fitico(%) tripsina (UTl/mg)
Control 0.2940.01¢ 1.75+0.01¢ 0.41+0.028¢
9 dias 0.2440.007? 1.1340.03 *ND
18 dias 0.340.14% 1.2740.03? *ND
27 dias 0.33+0.035%¢  1.53+0.04¢ *ND
36 dias 0.3540.02°¢ 1.2540.03% *ND
45 dias 0.331+0.0074¢ 1.52+0.16¢ *ND
56 dias 0.6740.014¢ 1.43+0.04b¢ *ND

*ND=No Detectado.

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(P< 0.05).

El acido fitico tuvo una disminucion en su contenido y mostré diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) con respecto al control (Tabla 7), lo cual
muestra que si se vio afectada la semilla de linaza durante su almacenamiento
inadecuado. Una explicacion de porque el &cido fitico tuviera concentraciones
diferentes podria ser por el dafio en la membrana celular como menciona Yang &
Wen.(2007), se promueve el grado de fuga de moléculas de iones inorganicos
propiciando una mayor cantidad de complejos con los minerales. Sin embargo, el
rango de los cereales, leguminosas y oleaginosas es de 2 a 5% (Derache,1990) y
como se muestra en la Tabla 7, las concentraciones de acido fitico durante el
deterioro no representan un caracter anti nutrimental.

Los inhibidores de tripsina no fueron detectados en muestras de linaza
deteriorada, sin embargo, es sabido por Figuerola et al., (2008) que en la linaza,
existen pequefas cantidades de inhibidores de tripsina, en el control se
detectaron 0.41 UT1/mg que comparado con el LMP< 10 UTI/mg de acuerdo a la
metodologia propuesta Kakade et al.,(1974) esta muy por debajo del valor que le
conferiria un caracter anti nutrimental.

3.5 Calidad nutracedutica.

Los factores funcionales no mostraron tener un comportamiento constante durante
los periodos de deterioro, sin embargo si hubo diferencia estadisticamente
significativas (P < 0.05) en los resultados obtenidos (Tabla 8).

Para la determinacion de fibra dietética solo se tomaron muestras del inicio
(control), tiempo intermedio (27 dias) y final (56 dias). Durante el tiempo de
deterioro se presenté un aumento en el contenido de fibra dietética y de acuerdo a
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la relacion que esta tiene entre la soluble e insoluble, fue la fraccion insoluble que
presentd un incremento mayor (Tabla 8). La linaza se destaca entre otros granos
por ser una excelente fuente de fibra dietética. La relacién entre fibra soluble e
insoluble fluctda entre 30:70. En la fraccion soluble, se encuentra un hidrocoloide
conocido como mucilago (Figuerola et al., 2008).

Tabla 8. Calidad nutraceutica en linaza a distritos dias de deterioro.

Muestra Fibra Almidon Capacidad Fenoles
dietética resistente(%) antioxidante(%) (mg EAG/g muestra)
%
Control 65.9)6'31 4.01+0.18% 53.74 + 1.48% 1.48 £+ 0.06¢
9 dias 2.81+0.04° 44.8+2.10° 0.72+0.05
18 dias 3.7940.14¢ 29.36+2.70¢ 0.92+7.07e — 3¢
27 dias 69.462 1.4640.063¢ 17.9241.364 0.7240°
36 dias 0.53+0.02°¢ 29.10+2.93¢ 0.6740.057¢
45 dias 3.05+0.097 17.34+0.727 0.6440.03%¢
56 dias 66.43?2 4.13+7.03e — 3¢ 5.83+09 0.5840.02¢

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(P< 0.05).

