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RESUMEN

La investigacion comprobd los mejores métodos de extraccion de proteina,
grasa total y azucares totales de la semilla chia para la caracterizacion de
acidos grasos y aminoacidos. El proyecto se realiz6 durante 3 meses en los
laboratorios del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuarias (INIAP)
Estacion Santa Catalina, en la investigacion se aplico los diferentes métodos
para la extraccion de los componentes de la semilla, los métodos utilizados
para la extraccion de proteina fueron por liofilizado, secado y fresco, para la
extraccion de grasa se evaluo la utilizacién de solventes hexano y éter y para la
extraccion total de azucares totales se evaluo la influencia del uso del solvente
isopropanol. La metodologia consisti6 en la aplicacion de un disefio
experimental de bloques completamente al azar con 3 factores (métodos de
extraccidon de proteina, extraccion de grasa utilizando solventes y extraccion de
azucares totales) y 3 repeticiones, en donde se analizé 5 variables; porcentaje
de grasa, porcentaje de proteina, rendimiento de proteina, porcentaje de fibra y
porcentaje de azUcares totales. El andlisis de varianza determiné que existe
diferencias en el uso de hexano y éter para la extraccién de grasa, en la
extraccion de proteina dio como resultado al proceso de liofilizado, uso del
solvente éter y uso del solvente isopropanol como mejor resultado al realizar
una completa extraccion de sus componentes. En la caracterizacion de acidos
grasos del mejor método de extraccién de grasa dio como resultado el alto
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados sobresaliendo el acido linolénico
con 57%. En la caracterizacion de aminoacidos se obtuvo como resultado que
la semilla chia contiene 25% de proteina y al purificarla se encuentran
aminoacidos importantes (serina, acido aspartico, histidina, leucina, treonina y
fenilalanina), el aminoacido con mayor cantidad fue la Serina con 9,32% y en
menor cantidad el Triptéfano con un 0,9%. El estudio comparativo confirmé que
la semilla contiene alto porcentaje de proteina y grasa, que al purificarla se
encontraron aminoacidos esenciales y &cidos grasos poliinsaturados

relevantes.
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ABSTRACT

The research validated the best methods for protein, total fat and total sugars
extractions of chia seeds for the characterization of fatty acids and amino acids.
The project was realized during three months in the laboratories of the National
Institute of Agricultural Research (INIAP) Station Santa Catalina. In the
research has shown the different methods for pure components extraction of
the seed, the methods used for the extraction of protein were freeze-dried, dried
and fresh; for the extraction of fat, the methods evaluated were the use of
solvent hexane and ether and for the extraction of total sugar we evaluated the
influence using the solvent isopropanol. We use of a completely randomized
blocks as experimental design with three factors (protein extraction methods, fat
extraction with the use of solvents and total sugar extraction) and three
repetitions in which five variables were analyzed; percentage of fat, percentage
of protein, yield of protein, percentage of fiber and percentage of total sugar,
After an analysis of variance, was determined that there are differences in the
use of hexane and ether for the removal of fat. As for the extraction of protein,
analysis of variance resulted in the process of freeze-dried, solvent ether and
usage of the solvent isopropanol as the best result by performing a complete
extraction of its components. In the characterization of fatty acids of the best fat
extraction method vyielded results with high percentages of polyunsaturated
fatty acids including linolenic acid with 57%. In the characterization of amino
acids showed that the chia seed contain 24% of protein, when it was a purify
exist amino acids essentials (serine, aspartic acid, histidine, leucine, threonine y
phenylalanine) the mayor amino acids that can found was Serina with 9,32%
and the amino acids with less percentage was Triptofano with 1,60%. The
comparative study confirmed that chia seed contains a high percentage of
protein and fat, that when it was purified by the separation of the components
were found essential amino acids and poliunsaturated fatty acids in relevant

amount.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el procesamiento industrial y la preocupacion por los aspectos
de salud y seguridad de los nuevos aceites y productos grasos que se utilizan
en la dieta, han conducido al desarrollo de técnicas y procedimientos analiticos
para tener informacion detallada acerca de la naturaleza, el caracter, el

tratamiento y su composicion (Kirk, Sawyer y Egan, 2011, p.671).

En los afios 90 la chia formd parte del proyecto “North Western Argentina
Regional Proyect”, debido a sus importantes beneficios y al gran aporte para la
industria alimentaria (Gonzalez, 2009, p. 20). El pseudocereal es recomendado
por tener gran cantidad de acidos grasos omega 3 y aminoacidos esenciales
gue favorecen al organismo humano (Salazar, 2009).

Lipidos son todos los componentes que contienen acidos grasos, pueden ser
de origen vegetal o animal. El aceite proveniente de la semilla es rico en omega
3 acido linolénico. Las semillas de chia contienen 35-40% de aceite del cual 17-
26% es &cido linoleico y 50-57% es acido linolénico (Capitani, 2013), 25% de
fibra dietética y 20-23% de proteina, vitaminas y minerales, no contiene gluten,

tiene bajo contenido de sodio y no es causante de alergias (Mosca, 2011).

Los constituyentes grasos de los alimentos son diversas sustancias lipidicas. El
contenido de grasa, el cual puede ser formado de lipidos libres es aquel que
puede ser extraido por disolventes ligeros, como petroleo y éter etilico, siendo
estos menos polares; por otro lado, los lipidos conectados necesitan
disolventes mas polares para su extraccion. Mediante hidroélisis o tratamientos
guimicos se puede obtener lipidos libre, la cantidad de lipido extraido de un
producto alimenticio dependera del método utilizado. La extraccion de lipidos
de los alimentos ha sido revisada en forma practica por Carter, 1977. Krof,
1984, estudi6 las técnicas disponibles para determinaciones rapidas de grasa,
incluyendo aquellas para operaciones de procesos de alimentos (Kirk, Sawyer,
Egan, 2011, p.21).



La introduccion comercial de la cromatografia gas-liquido a fines de los 50 y
principios de los 60 hizo posible la determinacion exacta y eficiente de la
composicion de los acidos grasos saturados en las grasas y los aceites,
convirtiéendose en ésteres metilicos a partir de los ésteres de triglicéridos. El
perfil “huella digital” de los acidos grasos que se obtiene de esta forma hace
gue en muchos casos, resulten obsoletas las antiguas pruebas de color y
turbidez para cada aceite en patrticular, las cuales resultaban semiespecificas.
En la actualidad, gracias al avanzado equipo de cromatografia de gases vy al
uso de columnas capilares que tienen gran poder de resolucién se conoce
especificamente la composicion posicional de los triglicéridos y composicion

isomérica geométrica en los acidos grasos (Kirk, Sawyer, Egan, 2011, p.695).

Las proteinas estan compuestas por cadenas polipeptidicas y estas se
encuentran formadas por cadenas de aminoacidos. Existen 8 aminoacidos
esenciales que no se encuentran presentes en los cereales como se presentan
en el pseudocereal chia (fenilalanina, valina, treonina, isoleucina, metionina,
leucina, lisina y triptéfano) (Mosca, 2011). Las plantas m&s comunes en
proveer estos aminoacidos son soya, arroz, trigo y maiz, sin embargo, estas
plantas estan asociadas con alergias y estan limitados en uno o varios
aminoacidos esenciales como el arroz, trigo y maiz que se limitan en lisina
(Mosca, 2011). La semilla chia provee 20-23% de proteina; cantidad que
supera a otros granos como el trigo (14%), maiz (9%), arroz (8,5%), avena
(15,3%), cebada (9,2%) y amaranto (14,8%) (Busilacchi, 2013)

El contenido de proteinas totales en los alimentos se determina por el método
Kjeldahl con el resultado del analisis del nitrégeno organico. Aunque con el
tiempo ha estado sujeto a modificaciones, el método Kjeldahl en la actualidad
es el andlisis mas seguro para determinar la cantidad de nitrégeno organico
(Kirk, Sawyer, Egan, 2011, p.19).

El presente estudio se basa en comprobar los mejores métodos para la
extraccion de proteina, grasa y azlcares totales de la semilla chia en Ecuador
y de esta manera caracterizar los aminoacidos y 4cidos grasos presentes en la

misma, con el objetivo de realizar un estudio comparativo con investigaciones



existentes de diferentes autores utilizando métodos similares en la extraccion
de sus fracciones. Por otro lado, el estudio ayudard a determinar los

aminoacidos y acidos grasos obtenidos mediante los métodos propuestos.



OBJETIVOS
Objetivo general
e Comprobar que métodos son Utiles para la caracterizacion de aminoacidos
y acidos grasos provenientes de semilla chia (Salvia hispanica-L.).

Objetivos Especificos

e Determinar los métodos de mayor rendimiento para la extraccién de grasa

total de la semilla chia.

Hipotesis nula: Los dos métodos de extraccion de grasa (uso de del solvente

hexano, uso del solvente éter) son iguales.

Hipotesis alternativa: Los dos métodos de extraccion de grasa son diferentes.

e Determinar los métodos de mayor rendimiento y pureza para la extraccion

de proteinas de la semilla chia.

Hipo6tesis nula: Los tres métodos de extraccidon de proteina (liofilizado,

secado, fresco) son iguales

Hipétesis alternativa: Los tres métodos de extraccion de proteina son

diferentes.

e Comprobar si el uso del solvente isopropanol influye para una mayor

extraccion de azucares totales.

Hipotesis nula: No existe diferencias al usar el solvente isopropanol para la

extraccion de azulcares totales.

Hipotesis alternativa: Existe diferencias al usar el solvente isopropanol para la

extraccion de azlcares totales.

e Caracterizar el perfil de aminoéacidos y acidos grasos presentes en la chia



1. MARCO TEORICO
1.1 Chia (Generalidades)

1.1.1 Origen y distribucion

Chia, (Salvia hispanica-L.) es una planta indigena de América Central y Sur
América. Los pueblos que permanecian en estos continentes consumian el
pseudocereal desde los tiempos precolombinos, por lo cual llegd a ser parte
preponderante en su nutricion diaria (Cahill, 2003). Antes de conquistar el
continente americano, la chia fue considerada como un super alimento,
derivada del lenguaje maya el cual significa fuerza. Hace 3500 afios A.C. La
chia se cultivaba por los Nahuas cuando Colén llegb a América y en la
actualidad se produce comercialmente en Argentina, Bolivia y México (Coates,
2012, p.93).

La chia posee una larga trayectoria como alimento para las personas. Su
domesticacién se dio a conocer desde el afio 2600 A.C. En el periodo de la
conquista mesoamericana existian mas de 20 especies botanicas con
diferentes usos, 4 de ellas se destacaban por su composicién nutricional.
Alrededor del afio 2600 A.C., la chia se denominé como el cultivo de mayor
importancia en los pueblos que se asentaban en el actual México y Guatemala.
La chia servia como medicina, era molida para conseguir particulas mas
pequefias hasta obtener harina, la cual era consumida por los guerreros y
atletas; se decia que estos atletas podian sobrevivir GUnicamente con el

consumo de la semilla y realizando actividad fisica intensa (Coates, 2012, p.5)

1.1.2 Distribuciéon Nacional

En cuanto a la produccion de chia en Ecuador se da en las provincias de
Pichincha, Manabi, Santa Elena, Imbabura y Chimborazo, es un cultivo de

clima célido seco con una altitud de 2700 m.s.n.m. El tiempo de siembra varia



de 4 a 5 meses de acuerdo a su ubicacién, y prefiere las tierras arenosas de
Santa Elena (Proecuador, 2013).

Segun datos de Proecuador 2013, existen 500 hectareas cultivadas en el pais,
se exportd 398 toneladas de chia desde Ecuador a Estados Unidos durante el
citado afo. La organizacion sefiala que la baja produccion de esta semilla se
debe al desconocimiento y falta de informacién de las propiedades y beneficios
que tiene la chia, mas no por ser un cultivo dificil de producir, manejar y darle

valor agregado (Proecuador, 2013).

1.1.3 Descripcion botanica

Salvia hispanica-L. es una planta cultivada via anual, pertenece a la familia
Lamiaceae-Menta, se aprovechan sus semillas, y produce flores blancas o
moradas. La planta puede crecer hasta 1m de altura y tiene hojas opuestas.
Las flores de la chia con tamafo entre 3-4mm poseen pequefias corolas y
partes de flores fusionadas que contribuyen a una alta polinizacion. El color de
la semilla varia de negro a gris y con una combinacién de negro-blanco, la
forma es ovalada con un tamafio aproximado de 1-2mm (Ayerza y Coates,
2005 y Dubois et al., 2007) como se observa en la Figura 1. Las semillas
blancas poseen mayor peso, espesor y longitud en comparacion con las
semillas oscuras. La semilla seca y limpia se la puede conservar durante varios
afios por su contenido de antioxidantes, lo cuales evitan el deterioro de los
aceites esenciales. El rendimiento que se obtiene es de 3000kg/ha para el

aprovechamiento de su semilla (Ayerza y Coates, 2005 y Dubois et al., 2007).

La semilla chia prefiere climas tropicales y subtropicales, no crece
favorablemente en heladas. Tiene un mejor desarrollo en suelos arenosos y
limosos, y aquellos con fertilidad moderada, tolerando la acidez edafica. La
chia también tolera la sequia, no es necesario demasiada pluviosidad para su

crecimiento (Gonzélez, 2009, p.17).



El mucilago se encuentra en la epidermis del pericarpio de la semilla madura,
al encontrarse en contacto con agua se fragmenta la capa superficial de células
epidérmicas, lo que permite la salida de las fibras de mucilago que cubren la
semilla. Al hidratarse el mucilago forma una capa transparente que rodea la
semilla con gran fuerza, cuando varias semillas se hidratan forman una

solucion altamente estable y viscosa (Hernandez y Miranda, 2008).

Figura 1. Planta y semilla chia (Salvia hispanica- L.)

1.2. Nutrientes

La semilla contiene 25-40% de aceite y de este el 60% es omega 3 (acido
linolénico) y el 20% omega 6 (acido linoleico), ambos acidos grasos esenciales
son requeridos por el organismo para mantener la salud, no pueden ser
sintetizados artificialmente. La semilla chia esta compuesta de grasa (30-33%),
proteina (15-25%), fibra dietética (18-30%), carbohidratos (26-41%), cenizas (4-
5%), minerales, vitaminas y materia seca (90-93%). Otra caracteristica clave de
la semilla chia es no contener gluten (Vasquez, Rosado, Chel y Betancour,
20009).



Segun datos del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), la
semilla contiene omega 3 mas que los aceites de algas, arenque, higado de
bacalao, arenque americano o salmon (Ayerza y Coates, 2005). Los aceites de
uso comun (palma, oliva, girasol, maiz, soya y canola) no alcanzan el contenido
de acido graso que tiene la chia, pues ninguno posee mas del 9%. Es una
fuente importante de magnesio, calcio, potasio fésforo, hierro, cobre y zinc asi

como de vitamina B (Ayerza y Coates, 2005).

La fraccion fibrosa de la semilla chia tiene alta capacidad de absorcion de agua
(11,73g/g), capacidad antioxidante (acido cafeico, clorogénico y cindmico)
(488,4uMET/g), comparada con el vino, té, café y jugo de naranja, de la misma
forma cuenta con la presencia de flavonoides como miricetina, quercetina y

kempferol (Vasquez, Rosado, Chel y Betancour, 2006).

Una de las caracteristicas mas importantes de la semilla es que, al ser
expuesta en un medio liquido libera un polisacarido conocido como mucilago.
Este polisacérido tiene propiedades fundamentales para la industria cosmeética,

alimentaria y farmacéutica (Hernandez y Miranda, 2008).

El mucilago posee altos niveles de carbono (37,99%), nitrégeno (1,38%),
hidrégeno (5,64%) y oxigeno (47,27%). La composicion de monosacaridos es
D-arabinosa 6,77%, 16,78% D-xilosa+Dmanosa 2,11%, D-glucosa 3,9%, 12,1%
acido glucurénico y éacido galacturonico, con un 41,66% de azUcares totales
(Hernandez, 2013). El mucilago extraido de la semilla es una fuente potencial
de hidrocoloides con propiedades funcionales importantes para la industria,
tiene alta capacidad de retencion de agua, es un aditivo que cumple con las
funciones de espesar, emulsificar y estabilizar, es altamente soluble en agua
fria y/o caliente. EI mucilago de Salvia hispanica-L. tiene la capacidad de
formar capas comestibles que junto con proteinas mejoran las propiedades

funcionales y mecénicas de las mismas (Hernandez y Miranda, 2008).

Esta semilla tiene varias ventajas comparada con otras y actia benéficamente
en ciertos problemas de salud. En la Tabla 1, se visualiza la composicion

nutricional de la chia segun Coates.



Tabla 1. Composicion nutricional de la semilla chia

Nombre Principal Valér Val.or Val.or Unidades
Medio Méaximo | Minimo
Calorias 4,60 529,00 356,00 | Cal/100g
Calorias de la grasa 2,33 309,00 110,00 | Cal/100g
Grasa total 30,89 34.30 21,40 g/100g
Grasa saturada 3,47 3.91 2.48 g/100g
Grasa trans 0,14 0,19 0,04 g/100g
Grasa poliinsaturada 23,97 26,00 16.20 g/100g
Grasa monoinsaturada 2,36 2,76 1,71 g/100g
Omega 3 18,56 21,10 12.30 g/100g
Omega 6 3,91 7.15 3.88 g/100g
Carbohidratos totales 40,27 54,00 12,00 g/100g
Fibra dietética 34,41 41.20 33,00 0/100g
Fibra insoluble 31,39 33,9 28,00 g/100g
Fibra soluble 1.66 5,80 1,10 g/100g
Proteinas 22.23 24.40 19,30 0/100g
Vitaminas
Vitamina A 53,00 80,00 33,00 | UV/100g
Vitamina C 1,61 2.09 0.05 mg/100g
Vitamina E 0,74 0,74 0,74 Ul
Vitamina B1l(taurina) 0.62 0,74 0,21 mg/100g
Vitamina B2 (Riboflavina) 0,17 0,22 0,12 mg/100g
Niacina 8,83 11,9 5,97 mg/100g
Acido félico 48,53 51,4 43,1 mg/100g
Minerales
Calcio 569,80 616,00 523,00 mg/100g
Hierro 7,72 9.78 6,27 mg/100g
Foésforo 770,30 880,00 675,00 mg/100g
Magnesio 334,50 369,00 321,00 mg/100g
Zinc 5.68 6.48 4.46 mg/100g
Selenio 55,15 92,50 17,80 | mcg/100g




10

Nombre Principal Valér Val.or Va!or Unidades
Medio Maximo | Minimo
Cobre 1,66 1,88 1,44 mg/100g
Manganeso 3,28 4,32 2.46 mg/100g
Cromo 9,07 16,40 1,74 | mcg/100g
Sodio 128,00 272,00 22,00 | mcg/100g
Potasio 653,00 741,00 596,00 mg/100g
Aminoéacidos esenciales
Leucina 1421,00 1700,00 | 1210,00 mg/100g
Isoleucina 830,00 | 1100,00 700,00 mg/100g
Valina 985,00 1110,00 857,00 mg/100g
Lisina 1005,00 1100,00 849,00 mg/100g
Treonina 735,00 894,00 647,00 mg/100g
Metionina 609,00 | 1200,00 430,00 mg/100g
Fenilalanina 1053,00 | 1350,00 900,00 mg/100g
Triptofano 452,00 | 1600,00 178,00 | mg/100g
Aminoacidos no esenciales
Arginina 2221,00 | 2750,00 | 1950,00 mg/100g
Histidina 550,00 629,00 483,00 mg/100g
Alanina 1082,00 1300,00 920,00 mg/100g
Acido aspartico 1751,00 | 2150,00 | 1490,00 mg/100g
Cisteina 422,00 500,00 370,00 mg/100g
Acido glutamico 3628,00 | 4370,00 | 3140,00 mg/100g
Glicina 977,00 | 1120,00 830,00 | mg/100g
Prolina 804,00 893,00 683,00 | mg/100g
Cerina 1087,00 1280,00 928,00 mg/100g
Tirosina 584,00 880,00 23,00 | mg/100g

Tomada de Coates W, 2012
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1.2.1. Propiedades de los lipidos

El estudio de los lipidos y su importancia en la nutricion humana constituye una
de las areas necesarias en la investigacion nutricional. Los lipidos son el
principal nutriente energético, aporta mayor cantidad de energia que las
proteinas y carbohidratos, estos contribuyen 9Kcal/g, mientras que las

proteinas y carbohidratos aportan 4Kcal/g (Coates, 2012, p. 21).

Los lipidos estan compuestos de pequefias cantidades de fosfolipidos,
colesterol y otros esteroles, en gran cantidad de triglicéridos. Los lipidos se
almacenan en el cuerpo en forma de triglicéridos y estos quimicamente son

moléculas de glicerol esterificadas con tres acidos grasos (Coates, 2012, p.22).

El contenido de grasa, el cual es formado de lipidos libres es aquel que puede
ser extraido por disolventes ligeros, como petroleo y éter etilico, siendo estos
menos polares; por otro lado, los lipidos conectados necesitan disolventes mas
polares para su extraccion. Mediante hidrolisis o tratamientos quimicos se
puede separar para la obtencion del lipido libre, la cantidad de lipido extraido
de un producto alimenticio dependera del método utilizado (Kirk, Sawyer y
Egan, 2011).

Los &cidos grasos son los bloques de construccion de algunos lipidos en el
cuerpo, compuestos de una cadena de hidrocarbones; es decir una cadena de
atomos de carbén unida a una de atomos de hidrogeno. Los acidos grasos se
clasifican segun sus cadenas, pueden ser de cadena corta (<6 carbonos),
cadena mediana (6-10 carbonos) o cadena larga (12 o mas carbonos). Estos
pueden clasificarse segun su saturacién; saturados (sin doble enlace),
monoinsaturados (1 doble enlace) y poliinsaturados (>1 doble enlace). Los
acidos grasos poliinsaturados tiene una sub clasificacion en la cual el primer
doble enlace se encuentra entre los 3 atomos de carbono (omega 3 0 n3) y si el
doble enlace se encuentra en los 6 atomos del metil carbono (omega 6 0 n6)
(Coates, 2012, p.22).
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Los acidos grasos saturados y monoinsaturados son conocidos como acidos
grasos no esenciales pues pueden ser sintetizados por el organismo, mientras
gue los &cidos grasos poliinsaturados omega 3 y 6 se denominan acidos
grasos esenciales y deben ser suministrados por la dieta. Los acidos grasos se
conocen por sus siglas en inglés Saturated Fatty Acids (SFA),
Monounsaturated Fatty Acids (MUFA), Poliunsaturated Fatty Acids (PUFA)
(Coates, 2012, p.23).

1.2.1.1. Propiedades de los omega

El aceite de la semilla chia es una de las mejores fuentes vegetales (<60%),
seguido por la linaza (57%), la colza, la soja, el germen de trigo y las nueces
(7-13%). El acido linolénico a pesar de ser el principal precursor del DHA y EPA
desarrolla una minima conversion, de alli la importancia del consumo de
alimentos que se conviertan en una fuente directa de EPA y DHA (Coates,
2012, p.25).

El principal acido graso linoleico (omega 6) puede ser transformado en el
cuerpo en acido graso gamma linolénico (GLA) y araquiddnico (AA). Por otro
lado, el acido linolénico (omega 3) puede ser sintetizado en EPA y el DHA. La
trasformacion de omega 6 a GLA y AA, y del omega 3 en EPA y DHA se da
mediante procesos en los que actlan enzimas saturasa y elongasa; estas dos
familias de PUFA tienen los procesos similares y por lo tanto, compiten por las
enzimas para que se realice la desaturacién y la elongacion (Coates, 2012,
p.25).

La Figura 2 indica la estructura de los acidos grasos poliinsaturados presentes

en la semilla chia.
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Figura 2. Acidos grasos omega
Adaptado de Hernandez, 2014

1.2.2. Propiedades de las proteinas

La proteinas y los acidos nucleicos son moléculas de formacion en los seres
vivos, se almacenan en pequefias unidades conocidas como genes en el acido
desoxirribonucleico (ADN) y se trascribe para crear diferentes tipos de acido
ribonucleico (ARN) siendo los ribosomas que traducen el mensaje que forman
las proteinas. Las proteinas tienen un importante papel en los sistemas
biolégicos, existen alrededor de 3000 clases de proteinas que cumplen con las
funciones de estructura, transporte, defensa, almacenamiento, reconocimiento,
motilidad y funcién catalitica. Se puede formar gran cantidad de proteinas a
partir de 20 aminoacidos (unidades basicas); estas combinaciones de
secuencia de aminoacidos, longitud de cadena y organizacion estructural,
permiten obtener diversas funciones que dependen de las propiedades

fisicoguimicas (Salvador, 2006, p.120)
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1.2.2.1. Propiedades de los aminoacidos

En cuanto al contenido de aminoacidos en la chia, se puede encontrar que el
aporte de lisina es relativamente alto y la cisteina y metionina se pueden
comparar favorablemente a los existentes en otros cereales. Aminoacidos son
la estructura quimica mas simple de las proteinas, conforman los eslabones
para la formacion de péptidos y al formar cadenas polipeptidicas son
denominadas proteinas (Salvador, 2006, p.121).

De los 20 aminoacidos 8 son considerados como indispensables porque deben
ser ingeridos en la dieta ya que su sintesis en el organismo es despreciable,
estos son leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, valina, triptéfano y
treonina. Los nifios en su dieta también necesitan la presencia de histidina, los
aminoacidos restantes no son indispensables de ingerirlos a través de la dieta,
pues el organismo puede crearlos a partir de los aminoacidos no esenciales
siendo estos glicina, acido glutdmico, alanina, acido aspartico, asparagina,
glutamina, cisteina, prolina, tirosina y serina (Salvador, 2006, p.121). La Figura

3 indica la estructura de los 8 aminoacidos esenciales.
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AMINOACIDO

FORMULA
MOLECULAR

ESTRUCTURA
QUIMICA

Glicina

Alanina

Valina

Leucina

C:HNO,

CHNO;

CeH INO,

CsH ANO,

_COOH
HaN'C-H
H

_COOH
HaN'CH
CHy
(COOH
HyN-C-H
CH
HyC CHy

Isoleucina

CsH ) sNO,

Fenilalanina

CoHy;NO;

Tirosina

CoHy N, O,

Triptéfano

CyH N0,

Figura 3. Amino&cidos esenciales presentes en la semilla chia
Adaptado de Voet, 2006, pp.72

1.2.2.2 Punto isoeléctrico de las proteinas

El punto isoeléctrico (pl) es el punto en el cual la proteina presenta carga neta
nula compensada, es decir, igual nimero de cargas positivas que negativas, la

solubilidad de la proteina es minima. Se determina mediante el pH en el cual el
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precipitado presenta mayor contenido de proteina. La carga que tiene una
proteina dependera del tipo de aminoacidos que la conforman y del pH
determinado (Peinado y Meléndez, 2012). El pH isoeléctrico se evalua de
acuerdo al valor en el cual el precipitado presenta mayor contenido de proteina,
es decir, a pH donde la proteina no tiene carga eléctrica y no puede

desplazarse en un campo eléctrico (Serpa, Hincapié y Lépez, 2014).

Las proteinas tienen la capacidad de alcanzar segun el pH en el que se
encuentran, carga neta: negativa, positiva o nula. El hecho de que las proteinas
puedan tener carga se aprovecha en la practica para la separacion de mezclas
de proteinas, mediante la técnica llamada electroforesis en la cual existe un
desplazamiento en campo eléctrico. Por lo tanto, una proteina en una
disolucién de pH que se encuentra por encima de su pl alcanza una carga
eléctrica negativa, mientras si el pH se encuentra por debajo de su pl alcanzara

una carga positiva (Salvador, 2006).

Al introducir a una disolucién de proteinas a un campo eléctrico se produce la
separacion de las proteinas hacia un polo u otro. La mayor cantidad de
proteinas intracelulares tienen carga negativa, debido a que su pH fisiolégico
es mayor a su pH isoeléctrico (proximo a 7). Se denomina proteinas &cidas
cuando su punto isoeléctrico es menor (pepsina), y proteinas basicas cuando

su punto isoeléctrico es mayor (histonas) (Salvador, 2006).

1.2.2.3. Concentrado proteico y aislado proteico

Se denomina concentrado proteico al producto que contiene hasta un 70% de
proteina en base seca y se obtiene de harinas desengrasadas que han sido
sometidas a un proceso de extraccion, para eliminar los azUcares totales, fibra
y otros componentes menores (Luna, 2007, p.42). Los aislados proteicos mas
conocidos son de soja, puesto que ofrece mayores ventajas tanto economicas,
nutricionales y funcionales y mantienen las cualidades sensoriales deseables

fundamentales para la aprobacion del consumidor. Los productos como los
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aislados deben ser de alta calidad, es decir, mismo sabor, textura, color,
aroma, composicién quimica y nutricional. Estos parametros son los que
determinan el grado de sustitucion proteica. En los ultimos afios se han
elaborado aislados proteicos de otros cultivos tales como: colza, trigo, maiz,
garbanzo e incluso de cultivos menores como amaranto (Vioque, Sanchez,
Pedroche, Yust y Millan, 2001). Los aislados se caracterizan por tener un 90%
de contenido de proteina minimo en base seca, este se obtiene a partir de
harinas desengrasadas a partir de diferentes extracciones de azucares totales,
fibra y otros componentes menores (Luna, 2007, p.42)

El método de extraccion de aislados proteicos se basa en la obtencion basica
de las proteinas solubles seguido de una precipitacion acida en el pl de las
proteinas. El precipitado obtenido se lava con agua (pH 4.5), etanol y acetona,
teniendo como resultado un concentrado proteico con un 86% de proteina y
90% de azucares solubles respecto a la harina desengrasada. El concentrado
final tiene caracteristicas fisico-quimicas interesantes, las cuales son atractivas
para la industria alimentaria y obtencion de hidrolizados proteicos después de

su purificacién (Viogue, Sdnchez, Pedroche, Yust y Millan, 2001).

1.3. Métodos de extraccidén y caracterizacion de grasay proteina.

1.3.1. Extraccion del mucilago

El método mas utilizado para la extraccién del mucilago es por liofilizacién. Se
remoja las semillas de chia en agua en una relacion de 1:10p/v por 4h a
temperatura ambiente removiéndola por 15min para lograr una hidratacion
completa de la semilla evitando aglomeracién. Seguido a esto la semilla
hidratada se coloca en bandejas de plastico cubiertas con papel aluminio y se
congela a (-20°C) por 96h para llevarlo a liofilizar (-50°C; 0,033mbar, 4dias).
Finalmente, el mucilago es tamizado en una malla N°20 ASTM (840um) para

separarlo de la semilla en 3 periodos de 15min cada uno (Capitani, 2013).
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1.3.2. Extraccion de grasa

Las grasas son elementos bioldgicos no solubles en el agua, sin embargo son
solubles en solventes no polares como hexano, éter, cloroformo, benceno y
otros similares (Luna, 2007, p.38). La extraccion de grasa de la semilla se
realiza con la finalidad de obtener dos fases, la fase liquida y la fase sélida, la
fase liquida se denomina aceite, mientras que la fase sélida se denomina torta
o harina desengrasada con un contenido proteico de 34-50%, a partir de este
se procede a realizar las siguientes extracciones de sus diferentes
componentes (fibra, carbohidratos y proteina) (Vioque, Sanchez, Pedroche,
Yust y Millan, 2001).

1.3.2.1. Extraccion por solvente hexano

El hexano es un disolvente organico que predomina en las extracciones de
grasa por requerir menos tiempo y menos riesgos de incendio o explosién. Su
uso se encuentra autorizado por la FDA, 2006 de E.E.U.U. Para la extraccion
de la harina, lipidos libres o el aislado se utiliza hexano durante 6h a
temperatura ambiente teniendo una relacion harina: solvente 1:10p/v. El cual
extrae el 85% de la grasa presente en la semilla (Mosca, 2011). En la Tabla 2
se observa las principales caracteristicas del solvente hexano de su ficha

técnica.



19

Tabla 2. Ficha técnica del hexano
Formula C6H14

Forma parte de la gasolina, se utiliza para la
obtencion de aceite de semillas, como
Usos disolvente en la formulacion de productos
como laca, cemento, y pintura, reacciones de
polimerizacion y en el laboratorio se utiliza
como solvente y materia prima para analisis.

Punto de inflamacion No aplica
Densidad relativa 0.66
Punto de ebullicion a 1 atm 68° C (154°F)
Punto de congelacién -95°C (-139°C)
pH No aplica
Peso molecular 86.18
Apariencia y color Gas incoloro e inodoro

Adaptado de Linde, 2010

1.3.2.2. Extraccion por equipo Soxhlet

El principio basico de la extraccién mediante el equipo Soxhlet se fundamenta
en la separacion de una fraccion especifica de la muestra con el uso de un
solvente. Para iniciar el proceso de extraccion se prepara la muestra y se
coloca en el capuchoén, los capuchones se llenan de muestra hasta la mitad
para que no se impida la difusion, posterior a este se coloca el solvente en un
balén para que realice la primera sifonada con arrastre de grasa alrededor de
5-20min, al realizarse la sifonada el solvente cae sobre el capuchén; se espera
gue se realice la segunda sifonada del solvente cubriendo el capuchon hasta
producir nuevamente las sifonadas necesarias para la extraccion del 100% del
aceite. El aceite obtenido de la extraccion se concentra en el fondo del balon,
luego de ser recuperado el solvente (Nufiez, 2008). La Tabla 3 indica los
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grados de ebullicion de los diferentes solventes que se pueden utilizar en el

equipo Soxhlet.

Tabla 3. Punto de ebullicién de solventes (°C)

Solvente ° de ebullicién Solvente ebljlﬁc?ién
Eter 35 Hexano 69
Diclorometano 40 Etanol tolueno 73
Eter de petrdleo 35-50 Acetato de etilo 77
Cloroformo 62 Etanol 78
Metanol 65 Benceno 80
Etanol-Benceno 65 Ciclohexano 81
Acido Formico 101 Tolueno 111

Dioxano 102

Adaptado de Nufiez, 2008

Aplicacion del solvente: La cantidad de solvente tiene que ser la
determinada para que se realicen correctamente las sifonadas y la
extraccion de aceite al 100%, no puede quedar seco el balon inferior ya
gue se seca la muestra y se quema. Durante el proceso existe pérdida
del solvente por evaporacion (Nufiez C, 2008).

Solventes a utilizar: Es importante conocer el pardmetro de estas
sustancias que se pueden usar en el equipo Soxhlet. Una caracteristica
importante para tomar en cuenta es que los solventes de caracter no
polar suelen tener dificultad al realizar la sifonada debido a que el vidrio
se humedece. (Nufiez C, 2008).

Extraccion: Al tener el equipo completamente armado, con flujo de
agua constante, listo el capuchon con la muestra y solvente, se enciende

el equipo y comienza el proceso de extraccion. Cuando alcanza la
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temperatura de ebullicion el solvente se evapora y comienza a
condensarse en el refrigerante y a gotear sobre el capuchon. Una vez
gue se realiza la sifonada toma aproximadamente de 5 a 20min volver a
tener otra, esto depende de factores como el tipo de solvente y en la
temperatura que se encuentra, ya sea ambiente o en estado de
ebullicién; la cantidad de sifonadas se dan de acuerdo al tipo de muestra
y solvente aplicado (Nufiez C, 2008); en la Figura 4 se observa el equipo

Soxhlet con las partes importantes.

Salida de agua
>
Refrigerante —>-
Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ Cartucho
Sifon—>- PoIoRs
Ascenso de
Regreso del vapores
e =
solvente +extraido

Figura 4. Equipo Soxhlet
Adaptado de Nufez, 2008

1.3.3. Extraccién de fibra

Los restos del esqueleto de las células vegetales son denominadas fibras
(glucidos, polisacéridos, oligosacaridos, ligninas y otras sustancias asociadas a

los vegetales) tomando en cuenta componentes como pectinas, mucilagos y
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gomas; segun la Asociacibn Americana de la Quimica de los Cereales. La
pared celular es la principal fuente de fibra dietética, con propiedades
hidrofobicas e hidrofilicas, las caracteristicas mas importantes son las
propiedades de intercambio i6nico, hidratacién y adsorcién organica (Baena y
Garcia, 2012).

La fibra dietética esta compuesta por celulosa, un polisacarido formado por
unidades de anhidrido glucosa unidos por enlaces  1-4 glucosidicos
permitiendo desarrollar cadenas largas y lineales. Otro componente es la
hemicelulosa, grupo de polisacéridos heterogéneo de pentosas, principalmente
D-xilano ramificados que se unen entre si, la hemicelulosa mas abundante es
el xiloglucano. EI componente mayoritario de la fibra dietética es el mucilago,
producto vegetal de peso molecular mayor a 200.000g/gmol, compuesto por

polisacéaridos celulésicos (Baena y Garcia, 2012).

La fibra se clasifica en soluble e insoluble y se puede obtener mediante
procesos quimicos controlando pH y con el uso de enzimas que simulan las
condiciones fisiolégicas. La fibra soluble al estar en contacto con el agua crea
un reticulo donde queda adherida, formando soluciones viscosas, la fibra
insoluble se tamiza en mallas de diametro 300um y el residuo insoluble se pesa
y seca para posteriores extracciones de proteina y carbohidratos (Baena y
Garcia, 2012).

La chia tiene 1,6; 2,3; 2,6; 8,3; 9,8 veces mas contenido de fibra que la cebada,
trigo, avena, maiz y arroz respectivamente. El contenido de fibra en la harina
después de la extraccién de aceite representa el 40%, el 5% es fibra soluble
(mucilago) (Capitani, 2013).
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1.3.4. Extraccion de azUcares totales

La cantidad de azucares solubles se determina mediante el proceso de
desengrasado de la harina, 5g de la misma se extraen con 200ml de etanol al
95% mediante agitacién durante 2h a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifuga a 4000rpm durante 15min, el sobrenadante se filtra a través de papel
filtro. La cuantificacion de azulcares totales se realiza mediante analisis en

laboratorio (Vioque, Sanchez, Pedroche, Yust y Millan, 2001).