El almidén resistente tuvo diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)
aungue no tuvo un comportamiento constante durante el deterioro, Chung et al.,
(2011) menciona que el almidén resistente presente en semillas es almidén
atrapado fisicamente y que la presencia de paredes celulares contribuye al
contenido de este almidéon y que una molienda o masticacién extensa puede
reducir el contenido de este, por lo tanto el deterioro pudo crear un efecto
ocasionando mayor rigidez de la pared celular sin embargo el llevar a cabo una
molienda en las semillas de linaza para obtener muestras homogéneas también
tuvo un efecto sobre el almiddn resistente al fragmentar la pared celular y la matriz
indigerible.

La capacidad antioxidante se vio reducida un 89.15% al concluir con los periodos
de almacenamiento. La disminucién de la capacidad antioxidante se puede
relacionar con la generacién de estrés oxidativo, ya que los antioxidantes son
necesarios para el control oxidativo (Vaguero & Molero, 2015). Tomando en
cuenta que las condiciones de almacenamiento propiciaron el desarrollo de
EROQO’s, es probable que se usaran al maximo los antioxidantes para contrarrestar
los dafios que pudieran ocasionar. Esto se corresponde con los resultados de la
concentracion de fenoles totales obtenidos, pues los fenoles disminuyeron en
relacion directa con el tiempo de deterioro, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) durante el deterioro acelerado (Tabla 8),
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llegando a la mitad del control a los 56 dias de deterioro. Considerando que lo mas
destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes, por un
lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro, impiden que los metales
catalicen las reacciones de oxidacion (Creus, 2004), las condiciones de
almacenamiento propiciaron la generacion de ERO’s , con ello la oxidacion de los
fenoles y la pérdida de capacidad antioxidante.

3.6 Determinacion de estrés oxidativo.

El contenido de carbonilos no tuvo un comportamiento constante durante el tiempo
de almacenamiento, pero presento diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05); los dias 18, 27, 36 y 56 fueron los periodos donde la linaza fue mas
susceptible al dafio en sus proteinas (Tabla 9), ya que como es sabido la
formacion de carbonilos de proteinas es la modificacion mas comun resultante de
la oxidacion de proteinas (Mora et al., 2019) dicha concentracion fue superior al
control.

Tabla 9. Determinacion de carbonilos y malondialdehido (MDA) en semillas de linaza
deterioradas a distintos tiempos.

7.64

4.15¢

2.20P 9.2b

5.56¢ 6.68¢
4.11¢ 6.16°¢
5.89¢ 3.84¢
2.39P 3.944
4.51% 5.56¢

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(P< 0.05).

El contenido de MDA mostré diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05); del control con los diferentes tiempos de deterioro (Tabla 9) siendo el dia 9
donde se presentd una mayor concentracion y posible dafio en el contenido de
lipidos de linaza. De acuerdo con Vandemoortele & De Meulenaer .(2019) el MDA
es un aldehido caracteristico resultante de la peroxidacion lipidica de acidos w-3 'y
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w-6 acidos grasos, la linaza tiene un contenido rico en w-3 , por lo tanto, al
parecer sus lipidos fueron susceptibles a sufrir un dafio por el almacenamiento
inadecuado al presentarse una peroxidacion.

El MDA es muy reactivo y es capaz de descomponerse, debido a su caracter
electrofilico. Esto da como resultado su oligomerizacién y la formacién de una
variedad de aductos con componentes alimentarios (por ejemplo, proteinas,
polifenoles, acido ascoérbico , nitrito, etc.). Por lo tanto, se podria subestimar la
cantidad real de MDA formada en un alimento en particular como resultado de la
peroxidacion lipidica, lo cual podria justificar valores bajos a partir del dia 9. Sin
embargo, la conductividad eléctrica, pérdida de su capacidad antioxidante, indice
de peroxidacion y la actividad enzimatica son indicadores de que en las semillas
de linaza se genero estrés oxidativo.