1.3.5. Extraccion proteina

A pesar que el concentrado proteico mantiene las caracteristicas quimicas
Optimas con relacion a la harina, presenta contenidos altos de otros
componentes que alteran el producto final. Incluyendo compuestos como
lipidos, fibra, azlcares reductores y fenoles. La fibra (celulosa, hemicelulosa,
lignina, sustancias pécticas, entre otros) es el componente que se encuentra en
mayor proporcion y debe ser eliminada, si se pretende tener un producto rico

en proteina (Parrado, 1991).

El proceso de extraccion de aislados proteicos tiene una serie de pasos para
eliminar o disminuir los componentes no proteicos, obteniendo asi un producto
final con 80-90% de proteina. Este procedimiento se realiza mediante la
secuencia de 2 operaciones; en la primera, las proteinas son suspendidas en
agua para ser separadas del resto de los compuestos no solubles (glucidos
insolubles). El producto obtenido contiene compuestos solubles y proteina del
concentrado proteico. Aunque varias de las proteinas vegetales son solubles a
pH neutrales, se recomienda extraer las proteinas a pH alcalinos, puesto que
favorece la solubilizacion de las proteinas desnaturalizadas durante la
obtencion de los concentrados (Viogue, Sanchez, Pedroche, Yust y Millan,
2001).

La obtencion de concentrados proteicos que parten de la obtencion de harina

desengrasada de oleaginosas y cereales tiene como objetivo principal la
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eliminacién completa de los componentes solubles no proteicos que se
encuentran en la harina desengrasada. Como resultado de las centrifugaciones
se tiene un producto rico en proteinas y azucares insolubles. Los métodos
principales utilizados en la actualidad para la obtencion de concentrados

proteicos se detallan a continuacion:

e Obtencion de compuestos no proteicos con la utilizacién de agua
ajustada al pl de las proteinas (pH 4,5): Este proceso elimina la mayor
parte de los compuestos funcionales (sales y compuestos nitrogenados
no proteicos). El proceso consiste en realizar diversas extracciones con
agua y centrifugaciones para precipitar los compuestos insolubles
obtenidos en el sobrenadante, en este se encuentran disueltos los
componentes que se van a eliminar posteriormente. La extraccion a
diferentes pH es controlado, lo que asegura que la desnaturalizacion de
las proteinas es poca, manteniendo las propiedades funcionales del
producto, sin embrago, los compuestos responsables de olores y
sabores desagradables no se pierden totalmente (Vioque, Sanchez,
Pedroche, Yust y Millan, 2001).

e Obtencion de compuestos no proteicos mediante soluciones
hidroalcohdlicas (Campbell et al., 1985). El hexano que se utiliza en el
desengrasado y el agua no son los mejores solventes en la eliminacién
de compuestos responsables de olores y sabores extrafios del producto.
Por lo tanto, las proteinas generalmente son poco solubles en mezclas
agua-alcohol, cuando el alcohol representa mas del 40%v/v. El uso de
mezclas hidroalcohdlicas disminuye la solubilidad de las proteinas con
relacion al uso de agua e incluso de alcohol puro. El etanol es
generalmente el alcohol especifico en la preparacion de concentrados

mediante mezclas hidroalcohélicas (Campbell, et al. 1985).

La técnica consiste en extraer la harina con soluciones de etanol al 50-70%v/v
y secar posteriormente el producto (Campbell et al. 1985). El producto obtenido

puede ser destilado. El porcentaje de etanol que se va a utilizar tiene que ser el
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adecuado, puesto que, con porcentajes bajos se produce una desnaturalizaciéon
de las proteinas, la recuperacion del alcohol se dificulta por la destilacién y el
secado del concentrado se hace mas complejo. Por otro lado, con altos niveles
de etanol la extraccion de azlUcares no es suficiente (Vioque, Sanchez,
Pedroche, Yust y Millan, 2001).

La principal diferencia que existe entre estos métodos estda en la
insolubilizacién de las proteinas; los menores contenidos en azulcares totales
se consiguen mediante la extraccidn isoeléctrica, mientras que los porcentajes
mas bajos en grasa se obtienen mediante la extraccion con soluciones

hidroalcohdlicas (Juan, Pastor, Alaiz, Megias, Vioque, 2007).

El concentrado proteico es extraido en medio béasico con la utilizacién del
solvente NaOH al 0.2% o H,SO3 al 0.25%. Con estas soluciones se extrae el
60% de las proteinas aproximadamente. Para la obtencion de las proteinas se
realiza una extraccion alcalina con NaOH 0,1M; y una precipitacion en las
cuales se evalla 3 valores de pH (4,0-4,25- 4,5) y temperaturas 50°C. Todos
los precipitados que se obtiene presentan el mayor contenido de proteina
(Vioque, Sanchez, Pedroche, Yust y Millan, 2001).

1.3.5.1. Determinacion de nitrégeno

La determinacién de nitrégeno total se realiza segun el método de Kjeldahl
(AOAC, 2012). Se emplea un digestor y destilador. Para realizar la digestion se
coloca 1g de muestra en el tubo digestor con 10g de catalizador,
posteriormente se afiade 25ml de H,SO, concentrado para ser calentado.
Cuando la solucién es aclarada se calienta por 30min para asegurar que se
realice una oxidacién completa de la materia organica, se deja enfriar para
continuar con el proceso de destilacidn, en el cual se prepara una solucion de
H3BO3 al 4% al que se agregd una solucion compuesta de 0.02g de rojo de
metilo y 0,04g de verde bromocresol disueltos en 19ml de alcohol y 1ml de

agua destilada, se coloca 50ml de la solucién en un Erlenmeyer para recoger el
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HN4. destilado al final del condensador, se agrega NaOH al 30% para eliminar
el amonio hasta obtener una solucion azul debido al conjunto de iones NHy. y
cobre indicando que la cantidad de NaOH es la adecuada para neutralizar el
exceso de H,SO,. La destilacion se realiza hasta alcanzar 100ml en el
Erlenmeyer; para determinar el NH,4. absorbido por el H3BO; se titula el
destilado con &cido HCI 0,1N. El contenido en nitrégeno proteico se obtiene por
la diferencia con el contenido no proteico y se utiliza el factor 6.25 para obtener
las cantidades proteicas correspondientes (Capitani, 2013). La Figura 5 indica
el digestor y destilador para realizar el andlisis de proteina en el equipo Kjeldahl

automatico.

Figura 5. Equipo Kjeldahl automatico

1.4. Caracterizacion de acidos grasos y aminoacidos

1.4.1. Caracterizacion de acidos grasos

Para realizar la caracterizacion de acidos grasos existen 2 métodos: la
cromatografia en papel y en capa fina (TLC) y cromatografia de gases, siendo
el mas preciso el método de cromatografia de gases (Kirk, Sawyer y Egan,

2011, p.699). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en
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inglés) abarcan cadenas de 18, 20 y 22 carbonos que tienen dobles enlaces 2-
6 con configuracion cis, separados por un grupo CH, (Kirk, Sawyer y Egan,
2011, p.699).

La introduccion comercial de la cromatografia gas-liquido a fines de los 50 y
principios de los 60 hizo posible la determinacién exacta y eficiente de la
composicién de los acidos grasos saturados en las grasas y los aceites,
convirtiétndose en ésteres metilicos a partir de los ésteres de triglicéridos. El
perfil “huella digital” de los acidos grasos obtenidos a partir de este método
resulta ser mas especifico si se compara con las antiguas pruebas de color y
turbidez para cada aceite en particular, las cuales resultaban ser
semiespecificas. En la actualidad, gracias al avanzado equipo de cromatografia
de gases y al uso de columnas capilares que tienen gran poder de resolucién
se conoce especificamente la composicion posicional de los triglicéridos y
composicién isomérica geométrica en los acidos grasos (Kirk, Sawyer y Egan,
2011, p.695).

1.4.2 Caracterizacién de aminoéacidos

La caracterizacion de aminoacidos se ha desarrollado por el método de
cromatografia liquida de alta presién (HPLC), este ha llegado a ser una técnica
muy usada, complementaria a la cromatografia de gases. Esta técnica es
valiosa en la determinacién de compuestos no volatiles (Kirk, Sawyer y Egan,
2011, p.19). La HPLC en el andlisis de lipidos tiene una utilidad limitada debido
a la falta de detectores adecuados. Los triglicéridos no pueden absorber
longitudes de onda analiticas de ultra violeta, y, por lo tanto, es necesario
obtener derivados de los acidos grasos en forma de ésteres que contengan

cromoforos sensibles en el ultravioleta (Kirk, Sawyer y Egan, 2011, p.698).
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1.4.2.1. Anédlisis de aminoacidos

Para el andlisis de aminoacidos se hidroliza 10mg de muestra con 4ml de HCI
6N. Las soluciones se incuban en atmésfera de nitrégeno durante 24h a 100°C.
Los aminoacidos se determinan mediante hidrdlisis &cida, tras derivatizacion
con dietil etoximetilenemalonato, mediante HPLC de acuerdo con el método de
Alaiz et al. (1992) usando el acido D,L-a-aminobutirico como estandar interno.
Las pérdidas de aminoacidos sensibles a la hidrdlisis acida se considera una
cuantificacion precisa. El equipo de HPLC consiste en un multisistema Model
600E con un detector 484 UV-Vis (Waters, Milford, MA). La separacion se
realiza con una columna de fase reversa 300 x 3.9mm 1|.D. (Novapack Ci8, 4],
Waters) utilizando un sistema de gradiente binario. Los solventes usados
comunmente son: 25mM C,H3NaO, con 0.02% &cido sodico (pH 6) y CH3CN.
Los solventes se inyectan en la columna con un flujo de 0.9ml/min de la
siguiente forma: tiempo 0-3min, gradiente linear de C,H3NaO,:CH3CN (91:9) a
C,H3NaO,:CH3CN (86:14); 3-13min, elucion con C,H3NaO,:CH3CN (86:14); 13-
30min, gradiente linear de C,H3NaO,:CH3;CN (86:14) a C,H3NaO,:CH3;CN
(69:31); 30-35min, elucién con C,;H3NaO,:CH3;CN (69:31). La columna se
mantiene a 18°C con un controlador de temperatura (Ruiz, Diaz, Anaya, Rojas,
2013).
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2. CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

El experimento se realizo en los laboratorios de Nutricion y Calidad del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias Estacion Santa Catalina (INIAP).
2.1. Ubicacion

La ubicacion del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias Estacion
Santa Catalina (INIAP) en donde se realizd la fase experimental durante 3

meses se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Ubicacion geografica INIAP

Provincia: Pichincha

Cantén: Mejia

Parroquia: Cutuglagua

Lugar: Laboratorios Nutricion y Calidad
Longitud: 78° 230

Altitud: 3058m.s.n.m

Latitud: 00° 22" s.

Longitud: 78° 08 oeste

Pluviosidad 50.3(min) afio
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3. HERRAMIENTAS

3.1. Equipos

Los equipos utilizados para la extraccion de grasa y proteina se mencionan a

continuacion:

e Molino Martillo (Typ ADEB80 N2Y4)

Figura 6. Molino matrtillo

e Molino de aspas (LF 827-D)

Figura 7. Molino de aspas




Secador de aire forzado (HS122A)

Figura 8. Secador de aire forzado

Tamiz 250pm, 300pum (Frame Mat. L Brass/ Pat No 667924, Mesh mat
L.S/ steel/ serie No 06824)

Figura 9. Tamiz
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Rotavapor (Buchi/ Sybron/ Thermdyne)

Figura 10. Rotavapor

Centrifugadora (Tenko TGL 20M)

Figura 11. Centrifugadora

Homogenizadora (Schaub flextour/ Ultra turrax/ tipo T45/N)

Figura 12. Homogenizador
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e Liofilizador (LABCONCO / Freeze dry system)

T

Figura 13. Liofilizador

e Equipo Soxhlet (Grupo Selecta)

Figura 14. Soxhlet

3.2. Materiales
Los principales materiales para la realizacion del proyecto son los expuestos en

el reglamento de la A.O.A.C.

3.3. Insumos
El insumo necesario fue la semilla chia obtenida de la comunidad Elirio, cantdon

Colta, provincia de Chimborazo



3.4. Reactivos

Los reactivos utilizados en la fase experimental se detallan a continuacion:

e Hexano
e Hidréxido de sodio
e Acido Clorhidrico

e Isopropanol

Eter de petroleo

34
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4. METODOS

4.1. Fase preliminar

La fase preliminar se basé en la seleccion de una variedad de semilla chia
proveniente de 2 localidades (Cotacachi y Colta). La comparacién del analisis
proximal de estas, determiné la semilla con mejores valores nutritivos en sus

componentes.

4.1.1. Analisis proximal de la semilla chia

El analisis proximal es la composicion quimica de la semilla chia compuesta
por extracto etéreo (E.E), proteina, fibra, humedad, cenizas, y elementos libres
de nitrogeno (E.L.N). En la Tabla 5, se presentan los resultados obtenidos de la
composicién quimica de la semilla chia proveniente de las localidades de Colta
y Cotacachi. El informe entregado por el laboratorio mencionado se encuentra

enel Anexoly 2.

Tabla 5. Promedios de seis compuestos quimicos de la semilla chia
provenientes de dos localidades, 2015

Localidad | Humedad | Cenizas E.E% | Proteina | Fibra% | E.L.N
% % % %

Colta 5,86 4,70 31,48 24,64 19,48 19,69

Cotacachi 5,54 5,20 24,41 21,61 30,82 17,95

Los porcentajes de nutrientes presentes en la semilla chia pueden variar
dependiendo del sector de donde provienen, caracteristicas geograficas como
el clima, suelo, fertilizacion, altitud y manejo del cultivo (Hernandez y Miranda,

2008). Al comparar los resultados nutricionales de la semilla utilizada del sector
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Colta con la semilla obtenida del sector Cotacachi se observé la variacion de

porcentajes de cada uno de los nutrientes como se indica en el (Anexo 1y 2).

Al realizar los andlisis de las semillas de las 2 localidades, se encontr6 3
componentes que tuvieron una diferencia significativa en sus porcentajes,
siendo estos, fibra, proteina y extracto etéreo (grasa). El alto porcentaje de
variacion (11,34%) en fibra de la semilla del sector Cotacachi pudo deberse a
gue los suelos son menos explotados lo que da como resultado la riqueza en
fibra y cenizas. (Hernandez y Miranda, 2008) Por otro lado, la variacibn mayor
gue existio en el porcentaje de grasa y proteina de la semilla del sector Colta
pudo deberse a los requerimientos nutricionales del cultivo y del suelo, el ciclo
del cultivo tiende a ser mas largo en condiciones frias (5 meses), por
consiguiente existe una mayor capacidad de generar proteinas. La fertilizacion
rica en nitrdgeno es una variante importante para tener un cultivo con los
nutrientes de interés para su evaluacion (Aguilera, 2013). Por esta razon, se

utilizé la semilla proveniente del sector Colta para la realizacion del proyecto.

4.2. ANDEVA

El analisis estadistico ocupdé un disefio experimental de bloques
completamente al azar con 3 factores (método de extraccion de proteina,
extraccion de grasa con el uso de solventes y extraccion de azucares totales) y
3 repeticiones, analizando 5 variables; porcentaje de grasa, porcentaje de
proteina, rendimiento de proteina, porcentaje de fibra y porcentaje de azlcares

totales.
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4.2.1. Factores de estudio

Factor A: Métodos de extraccion de proteina

Al: Secado
A2: Liofilizado

A3: Fresco

Factor B: Extraccién de grasa utilizando solventes
B1: Hexano

B2: Eter

Factor C: Extraccion de azucares totales y fibra
C1: Con Isopropanol

C2: Sin Isopropanol

Mediante la utilizacion del programa INFOSTAT, se obtuvo la combinacion de
los factores A, B, C con un total de 12 tratamientos, 3 repeticiones, 36 unidades
experimentales, Tabla 6, y el tamafio de la unidad experimental aplicada fue de

100g de semilla chia.



Tabla 6. Tratamientos en estudio

Métodos
Métodos Métodos | extraccion
Tratamiento | extraccion | extraccion de Descripcion
proteina grasa carbohidra
tos y fibra
1 AL B1 c1 Método secado con método via
guimica y solvente isopropanol
. AL B1 oo Método secado con método via
quimica sin solvente isopropanol
Método secado con método
T3 Al B2 C1 Soxhlet con solvente
isopropanol
T4 AL B2 oo Método secado con método
Soxhlet sin solvente isopropanol
Método liofilizacién con método
T5 A2 Bl C1 via guimica con solvente
isopropanol
Método liofilizacion con método
T6 A2 Bl Cc2 via quimica sin solvente
isopropanol
Método liofilizacién con método
T7 A2 B2 C1 Soxhlet con solvente
isopropanol
T8 A2 B2 oo Método liofilizacion con método
Soxhlet sin solvente isopropanol
Semilla completa con método
T9 A3 Bl C1 via quimica con solvente
isopropanol
Semilla completa con método
T10 A3 Bl Cc2 via quimica sin solvente
isopropanol
Semilla completa con método
T11 A3 B2 C1 Soxhlet con solvente
isopropanol
T12 A3 B2 co Semilla completa con método

Soxhlet sin solvente isopropanol
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Para los tratamientos se aplicd un analisis de varianza y una separacion de medias

(Tukey) al 5% de error.

4.2.2. Variables a evaluar

Las variables (porcentaje de grasa, porcentaje de proteina, rendimiento
proteina, porcentaje de fibra, porcentaje de azucares totales) se determinaron

mediante andlisis quimicos mencionados en la Tabla 7.

Tabla 7. Determinaciones quimicas
Variables Método Anexo

Método A.O.A.C. 1997. N°
Porcentaje de grasa 920.39. Dpto. Nutricién y Anexo 3
Calidad INIAP.
Método A.O.A.C. 1997. N°
Porcentaje de proteina | 920.152. Dpto. Nutricion y Anexo 4
Calidad INIAP.

Evaluacion por diferencia

Rendimiento Proteina

de pesos
Método A.O.A.C. 1997. N°
Porcentaje de fibra 920.86. Dpto. Nutricién y Anexo 5
Calidad INIAP.
. Método Dobois y Hamilton,
Porcentaje de L
i 1956. Dpto. Nutricion y Anexo 6
azucares totales )
Calidad INIAP.

4.3. Caracterizacion de acidos grasos y aminoacidos

La caracterizacion de acidos grasos se realiz6 del mejor tratamiento resultante
de la aplicaciéon del disefio experimental. Dicho perfil se ejecuté en el

laboratorio LSAIA del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
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(INIAP) Santa Catalina mediante un andlisis de cromatografia de gases. La
caracterizacion de aminoacidos se realizd del mejor tratamiento resultante de la
aplicacion del disefio experimental. Dicho perfil se ejecutd en el laboratorio
Excelencia Quimica S.A. en la ciudad de Guayaquil mediante un andlisis de
HPLC, utilizando el método Burbach Institute Prederivatizacion (HPLC-FDL).

4.4, Metodologia de extraccidon

Para comprobar los métodos de extraccion de grasa y proteina se desarrollé un
diagrama de flujo en el cual se indican los 3 métodos para la obtencion de
proteina (secado, liofilizado y fresco), para la extraccion de proteina fue
necesario separar previamente todos sus componentes, por esta razon el
diagrama incluye los métodos utilizados para la extraccion total de grasa y de la
misma manera la influencia del uso del solvente isopropanol para la completa
extraccibn de azucares totales, teniendo como producto final un aislado

proteico Figura 15, Figura 16, Figura 17.
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4.4.1. Descripcion del diagrama de proceso de los métodos de extraccion.

44.1.1. Recepcion

Se recepto la semilla chia del sector Comunidad Elirio cantén Colta proveniente
de la provincia de Chimborazo para comprobar los métodos mas eficientes de

extraccion de aceite y de proteina.

e Métodos utilizados

A) Método de secado: Para iniciar este método se dejé en remojo 100g de
semilla por 24h, en el transcurso de ese tiempo la semilla absorbié agua
liberando mucilago el cual formo un gel viscoso, se dejo secar la semilla
en la estufa de aire forzado durante 8h a 75°C. Posteriormente, la
semilla se tamiz6 en una malla de 300um para tener como resultado dos

fracciones; el mucilago Figura 18 la semilla seca Figura 19.

Figura 18: Semilla con mucilago Figura 19: Semilla seca

La fraccion que se utilizd para continuar con el procedimiento fue la semilla

seca, Figura 20, la cual se tritur6 en un molino de martillo y nuevamente se
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tamiz6 para obtener la fibra y la torta; de la torta se obtuvo la harina

desengrasada.

Figura 20: Tamizado de la semilla

B) Método de liofilizado: Para iniciar este método se dej6é remojar 100g de

semilla por 24h, Figura 21, en el transcurso de ese tiempo la semilla

absorbid agua liberando mucilago el cual formé un gel viscoso. Al dia

siguiente se dejo congelar la semilla a -20°C por 24h, Figura 22.

Figura 21: Semilla en remojo

Figura 22: Semilla congelada

Pasado este tiempo (24h), la muestra se liofiliz6 por dos semanas para la

extracciéon de mucilago y de sus diferentes componentes; una vez obtenida la

muestra totalmente liofilizada se tamizé en una malla de 300um, Figura 23 y asi

se separo el mucilago de la semilla.
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Figura 23: Tamizado de semilla
liofilizada

La semilla libre de mucilago, Figura 24, se molié y se tamiz6 nuevamente para

obtener la fibra y la torta; la que posteriormente fue desengrasada.

Figura 24: Semilla y mucilago

C) Método en fresco: Para este método se triturd la semilla en un molino
de martillo y se tamiz6 usando una malla de 300um, las fracciones
obtenidas fueron fibra y torta, esta ultima se utilizé para proceder con los

siguientes pasos de extraccion.

Al conocer los tres métodos de extracciones (secado, liofilizado y fresco) se

tiene como resultado mucilago, fibra y harina. La principal caracteristica de
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estos métodos es separar el mucilago de la semilla para una mejor extraccion

de sus fracciones. La harina que se obtuvo de los diferentes métodos sigue un

proceso similar durante las extracciones posteriores, las cuales se detallan a

continuacion:

4.4.1.2. Desengrasado

Una vez obtenida la torta a partir de los tres métodos mencionados se

consiguié harina desengrasada; para la obtencion de esta se comprobd dos

diferentes métodos (suspension en hexano y éter en Soxhlet).

A) Suspension en hexano: Se coloco la torta obtenida en un papel

filtro cualitativo, Figura 25, y se dejdé en suspension en solvente

hexano por 24h, Figura 26, la relacion hexano/torta fue de 2:1.

Figura 25. Muestra para
suspension en hexano

k

Figura 26. Suspension en hexano

Concluido este tiempo (24h), Figura 27, se filtr6 la fraccion liquida y se obtuvo

como resultado grasa con hexano, Figura 28.
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Figura 27. Filtrado (fase sélida y
fase liquida Figura 28.Reposo en hexano

Para separar estas dos fracciones (grasa y hexano) se utilizd el equipo
rotavapor durante 30min a 65°C; de esta manera, se extrajo el 90% (Villacrés,
2001) del solvente utilizado y el 30% de grasa respecto al peso total de la
semilla. El color de la grasa depende del método de extraccion utilizado

(hexano o éter) Figura 29.

Figura 29. Aceite extraido por
suspension en hexano

B) Equipo Soxhlet: Se secé el balén en la estufa a 80°C por 2h, se
enfrid en el desecador y se peso, se colocoé 5g de muestra en papel

filtro mismo que se incorporé al capuchdn de celulosa, Figura 30. Se



49

cubrié los capuchones con algodén y se prendié el equipo Soxhlet.
Se agregé 50ml de solvente sobre el tubo unido al balén, se
completé el volumen de solvente, éter de petréleo, hasta cubrir el
capuchén.

Figura 30. Muestra en capuchones

Al tener el equipo en completo funcionamiento, se procedio a extraer la fraccion
grasa durante 8 horas con 8-10 sifonadas por hora. Una vez terminadas las
sifonadas, se retird el capuchdn con la muestra y se procedié a recuperar el
solvente sobrante. La fraccion grasa se filtré6 para evitar impurezas de la

extraccion.

Para tener el peso especifico de la grasa se dej6 la muestra en la estufa por 2h
a 65°C; finalmente, se peso el aceite y se almacend, la Figura 31, muestra el
aceite obtenido mediante el uso de éter en el equipo Soxhlet. La fraccion

sélida, se utilizé para realizar posteriores extracciones de sus componentes

Figura 31. Aceite extraido en
equipo Soxhlet
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4.4.1.3. Harina desengrasada

Se denomina harina desengrasada a la fraccion sélida extraida dependiendo
del método de desengrasado que se haya utilizado (suspensién en hexano o
éter en Soxhlet), esta harina se dejo en la estufa por 4h a 65°C Figura 32, una
vez seca la muestra, se dividido el procedimiento en dos metodologias de
acuerdo al tratamiento, ya sea con uso del solvente isopropanol o sin él, Figura
33; al realizar el proceso con uso del solvente se dej6 la muestra en
suspension por 24h con agitacion constante. Pasado este tiempo, se filtro la
fraccion liquida teniendo como resultado los carbohidratos totales y el solvente.
La fraccion solida se sometid a calor en la estufa por 4h a 65°C para

extracciones posteriores.

Figura 33. Fases extraidas con

Figura 32. Harina desengrasada .
isopropanol

4.4.1.4. Suspensién en Agua

La harina desengrasada entera y la harina desengrasada, sin fibra y sin
carbohidratos, es decir libre de azucares totales obtenida al aplicar el solvente
isopropanol, se dej6 en suspensibn en agua en una relacion 1:15 de
harina/agua y se agit6é por 15min, Figura 34.
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Figura 34. Agitacién relacion harina-
agua 1:15

4.4.1.5. Primer ajuste de pH

Al concluir la agitacion se subio el pH a 9 con el uso del solvente NaOH 5M,
Figura 35, con el fin de obtener mayor rendimiento de proteina, al llegar al pH
establecido se aplic6 una agitacion de 2h para que el solvente actle en el
medio basico y que exista mayor solubilizacion de la proteina produciendo una

ruptura de las mismas para facilitar su extraccion.

Figura 35. Ajuste de pH 9




52

4.4.1.6. Primera Centrifugacion

Se realizé la primera centrifugacion a 10.000rpm durante 10min en la cual se
obtuvo el primer precipitado y el sobrenadante. En el precipitado, se obtuvo las
fracciones de carbohidratos y fibra, mientras que en el sobrenadante se
encuentran las proteinas, Figura 36 y Figura 37.

Figura 36. Fracciones del
centrifugado

Figura 37. Fibra y Carbohidratos

4.4.1.7. Segundo ajuste de pH

El sobrenadante fue reducido a un pH de 4,5 valor equivalente al punto
isoeléctrico de las proteinas vegetales con el uso del solvente HCI 6N, Figura
38, con el fin de que las cargas tanto positivas como negativas estén

equilibradas y exista una mejor extraccion de proteina.

Figura 38. Fraccion lechosa
ajustada a pH de 4,5




4.4.1.8. Segunda Centrifugacion
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Se realiz6 la segunda centrifugacién a 10.000rpm durante 10min en la cual se

obtuvo nuevamente un precipitado y un sobrenadante. En este caso, en el

precipitado se encontro la proteina que posteriormente fue pesada, congelada

y liofilizada, Figura 39 y Figura 40.

b

Figura 39. Proteina aislada

Figura 40. Proteina aislada

Los tres métodos de extraccion se diferencian en el proceso inicial (semilla

seca, semilla liofilizada y semilla fresca), desengrasado (suspensién en hexano

y éter en Soxhlet) y extraccibn de azlcares totales (uso del solvente

isopropanol).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.2. Analisis ANDEVA

5.2.1. Contenido de grasa

Al realizar el andlisis de varianza a través de un disefio de bloques
completamente al azar en arreglo factorial, se determind que existen
diferencias en el uso de los solventes hexano y éter. El uso del solvente éter en
el equipo Soxhlet fue mas preciso para la extraccion total de grasa ya que al
utilizar este equipo la extraccion fue mas eficiente con el disolvente en su punto
de ebulliciébn 35°C y mas volatil, lo que permitié un rendimiento 6ptimo de grasa
con un 99%. Estos resultados obtenidos concuerdan con estudios realizados
previamente por Yxtaina 2010, cuyo estudio reporta un 33,6% de grasa, dato
corroborado con los resultados obtenidos en la investigacidn en cuestion,
33,7% de grasa. El tiempo de extraccion no debe superar las 8h debido a que
pasado este tiempo se extraen componentes no lipidicos, por otro lado, si el
tiempo empleado es menor de 8h no existe una completa extracciébn, como
indica la investigacion de Quintana y Valencia 2014 en la que se obtuvo un
rendimiento menor al esperado (14%/ 4h). El uso del solvente hexano no fue el
Optimo puesto que Unicamente se realiz6 una inmersion sin ayuda mecanica ni
calor, lo que no permiti6 su adecuada extraccion como lo menciona en su
investigaciéon Yxtaina 2010. El solvente éter ofrece el mejor balance de
caracteristicas especificas como mayor limite de saturacibn y mayor
selectividad con respecto al soluto por extraer, estabilidad en las condiciones
del proceso, baja presion de vapor, baja viscosidad, baja toxicidad, baja
densidad, baja tension superficial, baja inflamabilidad y bajo costo, siendo mas

selectivo para lipidos hidrofébicos (Nufiez, 2008).

El uso del equipo Soxhlet permite gran capacidad de recuperacion del solvente,
utiliza una instrumentacion simple, no requiere una segunda filtracion, el éter y

la muestra estan en contacto directo y repetitivo, el disolvente se origina de una
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condensacion volviéndose liquido y caliente, favoreciendo la solubilidad de la

muestra (Yxtaina, 2010)

En la Tabla 8, se presenta el analisis de varianza del porcentaje de grasa en la
semilla chia proveniente de la localidad de Colta, donde se pudo apreciar que
existen diferencias altamente significativas para el uso de hexano-éter. Para el
uso del solvente isopropanol y la interaccion de segundo orden ext.
proteina*hexano-éter*isopropanol, se encontraron diferencias significativas.
Esto sugiere no rechazar la hipétesis alternativa, la cual indica que existen
diferencias en los métodos de extraccion de grasa estudiados. Para las
interacciones de  primer orden ext. proteina*hexano-éter,  ext.
proteina*isopropanol y hexano-éter*isopropanol no se encontraron diferencias
significativas, lo que sugiere que los métodos estudiados fueron
estadisticamente iguales. En este analisis, se obtuvo un coeficiente de
variacion de 9,07, que esta dentro de los rangos para una investigacion en
laboratorio, ya que este no debe sobrepasar el 10% (Dgestyc, 2005).
Finalmente, el porcentaje de grasa obtenido, considerando los diferentes

métodos fue de 33,7%.

Tabla 8. Varianza de la variable porcentaje de grasa, 2015

%Grasa
F.V. Gl SC CM Fc p-valor
Total 35| 2325,19
Repeticion 2 0,53 0,27| 0,05 0,9538
Ext. proteina 2 12,95 6,47| 1,15ns| 0,3335
Hexano-éter 1| 2078,14| 2078,14|370,69**|<0,0001
Isopropanol 1 35,44 35,44| 6,32 *| 0,0197
Ext. proteina*hexano-éter 2 8,32 4,16| 0,74ns| 0,4877
Ext. proteina*isopropanol 2 19,65 9,83| 1,75ns| 0,1966
Hexano-éter*isopropanol 1 1,94 1,94| 0,35ns| 0,5622
Ext. proteina*hexano-

éter*isopropanol 2 44,87 22,441 4,00* | 0,0329

Error 22 123,14 5,61

CV=9,07%

Media porcentaje de grasa= 26,1%
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El andlisis de varianza dio como resultado que el uso de éter en el equipo
Soxhlet fue altamente significativo para la extraccién de grasa, por lo tanto se
realizd la prueba de separacion de medias (Tukey) al 5% de error para

determinar el mejor solvente Tabla 9.

Tabla 9. Promedios y prueba de Tukey (5%) de dos métodos de extraccion de
grasa de la semilla chia provenientes de Colta, 2015

Solvente Medias % Desviacion Estandar Calificacion
Eter 33,7 0,56 A
Hexano 18,5 0,56 B

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

5.2.2. Contenido de proteina

Al realizar el andlisis de varianza se determiné que existen diferencias en el
método de extraccion de grasa, uso de solvente hexano-éter y el uso del
solvente isopropanol para la extraccion de proteina.

En la Tabla 10, se presenta el andlisis de varianza del porcentaje de proteina
en la semilla chia, donde se observo diferencias altamente significativas en la
ext. de proteina, uso del solvente hexano-éter, uso del solvente isopropanol, en
la interaccidn ext. proteina*hexano-éter, ext. proteina*isopropanol y ext.
proteina*hexano-éter*isopropanol. Esto sugiere no rechazar la hipétesis
alternativa, la cual indica que existieron diferencias en la aplicacion de los 3
meétodos de extraccion de proteina estudiados, mientras que la interaccion
hexano-éter*isopropanol no mostrd diferencias significativas, lo que sugiere
gue los métodos estudiados son estadisticamente iguales. En este analisis, se
obtuvo un coeficiente de variacion de 3,4 valor que esta dentro de los rangos
para una investigacion en laboratorio, al no sobrepasar el 10% (Digestyc,
2005). Finalmente, el porcentaje de proteina obtenido, considerando los

diferentes métodos fue de 93,97%.
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Tabla 10. Analisis de Varianza de porcentaje de proteina, 2015

%Proteina

F.V. Gl SC CM Fc p-valor
Total 35| 3270,76
Repeticién 2 21,84 10,92| 1,58 0,2294
Ext. proteina 2] 942,71 471,35| 68,01**|<0,0001
Hexano-éter 1) 1153,39| 1153,39|166,42**|<0,0001
Isopropanol 1, 532,76 532,76 | 76,87**|<0,0001
Ext. proteina*hexano-éter 2| 177,04 88,52 | 12,77**| 0,0002
Ext. proteina*isopropanol 2| 172,68 86,34| 12,46**| 0,0002
Hexano-éter*isopropanol 1 23,90 23,90| 3,45ns| 0,0768
Ext. proteina*hexano-

éter*isopropanol 2 93,97 46,98| 6,78*| 0,0051

Error 22| 152,47 6,93

CV=3,4%

Media de porcentaje de proteina= 77,41%

La Tabla 11, indica que el mejor método para la obtencion de un aislado
proteico fue mediante la extraccion de todos los componentes de la semilla, por
esta razon, los mejores procesos fueron los siguientes: proceso de liofilizado,
uso del solvente éter en el equipo Soxhlet para la extraccion total de grasa y
uso del solvente isopropanol para la completa extraccion de carbohidratos; el
proceso de liofilizado mantiene los valores nutritivos iniciales y permitié una
mayor extraccion de proteina debido a que eliminé el 90% del mucilago
presente en la semilla. Estos datos no fueron encontrados en el estudio de
extraccion expuesto por Capitani 2013, donde obtuvo un rendimiento de 4g de
mucilago y 82,39 de harina sin mucilago, dando como resultado un rendimiento
de aproximadamente 45%, esto puede deberse a las horas de remojo de la
semilla 4h, mientras que en la investigacion se realiz6 durante 24h; este tiempo
prolongado permitié la obtencion de todo el mucilago el cual fue extraido
posteriormente, proceso que facilité las extracciones posteriores. Tomando en
cuenta que el mucilago es un polisacarido que forma un gel viscoso, es
necesaria su eliminacion al inicio del proceso para romper enlaces permitiendo

tener un aislado proteico con 93% de proteina.
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Segun Yxtaina 2010, el uso del equipo Soxhlet con solvente éter es el mejor
método para la extraccion de proteina, ya que se obtiene harina
completamente desengrasada, la cual fue utilizada para conseguir un aislado
proteico mas puro; este método permitié obtener el 99% de grasa contenida en
la semilla. El uso del solvente isopropanol fue fundamental en el proceso de
extraccién de proteina, puesto que elimind los carbohidratos presentes en la
semilla dejando Unicamente la proteina; estos carbohidratos estan compuestos
de azlcares totales, azUcares reductores y almidén; los azucares son solubles
en alcohol y la polaridad que tienen permite su total extraccion, lo que
corrobora la investigacion realizada por Villacrés, 2001. Finalmente, la
extraccion de proteina se fundamenta en eliminar previamente todas las
fracciones que contenga la semilla, por esta razon, los métodos especificos
para obtener un aislado proteico deben extraer la mayor cantidad de sus

componentes.

Los resultados obtenidos en la extraccion de proteina se asemejan a los
expuestos en la investigacion de Vasquez, Rosado, Chel y Betancour 2010,
debido a que la metodologia utilizada fue similar a la propuesta, excepto del
proceso previo que se dio a la semilla para la eliminacion de mucilago
(liofilizado) el porcentaje de extraccion de chia, segun los autores fue de 74%,
mientras que el porcentaje extraido en la presente investigacion fue de 93,97%,
esto puede deberse al proceso extra mencionado y a que el tipo de semilla
utilizada en ambos estudios fue de diferentes localidades (México, con valor
inicial de 21,1% de proteina y Ecuador con valor inicial de 24,6% de proteina).
Cabe recalcar, que uno de los procesos mas importantes para la extraccion de
proteina es el tipo de tamizado que se realice, como menciona Capitani 2011,
demostrando que las fracciones que atravesaron la malla del tamiz exhibieron

un contenido de proteina mayor al de la harina.