3.7 Actividad enzimatica.

La enzimas que tuvieron mayor actividad en linaza fueron catalasas y superoxido
dismutasa con diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05); mientras que
la peroxidasa presentd menor actividad. En comparacion al control CAT y SOD
indica que el mecanismo de defensa ante un estrés oxidativo fue desarrollado; en
los dias de 45 y 56 dias de deterioro se mostraron los tiempos con mayor
actividad (Tabla 10) lo cual se puede relacionar con el indice de peroxidacién
correspondientes a esos dias (Tabla 9), al estar por arriba del limite permitido por
el CODEX (10meq/kg aceite) justificaria por qué el aumento de actividad de CAT y
SOD vy la pérdida significativa de la capacidad antioxidante se puede atribuir a un
aumento del radical anién superdxido y de radicales libres producto de una
lipoperoxidacién, ya que de acuerdo a Desai & Rai. (2014) la lipoperoxidacién la
pueden iniciar el anion superéxido y el peréxido de hidrégeno, lo cual también
influyd en la muerte celular de la semilla afectando su capacidad germinativa.

Las concentraciones de SOD en la Tabla 10 indican que hubo una mayor
concentracion de peroxido de hidrégeno, razén por la cual la actividad de CAT se
desencadend en mayor proporcion que la POX ya que de acuerdo a lo que cita
Libretext. (2022), la reaccién enziméatica de CAT es la desproporcion del perdxido
de hidrégeno y la funcion de la enzima parece ser la prevencion de cualquier
acumulacion de ese oxidante, mientras que en la POX no es especifica para el
peréxido de hidrogeno pues la reaccion catalizada es el peroxido de hidrogeno y
una variedad sustancias reducidas que pueden ser organicas e inorganicas.
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Tabla 10. Actividad enzimatica en semillas de linaza deterioradas a distintos tiempos.

*ND 13.5 + 0.19¢ 2.44 + 0.38%
~ 9dias *ND 3.75 + 0.70° 4.66 + 2.30°
- 18dias *ND 4.33 +1.52°¢ 5.77 + 1.38¢
I 27dias | = 0.5+0.086% 5+1° 422 +1.01°
[ 86dias = 0.98+0.07° 8 + 3.464 5.33 + 2.89%¢
I 45dias  0.91+0.10? 20 + 10° 14.66 + 3.054
| B6dias = 1.80+0.10¢ 40 + 10/ 8.33 £ 0.46°

*ND= No Detectado.

NOTA: Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(P< 0.05).
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CONCLUSIONES.

Hubo una pérdida gradual en la calidad de las semillas de linaza tipo aceite a
causa de almacenarlas a 75% HR y 40 °C lo cual se vio reflejado en la pérdida de
su capacidad germinativa y el aumento de la conductividad eléctrica sugiere dafio
en membranas celulares; esto permiti6 obtener muestras deterioradas para su
analisis.

Durante el deterioro los compuestos quimicos de la semilla de linaza en su
mayoria se mostraron inalterados a excepcion de un aumento significativo de fibra
cruda y disminucién de carbohidratos.

El deterioro si tuvo un efecto en la calidad nutrimental de la linaza principalmente
en la grasa indicado por un aumento del indice de peroxidacion mayor al limite
gque marca el CODEX ALIMENTARIUS; también la digestibilidad in vitro y el
contenido de triptéfano disminuyeron, sin embargo, los valores se encuentran
dentro de los establecido por la FAO para oleaginosas.

El deterioro aumento ligeramente el contenido de taninos y acido fitico pero de
acuerdo a los Limites Maximos Permisibles para seres humanos no son
concentraciones que pudieran tener un efecto anti nutrimental o toxico.

El deterioro provoco una disminucién de la capacidad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos disminuyendo sus propiedades nutraceuticas.

El deterioro en semillas de linaza si generd estrés oxidativo, indicado primero por
el aumento en su actividad enzimatica de defensa, la Catalasa fue la que presenté
mayor actividad seguida de la Superéxido Dismutasa lo cual sugiri6 mayor
presencia de superéxido y peréxido de hidrégeno, y segundo la actividad de los
antioxidantes presentes en la linaza por lo cual disminuyeron el contenido de
fenoles y la capacidad antioxidante de la semilla
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