El andlisis de varianza dio como resultado al método de extraccion de grasa,
uso de solvente éter-hexano y al uso de solvente isopropanol como altamente

significativos para la extraccion de proteina, por lo tanto, se realizé la prueba de
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separacion de medias (Tukey) al 5% de error para determinar el mejor método
Tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de Varianza de porcentaje de proteina, 2015

Métodos_,de Uso de Uso de Medias | Desviacion o

extraccion |hexano, _ solvente % estandar Calificacion

de proteina | éter isopropanol

Liofilizado Eter | Con isopropanol | 93,97 1,52 A

Liofilizado Eter Sin isopropanol | 88,73 1,52 A

Liofilizado | Hexano | Con isopropanol | 85,78 152|A|B
Fresco Eter | Con isopropanol | 85,56 152|A|B|C
Secado Eter | Con isopropanol | 79,78 1,52 B|C|D
Secado Eter | Sinisopropanol | 77,93 1,52 C|D
Secado Hexano | Con isopropanol | 74,28 1,52 D|E
Fresco Eter | Sinisopropanol | 73,44 1,52 D E
Secado Hexano | Sin isopropanol 73,1 1,52 DE

Liofilizado | Hexano | Sin isopropanol 69,19 1,52 E
Fresco Hexano | Con isopropanol | 69,16 1,52 E
Fresco Hexano | Sin isopropanol | 58,96 1,52

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

5.2.3. Rendimiento de proteina

Para la extraccion de grasa, el mejor método fue el uso del solvente hexano en
suspension, este proceso extrajo Unicamente el 55% de la grasa de la semilla,
al contrario de lo que sucedid en el equipo Soxhlet con uso del solvente éter
que extrajo el 99% de la grasa, resultado comprobado por Yxtaina 2010. Por
esta razon, el rendimiento de la proteina es mayor, puesto que no existio una
separacion especifica de los componentes. El uso del solvente isopropanol
permitié la extraccién total de los carbohidratos presentes en la semilla; como
en esta variable se evalla el rendimiento final de proteina, no fue necesario
una extraccion completa de los componentes, es por ello que el mejor método
para extraer la proteina fue en ausencia del solvente isopropanol, datos

comprobados por Villacrés 2011 y Vasquez, Rosado, Chel y Betancour 2010.

Esta variable dio como resultado que el mayor rendimiento de proteina se

obtiene sin separar los componentes presentes en la semilla, sin embargo, este
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resultado no asegura un aislado proteico puro, teniendo baja calidad de
proteina, lo que califico al tratamiento como el menos adecuado en porcentaje
de proteina. Es decir, el rendimiento de proteina, no necesariamente se

relaciona con el porcentaje extraido como se menciona en el apartado 5.2.

Segun Mosca 2011, el rendimiento de la proteina depende del pH basico
utilizado en los procesos de extraccion de la misma, a pH 10-12 se tiene mayor
rendimiento, sin embargo, existe desnaturalizacion de la proteina; por esta
razon, lo ideal es trabajar a pH 8-9 donde el grupo amino se rompe al estar en
contacto con un componente alcalino lo que provoca la separacién de los

almidones.

En la Tabla 12, se presenta el andlisis de varianza del rendimiento de proteina
en la semilla chia, donde se indica que existi6 diferencias altamente
significativas que determina el mejor método para obtener alto rendimiento de
proteina. En los métodos de ext. proteina, uso del solvente hexano-éter, uso
del solvente isopropanol, en las interacciones ext. proteina*hexano-éter, ext.
proteina*isopropanol y ext. proteina*hexano-éter*isopropanol se encontraron
diferencias altamente significativas, mientras que la interacciéon hexano-éter no
muestra diferencias significativas, lo que sugiere que los métodos estudiados
fueron estadisticamente iguales. En este andlisis, se obtuvo un coeficiente de
variacion de 16,31 valor fuera de los rangos para una investigacion en
laboratorio ya que sobrepasa el 10% (Digestyc, 2005). Finalmente, el
rendimiento de proteina obtenido, considerando los diferentes métodos fue de
28,2%.



Tabla 12. Andlisis de Varianza rendimiento de proteina, 2015
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% Rendimiento de proteina

F.V. Gl SC CM Fc p-valor
Total 35| 1929,79
Repeticion 2 2,42 1,21, 0,17 | 0,8457
Ext. proteina 2| 894,58| 447,29|62,33**|<0,0001
Hexano-éter 1 12,30 12,30| 1,71ns| 0,2040
Isopropanol 1| 156,17| 156,17|21,76**| 0,0001
Ext. proteina*hexano-éter 2| 219,83| 1009,91]|15,32**| 0,0001
Ext. proteina*isopropanol 2| 253,26| 126,63|17,65**|<0,0001
Hexano-éter*isopropanol 1 94,87 94,87 |13,22**| 0,0015
Ext.
proteina*hexano*éter*isopropanol 2| 138,51 69,25| 9,65**| 0,0010
Error 22| 157,86 7,18

CV=16,31%

Media de porcentaje de rendimiento de proteina= 16,42%

El andlisis de varianza dio como resultado al método de extraccion de proteina,

uso de solvente éter-hexano, uso de solvente isopropanol, ext.

proteina*hexano-éter, ext. proteina*isopropanol y ext. proteina*hexano-

éter*isopropanol como altamente significativos para el mayor rendimiento de
proteina, por lo tanto, se realiz6 la prueba de Tukey al 5% para determinar el

mejor método, Tabla 13.

Tabla 13. Promedios y prueba de Tukey (5%) de dos métodos de extraccion de
proteina de la semilla chia provenientes de Colta, 2015

Métodos de extraccién de Desviacioén

proteina Medias % estandar Calificacion
Fresco 23,29 0,77 A
Liofilizado 14,38 0,77 B
Secado 11,61 0,77 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

La prueba de Tukey al 5% para el método de extraccion de proteina Tabla 13
dio como resultado al proceso nimero 1 (fresco) como el mejor método para

obtener mayor rendimiento de proteina.

CV=16,31%



Medias del porcentaje de rendimiento de proteina= 16,42%
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Tabla 14. Promedios y prueba de Tukey (5%) de dos métodos de extraccion de
grasa de la semilla chia provenientes de Colta, 2015

Solvente Medias Desv,|a0|on Calificacion
estandar

Hexano 17,01 0,63 A

Eter 15,84 0,63 A

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

La prueba de Tukey al 5% para los 2 métodos de extraccién de grasa (hexano-

éter) Tabla 14 dio como resultado que el uso del solvente hexano en

suspension es el mejor método para obtener mayor rendimiento de proteina.

CVv=16,31
Promedio= 16,42

Tabla 15. Promedios y prueba de Tukey (5%) del uso de solvente isopropanol
en la semilla chia provenientes de Colta, 2015

Us_o de solvente Medias % DeSVJaC|on Calificacion
isopropanol Estandar

Sin isopropanol 18,51 0,63 A

Con isopropanol 14,34 0,63 B

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

La prueba de Tukey al 5% para el uso del solvente isopropanol Tabla 15,

dio como resultado que al no hacer uso del solvente isopropanol se obtuvo

mayor rendimiento de proteina.

CV=16,31%

Medias de porcentaje de uso de solvente isopropanol= 16,42%

Tabla 16. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccion de los tres
métodos de extraccion de proteina y los dos métodos de extraccién de

grasa la semilla chia provenientes de Colta, 2015
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Método de extraccion de

Media

Desviacioén

. Solvente . Calificacion
proteina s % estandar
Fresco Hexano | 24,10 1,09 A
Liofilizado Hexano | 22,49 1,09 A B
Liofilizado Eter 18,43 1,09 B
Secado Eter 13,11 1,09 C
Fresco Eter 10,32 1,09 C
Secado Hexano | 10,12 1,09 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de los 3 métodos de extraccion

de proteina y los 2 métodos de extraccion de grasa Tabla 16, dio como

resultado que el proceso en fresco para la extraccion de proteina y el uso del

solvente hexano en suspension para la extraccion de grasa como la mejor

interaccién para obtener el mayor rendimiento de proteina.

CV=16,31%

Medias de porcentaje de meétodos de extraccion de proteina y uso de

solventes= 15,26%

Tabla 17. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccion de los tres
meétodos de extraccion de proteina y el uso de solvente isopropanol de la
semilla chia provenientes de Colta, 2015

Método de Uso del Medias L e,
- Desviacion | Calificacion
extraccion de solvente % .
. , Estandar
proteina isopropanol
Fresco Sin isopropanol 25,06 1,09 A
Fresco Con isopropanol 21,53 1,09 A B
Liofilizado Sin isopropanol 12,85 1,09 B
Secado Con isopropanol 12,61 1,09 C
Secado Sin isopropanol 10,62 1,09 C
Liofilizado Con isopropanol 8,90 1,09 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de los 3 métodos de extraccion

de proteina junto con el uso del solvente isopropanol Tabla 17, dio como mejor
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resultado que el proceso en fresco sin el uso del solvente isopropanol fue la

mejor combinacion para obtener el mayor rendimiento de proteina.

CV=16,31%
Media de porcentaje de métodos de extraccion de proteina y uso de solvente

isopropanol= 16,43%

Tabla 18. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccién de los 2
métodos de extraccidn de grasa y el uso de solvente isopropanol de la semilla
chia provenientes de Colta, 2015

Solvente Uso de solvente Meglas Desv,|a0|on Calificacion
() estandar

Hexano Sin isopropanol 20,72 0,89 A

Eter Sin isopropanol 16,30 0,89 B

Eter Con isopropanol 15,38 0,89 B

Hexano Con isopropanol 13,31 0,89 B

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de los 2 métodos de extraccion
de grasa y el uso de solvente isopropanol Tabla 18, dio como resultado que el
uso del solvente hexano en suspension y el no hacer uso del solvente
isopropanol como la mejor combinacion para obtener el mayor rendimiento de

proteina.

CV=16,31%

Media de porcentaje de solvente y uso de solvente isopropanol= 16,43%
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Tabla 19. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccién de los 3
métodos de extraccion de proteina junto con los 2 métodos de extraccion de
grasa y el uso de solvente isopropanol de la semilla chia provenientes de Colta,
2015

Métodos de | Uso de Uso de . L
> Medias | Desviacion e
extraccion |hexano, _ solvente % Estandar Calificacion
de proteina | éter isopropanol
Fresco Hexano | Sin isopropanol | 28,20 1,55 A
Liofilizado | Hexano | Sin isopropanol | 25,20 155|A|B
Liofilizado Eter Sin isopropanol | 24,93 155|A|B
Liofilizado Eter | Con isopropanol | 23,28 155|A|B
Liofilizado | Hexano | Con isopropanol | 19,77 1,55 B|IC
Secado Eter | Con isopropanol | 13,74 1,55 C D
Secado Eter Sin isopropanol 12,48 1,55 C D
Fresco Eter Sin isopropanol 11,50 1,55 D
Secado Hexano | Con isopropanol | 11,48 1,55 D
Fresco Eter | Con isopropanol 9,13 1,55 D
Secado Hexano | Sin isopropanol 8,75 1,55 D
Fresco Hexano | Con isopropanol 8,76 1,55 D

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

La prueba de separacion de medias (Tukey) al 5% de error para la interaccion
de los 3 métodos de extraccion de proteina junto con los 2 métodos de
extraccion de grasa y el uso de solvente isopropanol, Tabla 19, dio como
resultado que el mayor rendimiento de proteina se obtuvo a partir del proceso
en fresco para la extraccidbn de proteina, haciendo uso de hexano en
suspension para la extraccion de grasa y sin la aplicacion del solvente
isopropanol para la extraccién de azucares totales. El proceso en fresco, se
realiz6 con la semilla completa, es decir, sin acondicionamiento, lo que no
genero pérdidas de ningln componente; en este caso el mucilago de la semilla
formo un gel viscoso que retuvo todas las fracciones sin permitir su extraccion

pura, generando mayor rendimiento en la proteina.
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5.2.4. Contenido de fibra

Al realizar la prueba de separacion de medias (Tukey) al 5% de error se
determind que existen diferencias en el método de extraccion de proteina, uso
de solvente hexano-éter y uso del solvente isopropanol para la extraccion de
fibra. Los mejores procesos para la extraccion de fibra fueron: fresco, uso del
solvente éter en equipo Soxhlet y sin la aplicacion del solvente isopropanol. El
proceso en fresco determiné una mayor extraccion de fibra debido a que no
existid ningln proceso previo para la semilla, realizando directamente la
molienda, lo que no generd ninguna pérdida de esta variable; comparando con
los 2 métodos restantes (secado y liofilizado) la semilla recibié procesos
previos (tamizado) antes de la molienda, generando una pérdida de alrededor
del 10% de fibra.

En cuanto al uso del solvente hexano-éter e isopropanol, los mejores métodos
fueron: éter en el equipo Soxhlet como sostiene en su investigacion Yxtaina
2010 e isopropanol segun Villacrés 2001, puesto que fueron los més eficientes
al extraer totalmente las fracciones de grasa y carbohidratos de la semilla

respectivamente.

El contenido de fibra en la harina residual de chia, luego de la extraccién de
aceite, representa alrededor de 40% como menciona Capitani 2011. En la
investigacion realizada el contenido de fibra se determiné con el método
expuesto por la A.O.A.C, teniendo un porcentaje de 46,13%. Por otro lado, en
la investigacion de Capitani 2011, obtuvo un total de 46,1% de fibra al utilizar
un método similar al propuesto (solvente-tamiz), al comparar con el porcentaje
obtenido en este trabajo, se puedo concluir que el método aplicado es el
correcto para la completa extraccion de fibra. El proceso de tamizado de la
harinas permitié tener fracciones fibrosas con un aumento del 14% de fibra total
con respecto de las harinas (Capitani, 2011).

Al disminuir el tamafo de particula de la malla del tamiz, disminuye el
contenido de fibra cruda, esto muestra una relacion directa en el tamafio de

particulas y contenido de fibra; el mayor porcentaje de fibra se encuentra en la
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fraccion con tamafio >280um, 4 veces superior al encontrado en la fraccion fina
de tamafio <73um; esto confirma que la cascara de las semilla retenidas en la
fraccion gruesa es rica en fibra, sin embargo, este contenido fue muy similar al
encontrado en la harina desengrasada (Vasquez, Rosado, Chel y Betancour,
2010).

Una diferencia que marco el resultado final del contenido de fibra con respecto
a otros autores fue el porcentaje presente en la semilla completa al realizar un
analisis proximal; Capitani 2011 e Yxtaina 2010 reportaron en la semilla
proveniente de Argentina un porcentaje inicial de 27% de fibra, mientras que la
semilla de Ecuador utilizada en la investigacion tuvo un porcentaje inicial de
19,48%. La semilla proveniente de México mostrdé un porcentaje mayor a los

mencionados 33.6% en el andlisis proximal (Sandoval, 2012).

En la Tabla 20, se presenta el andlisis de varianza del contenido de fibra
presente en la semilla chia, donde se pudo observar que existen diferencias
altamente significativas que determinaron el mejor método para obtener una

adecuada extraccion de fibra.

La ext. de proteina y las interacciones ext. proteina*hexano-éter, ext.
proteina*isopropanol, hexano-éter*isopropanol y ext. proteina*hexano-
éter*isopropanol mostraron diferencias altamente significativas, el factor
hexano-éter fue significativo, mientras que el uso de solvente isopropanol no
muestra diferencias significativas, lo que sugiere que los métodos estudiados
fueron estadisticamente iguales. En este andlisis, se obtuvo un coeficiente de
variacion de 5,14 lo que indica que esta dentro de los rangos para una
investigacion en laboratorio (Digestyc, 2005). Finalmente, el porcentaje de fibra,

obtenido considerando los diferentes métodos, fue de 46,13%.



Tabla 20. Analisis de Varianza de porcentaje de fibra, 2015
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%Fibra
F.V. Gl SC CM Fc p-valor
Total 35| 466,05
Repeticion 2 1,28 0,64 0,14 0,8744
Ext. proteina 2 54,85 27,43 | 5,78* | 0,0096
Hexano*éter 1 34,63 34,63 7,29* 10,0131
Isopropanol 1 7,65 7,65 1,61ns | 0,2177
Ext. proteina*hexano*éter 2 67,74 33,87 | 7,13** |0,0041
Ext. proteina*isopropanol 2 76,02 38,01 | 8,00 |0,0024
Hexano*éter*isopropanol 1 56,58 56,58 | 11,91** | 0,0023
Ext.
proteina*hexano*éter*isopropanol | 2 62,83 31,42 | 6,62** | 0,0056
Error 22| 104,47 4,75

CV=5,14%

Media de porcentaje de fibra= 42,37%

El analisis de varianza dio como resultado a la ext. de proteina y las

interacciones ext. proteina*hexano-éter, ext. proteina*isopropanol, hexano-

éter*isopropanol y ext. proteina*hexano-éter*isopropanol como altamente

significativos para la extraccion de fibra, por lo tanto se realizé la prueba de

Tukey al 5% para determinar el mejor método Tabla 21.
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Tabla 21. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccién de los 3
métodos de extraccion de proteina junto con los 2 métodos de extraccion de
grasa y el uso de solvente isopropanol de la semilla chia provenientes de Colta,
2015

Métodos de | Uso de Uso de . L
extraccion de | hexano, solvente Mgd'a Desviacion | calificacion
proteina éter isopropanol % Estandar
Fresco Eter |Con isopropanol| 46,13 1,26| A
Liofilizado Hexano | Sin isopropanol | 45,37 1,26| A| B
Secado Eter | Sinisopropanol | 45,35 126] A| B
Liofilizado Eter | Sinisopropanol | 44,99 1,26] A| B
Secado Hexano | Con isopropanol | 44,40 126] A| B|C
Liofilizado Hexano | Con isopropanol | 43,68 126| A| B|C
Liofilizado Eter |Con isopropanol| 42,37 1,26| A| B|C
Fresco Eter | Sinisopropanol | 42,12 1,26 A| B|C
Fresco Hexano | Con isopropanol | 41,26 126] A| B|C|D
Secado Eter |Con isopropanol| 39,20 1,26 B|C|D
Secado Hexano | Sin isopropanol | 38,06 1,26 C|D
Fresco Hexano | Sin isopropanol | 35,62 1,26 D

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente

5.2.5. Contenido de azUcares totales

Los resultados indicaron que el mejor método para la extraccion de azUcares
totales es la aplicacion del método de liofilizado junto con el uso del solvente
éter en el equipo Soxhlet y con la utilizaciéon de isopropanol. En esta variable,
los resultados de los 3 factores (ext. proteina, uso de hexano-éter y uso de
isopropanol) fueron fundamentales porque permitidé la extraccion completa de
sus fracciones (mucilago, grasa y carbohidratos) respectivamente, dejando que

el solvente isopropanol actle Unicamente con los azlUcares presentes.

El uso del solvente isopropanol fue fundamental en el proceso para la total
extraccion de carbohidratos (azUcares totales, azUcares reductores y almidén),
ya que su principal funcion fue separar los mismos de las demas fracciones
presentes en la semilla chia; estos azucares son solubles en alcohol y la
polaridad que tienen con el solvente permite su completa extraccion como lo

indica en su investigacion Villacrés, 2001.
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En la Tabla 22, se presenta el analisis de varianza del contenido de azUcares
totales presente en la semilla chia, donde se pudo observar que existieron
diferencias altamente significativas que determinaron el mejor método para la
extraccion de azucares totales. En el factor, uso del solvente isopropanol, las
interacciones de primer grado de ext. proteina*thexano-éter, ext.
proteina*isopropanol y la interaccion de segundo grado ext. proteina*hexano-
eter*isopropanol se obtuvo diferencias altamente significativas. Esto sugiere no
rechazar la hipétesis alternativa que indica que existen diferencias en la
aplicacion del uso del solvente, mientras que el método de ext. proteina, uso de
hexano-éter y la interaccidon hexano-éter*isopropanol no mostraron diferencias
significativas, lo que sugiere que los métodos estudiados fueron
estadisticamente iguales. En este andlisis, se obtuvo un coeficiente de
variacion de 5,14, lo que indica que estd dentro de los rangos para una
investigacién en laboratorio al ser menor al 10%. Finalmente, el porcentaje de

azUcares totales obtenido, considerando los diferentes métodos, fue de 8,44%.

Tabla 22. Analisis de varianza de porcentaje de azucares totales, 2015

% AzUcares totales

F.V. Gl SC CM Fc p-valor
Total 35| 221,74
Repeticion 2 2,34 1,17| 1,63 0,2191
Ext. proteina 2 1,89 0,95| 1,32ns 0,2877
Hexano-éter 1 0,64 0,64| 0,89ns 0,3554
Isopropanol 1 124,17 | 124,17 |172,94** <0,0001
Ext. proteina* hexane-éter 2 29,83| 1491| 20,77** <0,0001
Ext. proteina*isopropanol 2 23,99| 12,00| 16,71** <0,0001
Hexano-éter*isopropanol 1 1,78 1,78| 2,48ns 0,1299
Ext. proteina* hexano-
éter*isopropanol 2 21,30| 10,65| 14,83** 0,0001
Error 22 15,80 0,72

CV=5,14%

Media de porcentaje de azucares totales= 4,55%
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El analisis de varianza dio como resultado que el uso del solvente isopropanol,
las interacciones de primer grado de ext. proteina*hexano-éter, ext.
proteina*isopropanol y la interaccion de segundo grado ext. proteina*hexano-
éter *isopropanol como altamente significativas para obtener mayor porcentaje
de azlcares totales, por lo tanto se realizd la prueba de Tukey al 5% para

determinar el mejor método Tabla 23.

Tabla 23. Promedios y prueba de Tukey (5%) del uso de solvente isopropanol
de la semilla chia provenientes de Colta, 2015

Uso de solvente Medias Desv,|a0|on Calificacion
estandar

Con isopropanol 6,41 0,2 A

Sin isopropanol 2,70 0,2 B

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

La prueba de Tukey al 5% para el uso del solvente isopropanol Tabla 23 dio
como mejor resultado su uso para asegurar una mayor extraccion de azucares
totales.

CV=5,14%
Media de porcentaje de uso de solvente isopropanol=4,55%

Tabla 24. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccion extraccion de
proteina y uso de solvente isopropanol de la semilla chia provenientes de
Colta, 2015

Métod_q de Medias | Desviacion - .
extracmpn de Uso del solvente % estandar Calificacion
proteina
Liofilizado Con isopropanol 7,76 0,35 A
Secado Con isopropanol 5,83 0,35 B
Fresco Con isopropanol 5,66 0,35 B
Fresco Sin isopropanol 3,60 0,35 C
Liofilizado Sin isopropanol 2,67 0,35 C|D
Secado Sin isopropanol 1,83 0,35 D

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de primer grado ext. proteina*uso
del solvente isopropanol Tabla 24 dio como mejor resultado que el proceso de
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liofilizado junto con el uso del solvente isopropanol asegura una mayor

extraccion de azlcares totales.

CV=5,14%
Media de porcentaje de métodos de extraccion de proteina con uso de solvente

isopropanol =4,55%

Tabla 25. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccion uso de hexano-
éter y uso de solvente isopropanol de la semilla chia provenientes de Colta,
2015

Medias | Desviacion

Solvente Uso del solvente % estandar Calificacion
Eter Con isopropanol 6,77 0,28 A
Hexano Con isopropanol 6,06 0,28 A
Hexano Sin isopropanol 2,79 0,28 B
Eter Sin isopropanol 2,61 0,28 B

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

La prueba de Tukey al 5% para la interaccion de primer orden uso de hexano-
éter y uso del solvente isopropanol Tabla 25 dio como mejor resultado que el
proceso de secado junto con el uso del solvente isopropanol asegura una

mayor extraccion de azucares totales.

CV=5,14%
Media de porcentaje de solvente con uso de solvente isopropanol= 4,82%
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Tabla 26. Promedios y prueba de Tukey (5%) de la interaccion de segundo
orden métodos de extraccion de proteina, uso de hexano-éter y uso de

solvente isopropanol de la semilla chia provenientes de Colta, 2015

MétOd(.),S de Medias | Desviacion e
extraccpn de | Solvente | Uso de solvente % estandar Calificacion

proteina

Liofilizado Eter Con isopropanol 8,44 0,49 A
Secado Hexano | Con isopropanol 7,90 0,49 A
Secado Eter Con isopropanol 7,62 0,49 A
Fresco Hexano | Con isopropanol 7,06 0,49 A
Fresco Eter Con isopropanol 7,45 0,49 B
Fresco Hexano | Sin isopropanol 3,93 0,49 B

Liofilizado Eter Sin isopropanol 3,28 0,49 B

Liofilizado Hexano | Con isopropanol 3,21 0,49 B

Liofilizado Eter Sin isopropanol 2,73 0,49 B

Liofilizado Hexano | Sin isopropanol 2,61 0,49 B
Secado Hexano | Sinisopropanol 1,83 0,49 B
Secado Eter Sin isopropanol 1,83 0,49 B

Nota: Medias con letras diferentes son de diferentes rangos

5.3. Caracterizacién de acidos grasos y aminoacidos

La caracterizacion de acidos grasos y aminoacidos se realiz6 del mejor

tratamiento obtenido en el disefio experimental, en el caso de &cidos grasos se

analizo el aceite del método obtenido a través del proceso de liofilizado y uso

del equipo Soxhlet con el solvente éter. Para el analisis de aminoacidos se

utilizé el aislado proteico obtenido del tratamiento 7 (proceso de liofilizado, uso

equipo Soxhlet con éter y uso del solvente isopropanol); estos andlisis se

realizaron en laboratorios que brindan servicio externo. En la Tabla 27, se

observa el perfil de &cidos grasos (LSAIA-INIAP) y la Tabla 29, presenta el

perfil de aminoacidos (Excelencia Quimica) que se encontraron en el mejor

tratamiento (Anexo 49).
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Tabla 27. Perfil de acidos grasos de la semilla chia del mejor tratamiento
obtenido, 2015

Perfil &cidos grasos Simbolo Tiempo de % Acido
retencion Graso
Acido Miristico Cl4 19,83 0,05
Acido Pentadecanoico C15:0 21,46 0,02
Acido Palmitico C16:0 23,11 7,59
Acido Palmitoleico C16:1 24,34 0,01
Acido Heptadecanoico C17:0 24,70 0,05
Acido cis-10- Cil7a 25,91 0,01
Heptadecanoico
Acido Estearico C18:0 26,21 3,49
Acido oleico C18:1n9C 27,30 6,07
Acido linoleico C18:2n6C 28,80 21,67
Acido Araquidico C20:0 29,20 0,27
Acido - linoleico C18:3n6 29,91 0,39
Acido-cis-11-eicosenoico C20:1 30,17 0,17
Acido linolénico C18:3n3 30,41 57,47
Acido cis-11-14 C20:2 31,61 0,04
eicosadienoico
Acido behénico C22:0 31,98 0,09
Acido erucico C22:1n9 32,96 0,02
Acido cis-11,14,17 C20:3n3 33,30 0,06
dicosatrienoico
Acido tricosanoico C20:0 33,38 0,02
Acido cis 13,16- C22:2 34,46 0,01
docosadienoico
Acido lignosérico C24:0 34,83 0,12
Acido nervorico C24:1 35,89 0,01

Con la corrida en un cromatografo de gases (Anexo 45-48) se obtuvo los

porcentajes de acidos grasos que se indica en la Tabla 27, los resultados
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obtenidos reportaron un contenido de 85,21% de acidos grasos poliinsaturados
C18. Se confirma segun Quintana y Valencia 2014, que los principales acidos
grasos detectados en el aceite de chia en orden de abundancia fueron omega
3 (57,47%), omega 6 (21,67%), omega 9 (6,07%) y acido palmitico (7,59%). Al
comparar estos resultados con bases tedricas de la semilla chia se pudo
confirmar que al realizar la extraccion del mucilago mediante el proceso de
liofilizado se obtiene mayor porcentaje de acidos grasos por la pureza de la

extraccion de grasa como indica en su investigacion Yxtaina 2010.

El principal acido graso presente en los aceites fue el acido linolénico con 61-
74% (Quintana y Valencia 2014), estos resultados concuerdan con estudios
realizados previamente por Ayerza 1995, donde el principal acido graso es
acido linolénico con 64-69%, estos porcentajes fueron arrojados mediante una
extracciéon por prensado; la metodologia utilizada en esta investigacion se basé
en la aplicacion de solvente éter, por lo cual se obtuvo un porcentaje menor de

57,47% de acido linolénico.

El contenido y la composicién de acidos grasos del aceite de semilla chia
puede variar debido a la influencia de factores ambientales y localidad del
cultivo (Argentina 63,1%, Bolivia 63,6%, Colombia 57,9%, México, 61,6%, Peru
64,2% vy el actualmente el estudiado Ecuador 57,47%) como indica Ayerza y
Coates 2005; es decir que el resultado de acido linolénico arrojado en la
investigacién se encontrd dentro de los porcentajes comparados anteriormente.
En la extraccion del aceite de la semilla chia se utilizé la metodologia correcta,
ya que al comparar los resultados del contenido de acidos grasos con
investigaciones realizadas por Yxtaina 2010, los porcentajes obtenidos de la
extraccion por solvente en las localidades de Argentina y Guatemala son
menores con excepcion del acido linolénico. Estos resultados concuerdan con
estudios realizados previamente por Coates 2012, Ayerza 1995, A.O.C.S 1998,
Yxtaina 2010, Quintana y Valencia 2014.
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Por otro lado, si se compara con otros alimentos, los porcentajes de acidos

grasos obtenidos de la chia prevalecen ante estos como se presenta en la

Tabla 28.

Tabla 28. Acidos grasos de chocho, quinoa, amaranto y sangorache, 2013

Acidos Chocho Quinoa Amaranto | Sangorache
Grasos Criollo Criolla Alegria INIAP Rubi
Blanca
Palmitico 10,93 11,33 18,98 18,38

Oleico 45,16 21,66 26,16 27,73
Linoleico 31,52 55,67 46,06 44,25
Linolenico 2.84 4,17 0,77 0,91

Tomado de Villacrés, Pastor, Quelal, Zambrano y Morales, 2013.

Como se observa en la Tabla 28, los porcentajes del acido graso saturado
(palmitico) fue alto comparado con la semilla chia con 7,59%, es decir, que
esta semilla tuvo mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados. Estos
resultados confirmaron la importancia que tiene la semilla chia tanto en su alto
contenido de omega 3 como de omega 6 (Villacrés, Pastor, Quelal, Zambrano,
Morales, 2013).

Tabla 29. Perfil de aminoacidos del aislado proteico de chia del mejor
tratamiento obtenido, 2015

Aminoacido Simbolo Resultado Unidad

Acido Aspértico Asp 6,70
Acido Glutamico Glu 2,05
Serina Ser 9,32
Histidina His 6,39
Treonina Thr 4,84
Glicina Gly 3,05
Arginina Arg 4,01
Alanina Ala 3,22

Tirosina Tyr 3,05 gAA/100g
Valina Val 3,24
Metionina Met 2,52
Fenilalanina Phe 4,08
Isoleucina Lle 2,78
Leucina Leu 4,88
Lisina Lys 3,73
Triptéfano Trp 0,90
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Al evaluar la proteina aislada de chia obtenida del mejor tratamiento
mencionado en el disefio experimental con 93,97% de proteina verdadera, se
determinaron 16 aminoacidos presentes en el aislado; de los cuales 8 de estos
son esenciales en la dieta diaria con un total de 26,97% representando el 30%
del aislado. El 62% restante equivale al porcentaje total de los aminoacidos no
esenciales y un 2% de elementos no nitrogenados dentro del aislado. Los
aminoacidos de la proteina de chia presentaron un adecuado perfil de
aminoé&cidos esenciales, destacandose el contenido de lisina, metionina y
cistina, los cuales fueron mayores que los presentes en las proteinas de otros

cereales (Ayerza y Coates, 2010).

Por otro lado, si estos resultados se comparan con los analisis obtenidos por
Coates 2012 se confirma que al realizar la extraccion pura de proteina, los
porcentajes de aminoacidos esenciales y no esenciales son mayores, siendo
estos aproximadamente 4 veces mas respecto de los mencionados por el
autor. Caso contrario sucedié con los resultados obtenidos por los autores
Vasquez, Rosado, Chel y Betancour 2010, ya que al comparar el perfil de
aminoacidos con sus estudios, existieron diferencias en algunos porcentajes

siendo estos ligeramente mayores.

Al analizar todos los resultados obtenidos se pudo concluir, que para realizar
un andlisis real de perfil de aminoéacidos, se debe partir de un aislado proteico,
mas no de la semilla ni la harina, puesto que los resultados finales varian,

como se observa en la Tabla 30, (Anexo 50).
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Tabla 30. Perfil de aminoacidos de la harina liofilizada de chia, 2015

Aminoacido Simbolo Resultado Unidad

Acido Aspartico Asp 0,81
Acido Glutamico Glu 0,25
Serina Ser 0,95
Histidina His 0,80
Treonina Thr 0,59
Glicina Gly 0,38
Arginina Arg 0,62
Alanina Ala 0,49

Tirosina Tyr 0,36 9AA/100g
Valina Val 0,45
Metionina Met 0,23
Fenilalanina Phe 0,49
Isoleucina Lle 0,34
Leucina Leu 0,61
Lisina Lys 0,32
Triptéfano Trp 0,40

Como se indica en la Tabla 30, los porcentajes de aminoacidos obtenidos a
partir de la harina liofilizada (mejor método fase experimental) mostraron un
decremento con respecto a los obtenidos en el aislado proteico. El total de
aminoacidos esenciales fue de 3,43% confirmando con los andlisis de
Vasquez, Rosado, Chel y Betancourt 2010, se pudo apreciar que los
aminoacidos aumentaron su contenido en el aislado proteico con respecto a la
harina, sin embrago, tanto la harina como el aislado proteico se encontraron
limitados por triptéfano siendo el mas significativo, mostrando un valor de 0,9%
en la investigacion, y 0,8% segun autores antes mencionados. Friedman y
Brandon 2001 aseveran que el procesamiento y almacenamiento de la harina
disminuye drasticamente el contenido de aminoacidos con la consecuente

formacion de compuestos oxidados.

Al comparar el aislado proteico de la semilla chia con el aislado proteico de la
semilla de quinua Tabla 31, Anexo 51, se afirmé que la composicion nutricional
de la chia en cuanto a aminoécidos fue superior a las semillas como la quinua,

amaranto y soja (Capitani, 2013).



Tabla 31. Perfil de aminoacidos del aislado proteico de quinoa, 2015
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Aminoacido Simbolo Resultado Unidad

Acido Aspartico Asp 4,36
Acido Glutamico Glu 1,40
Serina Ser 5,45
Histidina His 4,28
Treonina Thr 7,35
Glicina Gly 4,63
Arginina Arg 3,25

Alanina Ala 4,69 gAA/100g
Tirosina Tyr 2,21
Valina Val 2,43
Metionina Met 1,62
Fenilalanina Phe 2,56
Isoleucina Lle 2,08
Leucina Leu 3,83
Lisina Lys 3,29

Tomado de Nazate, 2015

La Tabla 31 presenta los porcentajes de aminoacidos obtenidos de un aislado

proteico de quinua teniendo 7 aminoacidos esenciales con un total de 23,16%

con una diferencia de 3,71% con respecto al aislado de chia. Segun los

resultados expuestos en el estudio de Nazate 2015, el mayor porcentaje de

aminoacido que se encontré en la quinua fue la treonina con 7,35%, mientras

gue la chia presenta la serina con un valor de 9,32%.
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6. ANALISIS ECONOMICO

Se considero los resultados de la fase preliminar, fase experimental realizadas
en el laboratorio para comprobar el mejor método de extraccion de grasa y
proteina para la caracterizacion de acidos grasos y aminoacidos de la semilla
chia, por lo que se realizan 3 tablas en donde se detallan: Costo de materiales
necesarios para la fase preliminar (analisis proximal de la semilla), fase
experimental (extracciones) y caracterizaciones de &cidos grasos Yy

aminoacidos:

6.2. Fase preliminar

Se describe el costo del andlisis proximal realizado en el laboratorio LSAIA —
INIAP de las variables (humedad, cenizas, extracto etéreo, proteina, fibra y

elementos libres de nitrogeno), Tabla 32.

Tabla 32. Costo andlisis proximal de una variedad de chia de dos localidades
(Cotacachi, Colta) 2015
Parametros evaluados Cotacachi Colta
Humedad Costo $62 Costo $ 62
Cenizas Método MO-LSAIA-01
Extracto etéreo
Proteina
Fibra
Elementos libres de nitrégeno

6.3. Anaélisis ANDEVA

Los costos de la fase Experimental se presentan en la Tabla 33 y Tabla 34, la
Tabla 33 indica los costos iniciales para realizar las distintas extracciones de
los 36 tratamientos con los diferentes métodos utilizados, en la Tabla 34 se
observa los costos adicionales de los andlisis realizados para las fracciones

extraidas evaluadas en el disefio de bloques completamente al azar
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(porcentaje de grasa, porcentaje de proteina, rendimiento de proteina,
porcentaje de fibra y porcentaje de azlcares totales). Todos los analisis

mencionados fueron realizados en el laboratorio LSAIA-INIAP.



Tabla 33. Costos iniciales de las extracciones de la semilla chia, 2015
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Detalle lunidad  [T1 T3 ta 5 Jte [tz Jre Jro o [t [t
Insumos
Chia |100g 0,9) 0,9] 0,9) 0,9) 0,9) 0,9) 0,9] 0,9] 0,9] 0,9] 0,9 09
Materiales
Estufa de aire forzado 1,00 1200,00 1200,00 1200,00] 1200,00] 1200,00] 120000/ 120000/ 1200,00] 1200,00] 1200,00] 1200,00] 1200,00
Molino de martillos 1,00 580,00 580,00 580,00 580,000 580,00 580,00 580,00/ 580,00 580,00 580,00 580,00 580,00
Tamiz 1,00 1,23 123 123 1230 123]  123] 123 123 123 123 123] 123
Rotavapor 1,00 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Agitador 1,00 2534 25,34 2534 2534 2534  2534]  2534]  2534] 2534 2534 2534 2534
Agitador calentador
analogo 1,00 300,00 300,00 300,000 300,000 300,00/ 300,00 300,00/ 300,00 300,00/ 300,00 30000 30000
Balanza analtica 1,00 1725,36 172536 1725,36] 172536 172536] 172536 172536] 172536 172536 172536 172536 1725,36
pHmetro 1,00 382,50 382,50 382,50 38250 38250] 382,50 38250] 382,50 382,50| 382,50 382,50| 382,50
Centrifugadora 1,00 379,00 379,00 379,00 379000 379,00 379,000 379,00/ 379,000 379,00 379,00 379,00 379,00
Liofilizador 1,00 6500,00 6500,00 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00] 6500,00 6500,00
Congelador 1,00 1600,00 1600,00 1600,00] 1600,00] 1600,00] 1600,00] 1600,00] 1600,00] 1600,00 1600,00] 1600,00] 1600,00
Equipo Soxhlet 1,00 4800,00] 4800,00 4800,00| 4800,00 4800,00| 4800,00
Papel filtro cualitativo 1,00 0,28 0,28 0280 028 028 028 028 028 028 028] 028 028
Vasos de precipitacion] 3,00 264,48 264,48 264,48 264,48] 26448 264.48] 26448 264.48] 26448 264.48] 26448 264,48
Pipetas 2,00 162,40 162,40 16240 162,40 16240 162.40] 16240 16240] 162,40 16240] 162,40 162,40
Reactivos
Hexano 100ml 2,40 2,40 240 240 240 240
Eter 250ml 515| 515 515| 515 515| 515
Isopropanol 75ml 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Hidréxido de sodio  |5q 013 0,13 013  o013) 013 o013 o013 013 o013 013 o013 013
Acido clorhidrico  [3,5ml 0,07 0,07 0071 o007l o007l o007l o007l 007l 007l 007 007 007
Total 13625,01 13624,09 17927,76] 17926,84] 13625,01] 13624,09] 17927,76| 17926,84| 13625,01] 13624,09 17927,76 17926,84
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En la Tabla 33 se observan los costos de cada tratamiento utilizado para la
extraccion de las fracciones de la semilla chia. Los costos mas bajos obtenidos
se dieron en los tratamientos T2 (secado, uso del solvente hexano y sin uso de
iIsopropanol), T6 (liofilizado, uso del solvente hexano y sin uso de isopropanol)
y T10 (fresco, uso del solvente hexano y sin uso de isopropanol); el costo total
de estos es de $13624,09, costo similar por el uso de los mismos equipos y
reactivos, lo que no sucede con los tratamientos que utilizan el equipo Soxhlet

y el solvente isopropanol, causa por la cual los costos aumentaron.

Tabla 34. Costos adicionales de los andlisis de las fracciones de la semilla
chia, 2015.

Anélisis Método Costo $
%grasa MO-LSAIA-01.03 17
%proteina MO-LSAIA-01.04 20
%fibra MO-LSAIA-01.05 15
%azucares totales MO-LSAIA-21 16,80

6.4. Caracterizacion de acidos grasos y aminoacidos

Los costos de la caracterizacién de acidos grasos y aminoacidos realizados del
mejor tratamiento al extraer la grasa y la proteina de la semilla chia. El perfil de
acidos grasos incluye el estudio de acido miristico, acido pentadecanoico, acido
palmitico, &cido palmitoleico, &cido heptadecanoico, acido cis-10-
heptadecanoico, &cido esteérico, acido oleico, acido linoleico, acido araquidico,
acido r- linoleico, &cido-cis-11-eicosenoico, acido linolenico, acido cis-11-14
eicosadienoico, &cido erucico, acido cis-11,14,17 dicosatrienoico, acido
tricosanoico, acido cis 13,16- docosadienoico, &cido lignoserico y acido
nervorico, analisis realizado en el laboratorio LSAIA-INIAP mediante el método
de Cromatografia de gases siguiendo el método de American Oil Chemestry
Society AOCS Oficial Method Ce 1h-05 teniendo un costo de $80.

El perfil de aminoacidos consté de 16 aminoacidos esenciales y no esenciales

(acido aspartico, acido glutamico, serina, histidina, treonina, glicina, arginina,
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alanina, tirosina, valina, metionina, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina), el
analisis se realizo en el laboratorio Excelencia Quimica S.A. en la provincia del
Guayas mediante el método de Burbach Institute Prederivatizacion (HPLC-
FLD) con un costo de $160,80.
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7. Conclusiones y Recomendaciones

7.2. Conclusiones

El proceso de liofilizado y el uso del solvente éter en el equipo Soxhlet fue el
mejor método para la extraccion de grasa total de la semilla chia, teniendo un
aceite con mayor rendimiento 33,7%.

El proceso de liofilizado, uso del solvente éter en el equipo Soxhlet y uso de
solvente isopropanol fue el método mas preciso para la extraccion de proteina

con mayor rendimiento 28,2% y pureza 93,97%.

El uso del solvente isopropanol influye en la extraccion de azucares totales,

obteniendo un total de 8,44%.

El perfil de acidos grasos de la semilla chia analizados mediante el estandar
del cromatografo de gases, evalu6 37 acidos grasos, de los cuales 21
pertenecen a la semilla chia, los porcentajes obtenidos en mayor proporcion
fueron palmitico 7,59%, oleico (omega 9) 6,07%, linoleico (omega 6) 21,67% y

linolénico (omega 3) 57,47%.

El perfil de aminoacidos del aislado proteico de la semilla chia obtenidos
mediante el método de Burbach Institute Prederivatizacion (HPLC-FLD),
demostré que la semilla contiene los 8 aminoacidos esenciales y un porcentaje

representativo de aminodacidos no esenciales.
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7.3. Recomendaciones

Para la extraccion de grasa total de la semilla chia se puede utilizar diferentes
solventes en el equipo Soxhlet, pero se recomienda la utilizacion del solvente
éter, debido a que este realiza la extraccion en menor tiempo 8h y se obtiene

mayor porcentaje de grasa.

Se puede complementar esta investigacién aplicando el método de prensado
para la extraccion total de grasa y haciendo uso del aceite de forma industrial.

Para la extraccion de la proteina de la semilla chia, se sugiere extraer
previamente todos los componentes presentes en la misma, uno de los
procesos mas importantes para obtener un aislado proteico es la extraccion del

gel viscoso (mucilago).

Para obtener un aislado proteico con alto porcentaje de proteina, se
recomienda trabajar con pH de 8-9, no mayor a esto puesto que desnaturaliza

a la proteina.

Se recomienda tomar en cuenta el tamafo de la malla del tamiz utilizado para
realizar la extraccién de proteina, si se tiene una malla de 100um la proteina y

la fibra presentaran los mejores rendimientos.

En posteriores investigaciones se sugiere que la caracterizacion tanto de
acidos grasos como aminoacidos sean de todos los tratamientos expuestos,
para asi verificar si existi0 perdidas de algun acido graso o aminoacido al

aplicar los diferentes métodos.
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Anexo 2. Analisis proximal semilla chia sector Colta
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Anexo 3. Determinacion del contenido de grasa

Método A.O.A.C. 1997. N° 920.39. Adaptado en el Dpto. de Nutricion y Calidad
del INIAP.

Principio
El solvente que es utilizado se condensa de forma continua extrayendo
materiales solubles al pasar por medio de la muestra. El extracto se coloca en

un vaso que al terminar el proceso de destilacion queda en el vaso el extracto

graso de la muestra.

Reactivos

e Hexano ( grado técnico)

e Sulfato de sodio anhidro

Procedimiento

e Lavar los vasos de destilacion con agua destilada y llevar a la estufa a
105°C por 2 horas, retirar los vasos en un desecador, enfriar, pesar, y
afnadir 200 ml de hexano.

e Pesar de 1 a 2 gramos de muestra, mezclar con 2 a 3 gramos de sulfato de
sodio anhidro, colocar en un cartucho limpio y tapar con algodon.

e Depositar el cartucho con la muestra dentro del dedal de vidrio y colocar
dentro del vaso con hexano, montar el equipo Goldfish, abrir la llave de
agua fria para el refrigerante, extraer la grasa por 4 horas.

e Secar el vaso de destilacion con el residuo en una estufa a 105°C por 7

horas retirarlos de la estufa en un desecador, se enfriay se pesa.



Caélculos:
Se utiliza la ecuacion:

Pvr—Pv
—X
Pm

EE = 100

Donde:

EE = Extracto etéreo (%)

Pv = Peso del vaso tarado

Pvr = Peso del vaso mas residuo

Pm = Peso de la muestra

Anexo 4. Determinacion del contenido de proteina

Método A.O.A.C. 1997. N° 920.152. Adaptado en el Dpto. de Nutricion y
Calidad del INIAP.

Principio

El nitrégeno de las proteinas y otros compuestos se transforman en sulfato de
amonio, al ser digeridas en acido sulfurico en ebullicion, el residuo se enfria, se
diluye con agua y se agrega hidroxido de sodio y se procede a destilar. El

amoniaco presente se desprende y se recibe en una solucién de &cido bdérico,

gue luego se titula con acido clorhidrico estandarizado.

Reactivos

e Acido sulfarico concentrado (92%)
e Acido clorhidrico 0.02 N
e Hidréxido de sodio al 50 %

e Acido bérico al 4 %



e Indicador mixto: rojo de metilo al 0.1 % y verde de bromocresol al 0,2 % en
alcohol al 95 %.

e Mezcla catalizadora: 800 g de sulfato de potasio o sodio, 50 g de sulfato
cuprico penta hidratado, y 50 g de diéxido de selenio.

e Agua desmineralizada

Digestion
e Pesar alrededor de 0,04 g de la muestra, colocar dentro del balon de
digestion y afiadir 0,5 g de catalizador y 2ml de acido sulfurico al 92%.
e Colocar los balones en el digestor micro Kjeldahl en los calentadores a

500°C hasta que la solucion adquiera una coloracion verde. Retirar los

balones del digestor y enfriar.

Destilacion

e Colocar la muestra en el destilador, afiadir 10 ml de hidréxido de sodio al
50 %, destilar recogiendo el destilado en 6 ml de acido bodrico al 4 %
hasta obtener 60 ml de volumen.

Titulacién

e Al destilado se agrega 4 gotas del indicador mixto y se titula con acido
clorhidrico 0,02N hasta que la solucidbn cambie de color. Se realiza

también una titulacién con un blanco.

Calculos

Se utiliza la ecuacion:

(Ma—Mb)x N x0.014 x6.25 y
Pm

%P = 100




(Ma—Mb) x F ><
Pm

%P = 100

Dénde:

P = Contenido de proteina (%)

N = Normalidad del acido titulante

Ma = ml de acido gastados en la titulacion de la muestra
Mb = ml de &cido gastados en la titulacion del blanco
Pm = Peso de la muestra en gramos

1.25 = Factor de conversion de nitrégeno a proteina

Anexo 5. Determinacién del contenido de fibra cruda o bruta

Método A.O.A.C. 1997. N° 920.86. Adaptado en el Dpto. de Nutricion y Calidad
del INIAP.

Principio
Una muestra libre de humedad (menos 20%) y grasa (menos 12%) se digiere
primero con una solucién acida y luego con una solucién alcalina; los residuos

organicos restantes, se recogen en un crisol filtro. La pérdida de peso después

de incinerar la muestra, se denomina fibra cruda.
Reactivos

e Acido sulfarico al 7%
e Hidroxido de sodio al 22%
e Antiespumante: alcohol isoamilico

e Hexano



Procedimiento

e Se pesan de 1 a 2 g de muestra en un vaso de 600ml, se afiade 200 ml
de acido sulfurico al 7% y 1 ml de alcohol isoamilico.

e Se digiere por 30 minutos y se agrega 20ml de hidréxido de sodio al
22% vy se vuelve a digerir por 30 minutos mas, disminuyendo la
temperatura.

e Se recoge la fibra en crisoles filtrantes previamente lavados en cuya
base se ha depositado una capa de lana de vidrio hasta la mitad del
crisol aproximadamente.

e Se lava con agua desmineralizada caliente, con 10 ml de &cido sulftrico
al 7 por mil y 20ml de hexano, terminandose los lavados de la fibra con
agua.

e Se seca en una estufa a 105°C por 8 horas, se retira en un desecador se
enfriay se pesa.

e Se calcina en una mufla por 4 horas a 600°C, retirar en un desecador

enfriar y pesar.

Célculos

Segun la ecuacion:

% Fc = M x100
Pm

Donde:

%Fc = Porcentaje de fibra cruda
Pcf = Peso del crisol + muestra, desecados a 105°C
Pcc = Peso del crisol + muestra, después de la incineracion

Pm = Peso de la muestra



Anexo 6. Determinacién del contenido de azlcares totales

Método Dobois y Hamilton, 1956. Adaptado en el Dpto. de Nutricién y Calidad
del INIAP.

Materiales y Equipos

e Tubos de ensayo con tapa

e Matraz aforado: 25, 50 ml (varios)
e Papel filtro

e Embudos de vidrio

e Pipetas volumétricas

e Licuadora

e Fotometro

Reactivos

e Glucosa
e Antrona
e Acido sulfdrico
e Alcohol al 80%

Preparacion de estandares

e Preparar un patrén de 0,5 g de glucosa en 100ml de alcohol al 80%.
e Tomar 1mly diluir a 100ml, concentracion obtenida 50 mg/L.

e Preparar una cura de concentracion entre 0 y 50mg/L.



Preparacion del reactivo

e Preparar reactivo 0,2 g de antrona en 100ml de H,SO,4 concentrado.

Preparacion de la muestra

e Pesar 15 g de muestra con 40ml de alcohol al 80%.
e Filtrar la solucién.
e Aforar el filtrado hasta un volumen conocido (50ml).

e Diluir la solucién.

Procedimiento

Teniendo en cuenta la gran sensibilidad del método es necesario efectuar

diluciones en la muestra a analizar.

e Poner 2ml de la muestra preparada en cada tubo, previamente diluida,
colocar en un bafio de hielo — agua y afiadir 4 ml de reactivo antrona,
preparar un blanco de antrona.

e Agitar los tubos sobre el vortex y colocar en ebullicion durante 10 min
exactos.

e Colocar los tubos en un bafo agua — hielo, agitar y esperar 10 minutos para
eliminar burbujas de aire.

e Leer la absorbancia a 625nm.



Anexo 7. Datos iniciales disefio experimental

Método de Usode Usode %Rendimiento %Aztcares
Caso Repeticiones | extraccionde | hexano, solvente %Grasa | %Proteina ) %Fibra
, , . de proteina totales
proteina éter isopropanol

1 1 1 1 1 13,32 74,01 10,01 45,72 8,61

2 1 1 1 2 24,39 72,77 9,55 42,63 1,83

3 1 1 2 1 34,70 81,38 14,67 37,28 9,81

4 1 1 2 2 34,68 80,13 12,69 46,26 1,54

5 1 2 1 1 17,90 83,4 20,00 43,02 3,97

6 1 2 1 2 20,00 70,1 23,75 46,17 1,74

7 1 2 2 1 35,55 92,4 28,14 41,42 9,74

8 1 2 2 2 35,86 91,18 25,19 42,87 31

9 1 3 1 1 16,46 65,89 6,72 42,16 6,52
10 1 3 1 2 16,40 57,76 24,01 34,63 3,64
1 1 3 2 1 32,64 85,54 9,49 47,83 3,94
12 1 3 2 2 33,01 78,62 11,54 39,37 3,81
13 2 1 1 1 19,03 74,67 12,98 43,77 72
14 2 1 1 2 17,89 73,38 7,93 33,98 1,83
15 2 1 2 1 32,61 76,49 12,74 41,14 584
16 2 1 2 2 30,24 73,45 12,20 4343 2,01
17 2 2 1 1 18,01 87,04 19,48 a4 2,26
18 2 2 1 2 19,00 67,32 26,71 45,68 3,23
19 2 2 2 1 29,08 93,26 14,58 44,15 6,85
20 2 2 2 2 43,10 87,49 24,64 49,2 2,42
21 2 3 1 1 19,19 70,84 10,57 40,73 7,51
2 2 3 1 2 18,82 60,18 31,61 36,1 4,25
23 2 3 2 1 33,01 85,65 8,81 45,22 4,69
24 2 3 2 2 33,40 66,1 11,64 43,44 2,69
25 3 1 1 1 16,10 74,15 11,46 43,7 7,89
26 3 1 1 2 23,00 73,15 8,78 37,58 1,82
27 3 1 2 1 33,67 81,47 13,80 39,19 7,21
28 3 1 2 2 31,78 80,2 12,54 46,35 1,93
29 3 2 1 1 17,30 86,89 19,83 44,03 3,41
30 3 2 1 2 20,15 70,15 25,14 44,26 2,85
31 3 2 2 1 32,34 93,18 27,12 41,55 8,72
32 3 2 2 2 34,50 87,52 24,95 429 2,66
33 3 3 1 1 18,20 70,76 8,70 40,89 7,15
34 3 3 1 2 17,90 58,93 28,58 36,13 39
35 3 3 2 1 32,85 85,5 9,10 45,33 4,12
36 3 3 2 2 33,56 75,6 11,33 43,56 3,33




Anexo 8. Porcentaje de grasa de 100g de semilla chia

Tratamiento |Descripcion R1 R2 R3
T1 Al1B1C1 13,32 19,03 16,10
T2 Al1B1C2 24,39 17,89 23,00
T3 Al1B2C1 34,70 32,61 33,67
T4 Al1B2C2 34,68 30,24 31,78
T5 A2B1C1 17,90 18,01 17,30
T6 A2B1C2 20,00 19 20,15
T7 A2B2C1 35,55 29,08 32,34
T8 A2B2C2 35,86 43,10 34,50
T9 A3B1C1 16,46 19,19 18,20

T10 A3B1C2 16,40 18,82 17,90
T11 A3B2C1 32,64 33,01 32,85
T12 A3B2C2 33,01 33,40 33,56

Anexo 9. Prueba de Tukey al 5% con el mejor solvente

Titulo

30,714

% Grasa
-]
&

;B
17,72

Uso de Hexano, Eter




Anexo 10. Porcentaje de proteina de 100g de semilla chia

Proteina R1 R2 R3
T1 Al1B1C1 74,01 74,67 74,15
T2 Al1B1C2 72,77 73,38 73,15
T3 Al1B2C1 81,38 76,49 81,47
T4 AlB2C2 80,13 73,45 80,2
T5 A2B1C1 83,4 87,04 86,89
T6 A2B1C2 70,1 67,32 70,15
T7 A2B2C1 92,4 93,26 93,18
T8 A2B2C2 91,18 87,49 87,52
T9 A3B1C1 65,89 70,84 70,76

T10 A3B1C2 57,76 60,18 58,93
T11 A3B2C1 85,54 85,65 85,5
T12 A3B2C2 78,62 66,1 75,6

Anexo 11. Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina

Métodos de Desviacioén
extraccion de Medias% , Calificacion
, Estandar
proteina
2 84,16 0,76 A
1 76,27 0,76 B
3 71,72 0,76 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Anexo 12. Prueba de Tukey al 5% para métodos de extraccion de proteina.

% Proteina

85,581

81,964

78,35

74,744

‘A
2

Titulo

B
;c
1 3

71,12

Métodos de

extraccidn de proteina




Anexo 13. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter

Uso de Desviacion | Calificaciéon
hexano , éter Medias % Estandar
2 83,06 0,62 A
1 71,74 0,62 B

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p>0,05)

Anexo 14. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter

% Proteina

84,28

81,00

77,714

74,43

71,15

Titwio

;a

2

Uso de Hexano, Eter

1

Anexo 15. Prueba de Tukey 5% para el uso de solvente isopropanol

Uso de solvente Desviacién
isopropanol Medias Estandar Calificacién
1 81,25 0,62 A
2 73,56 0,62|B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)




Anexo 16. Descripcion de Interacciones entre métodos de extraccion de
proteina, uso de hexano-éter y uso de solvente isopropanol.
Métodos
de 5 Uso de Uso de | Desviacion o
extraccion | hexano, solvente |Medias . Calificacion
de éter isopropanol Estandar
proteina
2 2 1| 92,95 1,52 | A
2 2 2| 88,73 1,52 A
2 1 1| 85,78 152|A|B
3 2 1| 85,56 152|A|B|C
1 2 1| 79,78 1,52 B|C|D
1 2 2| 77,93 1,52 C|D
1 1 1| 74,28 1,52 D| E
3 2 2| 73,44 1,52 D E
1 1 2 73,1 1,52 D E
2 1 2| 69,19 1,52 E
3 1 1| 69,16 1,52 E
3 1 2| 58,96 1,52 F

Medias con una letra comun no son significativamente (p>0,05)

Anexo 17.

Descripcién de Interacciones entre métodos de extraccion de
proteina, uso de hexano-éter y uso de solvente isopropanol.

% Proteina

78,71

AB ABC

BCD

Titulo

cD

DE

DE DE

221 22 21 321 1:2:1 122 1 3Z2 112 212 3 312
Métodos de extraccidn de proteina*Uso de Hexano, Eter*Uso de solvente Isopropanal




Anexo 18. Rendimiento de proteina de 100g de semilla chia

Rendimiento
de proteina R1 R2 R3
T1 Al1B1C1 10,01 12,98 11,46
T2 Al1B1C2 9,55 7,93 8,78
T3 AlB2C1 14,67 12,74 13,80
T4 Al1B2C2 12,69 12,20 12,54
T5 A2B1C1 20,00 19,48 19,83
T6 A2B1C2 23,75 26,71 25,14
T7 A2B2C1 28,14 14,58 27,12
T8 A2B2C2 25,19 24,64 24,95
T9 A3B1C1 6,72 10,57 8,70
T10 A3B1C2 24,41 31,61 28,58
T11 A3B2C1 9,49 8,81 9,10
T12 A3B2C2 11,54 11,64 11,33

Anexo 19. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina

Métodos de extraccion Desviacion Calificacién
de proteina Medias % Estandar
2 23,29 0,77 A
3 14,38 0,77 B
1 11,61 0,77 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Anexo 20. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina

% Rendimiento de proteina

24899

21,27

17,844

14,414

Titwio

Métodos de extraccién de proteina




Anexo 21. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter

Uso de hexano , éter Medias % Desvrlamon Calificacion
Estandar
1 17,01 0,63 A
2 15,84 0,63 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Anexo 22. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter

17,739

17,244

16,744

% Rendimiento de proteina

16,254

Titulo

Uso de Hexano, Eter

2

Anexo 23. Prueba de Tukey 5% para el uso de solvente isopropanol

Uso de solvente . Desviacion . .,
' Medias . Calificacién
isopropanol Estandar
2 18,51 0,63 A
1 14,34 0,63 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)




Anexo 24. Prueba de Tukey 5% para el uso de solvente isopropanol

Titulo

19,387

18,06

16,744

% Rendimiento de proteina

B
14,10 I

2 1
Uso de solvente Isopropanal

Anexo 25. Prueba de Tukey 5% para método de extraccion de proteina y uso
de hexano-éter

Método de Uso de Medias | Desviacion
extraccion de . , Calificacion
. hexano, éter % Estandar
protelna
2 2 24,1 1,09 A
2 1 22.49 1,09 A B
3 1 18,43 1,09 B
1 2 13,11 1,09 C
3 2 10,32 1,09 C
1 1 10,12 1,09 C

Medias con una letra comun no son significativamente (p>0,05)



Anexo 26. Prueba de Tukey 5% para método de extraccion de proteina y uso
de hexano-éter

Titulo

A
AB
21,80
B
17,66
13,51 c
;C IC
9,36 !
22 21 31 1:2 32 11

Métodos de extraccién de proteina*Uso de Hexano, Eter

% Rendimiento de proteina

Anexo 27. Prueba de Tukey 5% para método de extraccidon de proteina y uso
de solvente isopropanol.

Método de Uso del Medias | Desviacion | Clasificacio
. solvente ,
extraccion de . % Estandar n
; isopropanol
proteina

2 2 25,06 1,09 A

2 1 21,53 1,09 A B

3 2 12,85 1,09 B

1 1 12,61 1,09 C

1 2 10,62 1,09 C

3 1 8,9 1,09 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



Anexo 28. Prueba de Tukey 5% para método de extraccidon de proteina y uso
de solvente isopropanol

27,02

% Rendimiento de proteina
i
L

12,78

8,04

Titulo

A
AB
B
C
C
I }
22 21 32 11 1:2 31

Métodos de extraccidn de proteina*Uso de solvente Isopropanal

Anexo 29. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter y uso del solvente

isopropanol
Uso de hexano, Uso del solvente | Media | Desviacio | Calificaci6
éter isopropanol s % |n Estandar n
1 2 20,72 0,89 A
2 2 16,3 0,89 B
2 1 15,38 0,89 B
1 1 13,31 0,89 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)




Anexo 30. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter y uso del solvente
isopropanol

Titulo

16,744

17,464

A
B
B
18,177
IB
12,89
12 22 21 11

Uso de Hexano, Eter'Uso de salvente Isopropanol

% Rendimiento de proteina

Anexo 31. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina, uso
de hexano-éter y uso de solvente isopropanol

Métodos de | Uso de Uso de Calificacion
extraccion | hexano, solvente Medias | Desviacion
de proteina éter isopropanol % Estandar
3 1 2 28,2 1,55 A
2 2 25,2 1,55 Al B
2 2 2 24,93 1,55 Al B
2 2 1 23,28 1,55 Al B
2 1 1 19,77 1,55 B|C
1 2 1 13,74 1,55 c|D
1 2 2 12,48 1,55 Cc|D
3 2 2 11,5 1,55 D
1 1 1 11,48 1,55 D
3 2 1 9,13 1,55 D
1 1 2 8,75 1,55 D
3 1 1 8,76 1,55 D




Anexo 32. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina, uso
de hexano-éter y uso de solvente isopropanol

Titulo

30,30

13,204

% Rendimiento de proteina

13,414

7614

a2 22 z22 221 21A 1:2:1 122 322 1A 321 112 3
Métodos de extraccidn de proteina*Uso de Hexanao, Eter*Uso de solvente Isopropanol

Anexo 33. Porcentaje de fibra para 100g de semilla chia

Fibra R1 R2 R3

T1 Al1B1C1 45,72 43,77 43,7
T2 AlB1C2 42,63 33,98 37,58
T3 Al1B2C1 37,28 41,14 39,19
T4 Al1B2C2 46,26 43,43 46,35
T5 A2B1C1 43,02 44 44,03
T6 A2B1C2 46,17 45,68 44,26
T7 A2B2C1 41,42 44,15 41,55
T8 A2B2C2 42,87 49,2 42,9
T9 A3B1C1 42,16 40,73 40,89
T10 A3B1C2 34,63 36,1 36,13
T11 A3B2C1 47,83 45,22 45,33
T12 A3B2C2 39,37 43,44 43,56




Anexo 34. Prueba de Tukey para métodos de extraccion de proteina, uso de
hexano-éter y uso de solvente isopropanol

Métodos de |Uso de |Uso de Calificacion
extraccion de |hexano, |solvente Medias | Desviacion
proteina éter isopropanol | % Estandar
3 2 1| 46,13 1,26 A
2 1 2| 45,37 1,26| A|B
1 2 2| 45,35 1,26| A|B
2 2 2| 44,99 1,26| A|B
1 1 1| 44,4 1,26| A|B| C
2 1 1| 43,68 1,26| A|B| C
2 2 1| 42,37 1,26| A|B| C
3 2 2| 42,12 1,26| A|B| C
3 1 1| 41,26 126/ A|B| C| D
1 2 1| 39,2 1,26 Bl C| D
1 1 2| 38,06 1,26 C| D
3 1 2| 35,62 1,26 D

Medias con una letra comun no son significativamente (p>0,05)

Anexo 35. Prueba de Tukey para métodos de extraccion de proteina, uso de
hexano-éter y uso de solvente isopropanol

Titulo

47,971

AB AB
AB

44,744 ABC

ABC

ABC
ABC

41,50 ABCD

% Fibra

38,27 cD

D

3z 212 1EE2 ZEZZ 0 1A 211 221 Izz 3m 1.21 112 342
Métodos de extraccién de proteina*Uso de Hexano, Eter*Uso de solvente Isopropanal




Anexo 36. Porcentaje de azucares totales de 100g de semilla chia.

Azlcares
totales R1 R2 R3
T1 Al1B1C1 8,61 7,20 7,89
T2 AlB1C2 1,83 1,83 1,82
T3 AlB2C1 9,81 5,84 7,21
T4 AlB2C2 1,54 2,01 1,93
T5 A2B1C1 3,97 2,26 3,41
T6 A2B1C2 1,74 3,23 2,85
T7 A2B2C1 9,74 6,85 8,72
T8 A2B2C2 3,10 2,42 2,66
T9 A3B1C1 6,52 7,51 7,15
T10 A3B1C2 3,64 4,25 3,90
T11 A3B2C1 3,94 4,69 4,12
T12 A3B2C2 3,81 2,69 3,33
Anexo 37. Prueba de Tukey 5% para el uso de solvente isopropanol
Uso de solvente Desviacién Calificacion
isopropanol Medias % Estandar
1 6,41 0,2 A
2 2,7 0,2 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p>0,05)

Anexo 38. Prueba de Tukey 5% para el uso de solvente isopropanol

5,817

4,65

% AzUcares totales

3,58

Titulo

;a

1

2

Uso de solvente Isopropanol




Anexo 39. Prueba de Tukey 5% para método de extraccion de proteina y uso
del solvente isopropanol

Método de Uso del Calificacién
extraccion de solvente Medias | Desviacion
proteina isopropanol % Estandar
1 1 7,76 0,35 A
2 1 5,83 0,35 B
3 1 5,66 0,35 B
3 2 3,60 0,35 C
2 2 2,67 0,35 C D
1 2 1,83 0,35 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p>0,05)

Anexo 40. Prueba de Tukey 5% para método de extraccion de proteina y uso
del solvente isopropanol

Titulo

8,42

6,69

A
B
B
497
C
3,24
ch
;D
1,51
11 Z1 31 3z 22 12

Métodos de extraccidn de proteina*Uso de solvente Isopropanol

% Azlcares totales




Anexo 41. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter y uso del solvente

isopropanol
Uso de Uso del solvente |Medias |Desviacion Calificacion
hexano, éter |isopropanol % Estandar
2 1 6,77 0,28 A
1 1 6,06 0,28 A
1 2 2,79 0,28 B
2 2 2,61 0,28 B

Anexo 42. Prueba de Tukey 5% para el uso de hexano-éter y uso del solvente

isopropanol

% Azlcares totales

7271

Titulo

A
A
6,054
483
3514
B
IB
239
241 11 12

22

Uso de Hexano, Eter”Uso de solvente Isopropanol




Anexo 43. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina, uso
de hexano-éter y uso de solvente isopropanol

Métodos de | Uso de Uso de . L
extraccion de | hexano, solvente Meglas DEesvllaglon Calificacién
proteina eter isopropanol 0 standar
2 2 1 8,44 0,49 A
1 1 1 7,90 0,49 A
1 2 1 7,62 0,49 A
3 1 1 7,06 0,49 A
3 2 1 7,45 0,49 B
3 1 2 3,93 0,49 B
2 2 2 3,28 0,49 B
2 1 1 3,21 0,49 B
2 2 2 2,73 0,49 B
2 1 2 2,61 0,49 B
1 1 2 1,83 0,49 B
1 2 2 1,83 0,49 B

Anexo 44. Prueba de Tukey 5% para métodos de extraccion de proteina, uso
de hexano-éter y uso de solvente isopropanol

% Azlcares totales

9,28

7,33

5,38

3,42

221
Métodos de extraccidn de proteina*Uso de Hexano, Eter*Uso de solvente Isopropanol

111
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311 321
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Anexo 45. Informe acidos grasos del mejor tratamiento

Area Percent Report ::i i/liii’

Data Path : D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS_CACAO PROYECTO 2015\
Data File : CHIA R 28-07-2015-2-D e e TR SRR, i T
Signal(s) : FIDl1lA.ch

Acq On :.28 Jul 2015 .13:44

Sample S CCHTAT RS o g e s :
Misc : e e

ALS Vial : 9 Sample Multiplier: 1

Integration File: autointl.e

Method : D:\METODOS\ESTERES FINAL2.M
Title : CURVA FAMES :
Signal : *FID1A.ch -
peak R.T. start’  End PK peak peak peak % of
# min min min TY height area % max. total
1 10.080 9.982 10.322 ‘BB 787489004 22377145406 iO0.00% 97.976%
2 19.835 19.774 19.900 M 8229 249476 0.00% 0.001%
3 21.480 .21.419 - :21.541 M 3778 115531 0.00%..0.001%
4 23.161 23.038 23.314 BB 1116135 39590081 0.18% 0.173%
5 24.268 24.211 24.312 PV 24094 640173 0.00% 0.003%
6 24.735 24.6§1Ft24.778<b EMES 77351.\MU210232 CAQ0400%FR©0.001%
7 25.843 25.8041 25.888 M 2609 70459 0.00% 0.000%
8 26.326 26.214 26.452 BB 455361 16953461 0.08% 0.074%
9 27.342 27,2511 27.399 M 882953 29911675 0,13% ,0.131%
10 28.845 28.724 28.915 M2517122 100180913 0.45% 0.439%
11 29.330 .29.281..4129.384 4. .M 146327 1273227 0.01% 0.006%
12 29.920 29.844 30.029 BB 38753 1276042 0.01% 0.006%
13 30.238 30.188 30.313 M 24368 810016 0.00% 0.004%
14 30.558 30.432 :130.594 M5499339 269476695 1.20% 1.180%
15 31.600 31.556710315646TEN M 6757 182557 0.00% 0.001%
lk{
16 32.039 31.944 32.101 BB 13902 397952 0.00% 0.002%
17 33.065 33.018.¢:33.125 M 4024 109854 0.00% 0.000%
18 33.261 33.218 33.313 M 6892 196544 0.00% 0.001%
19 33.449 33.417 33.495 M 3156 75618 0.00% 0.000%
20 34.363 34.324 34.414 +Mi,~.1356 -36798 -~0400% 0.000%
21 34.906 34.821 34.984 BB 14541 446367 0.00% 0.002%

22 36.025 ° 357993 ""36.069:] M 2225 255128 0.00% 0.000%
1'9 ’1 Sum of corrected areas:'22839404201

)3

ESTERES FINAL2.M Thu Jul 30 09:43:56 2015

PSRN S T K o e R BRI Y B s T

$.384 3 01
n A1%
20% 1

33,218 33,08, 3 a4 oLy 496544 Ui00% LiLO1L%
3 417 33.495 M 315 75618 0.00% 000X




Anexo 46. Curvas de 4cidos grasos presentes en la chia (mejor tratamiento)

File :D:\S.EC-U.ENCIAS\ESTERES F‘INAL\MUESTRAS CACAO PROYECTO 2015\CHI

A.R 28-07-2015-2.D
Operator s2:DS
Instrument : INIAP GC-FID

Acquired 3 2B Jul- 2015 13:44 using AcgMethod ESTERES FINAL2.M
Sample Name: CHIA R~ IS ¥ 3 . TR APIRE STHe »
Misc Info

Response_ SreEi Slgnal CHIAR28-07 2015-2.D\FID1A ch
10080 : : : 30.558
5800000
5600000
5400000 g View Mode: Integration
5200000
5000000
4800000
4600000
4400000
4200000
4000000
3800000
3600000
3400000
3200000
3000000
2800000
2600000 8048
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000

23.161

1000000 27.342

800000
600000

26.326
400000

200000
0 19. 83&1 480 2&2%58 3 WOM

. L B e e e

Time 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200




Anexo 47. Informe acidos grasos del mejor tratamiento

Data Path
Data File
Signal(s)
Acq On
Sample
Misc

ALS Vial

Integration

Method
Title

Signal

peak R.T.
= min

1

[V SR VLR N

24.
25.
26.
27,
28.

726
832
315
333
837

29.320
29.911
30.232
30.547
31.587

16
L7
18
19
20

32.019
33.042
33.247
33.424
34.345

21
22

34,
35.

878
997

ESTERES FINAL

Area Percent Report =

D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAQ PROYECTO 2015\
CHIA 28-07-2015-18.D

FID1A.ch

29 /3ul 2015247

CHIA :

23 Sample Multiplier: 1

File: autointl.e

D:\METODOS\ESTERES FINAL2.M
CURVA FAMES

FIDIAL ch4nii s

Start “End = PK peak peak peak % of

min min TY height area % max. total

9.983 10.323 BB 752462760 21343496037 100.00% 98.004%
19.771 19,893 M 8085 243809 0.00% 0.001%
21.420 " 21.526" M3 27108340 0.00%" 0.000%
23.050 23.246 M1112219 39312840 0.18% 0.181%
24.203 24.304 PV 24050, 642968, 0.00% 0.003%
24.679C1124.781 M 8414 141239859 '0.00¥ 0.001%
25.794 -25.882 M 2550 69817 0.00% 0.000%
26.204 26.453 BB 490888 17554151 0.08% 0.081%
2722531+274+390 M 897629 30125509 0.14% ' 0.138%
28.715 28.907 M2505111 99222347 0.46% 0.456%
29.269 291372 M 47580 1292998 0.01% 0.006%
29.836 30.008 BB 38910 1267731 0.01% 0.006%
130.184 ad3002961.¢ M 25566 782914 0.00% 0.004%
30.435 '30.583 M5189225 242310943 1il4e%, 1.113%
31.5437031,629 M 6763 175298 0.00% 0.001%
31.922 32,077 BV 14271 404350 0.00% 0.002%
33.002 '33.094 M 3873 102278 0.00% 0.000%
33,393 33,310 M 76717 233809 0.00% 0.001%
33.378 33.466 M 3869 100113 0.00% 0.000%
34.298 34.406 M 1413 46049 0.00% 0.000%
34.803. 34.958 ‘BB /.1485440 .4546804030.00%:00%002%0 0%
35.957+'736:033 M 2414 62239 0.00% 0.000%

71 .Sum of corrected areas: (21778249077
0058

2.M Thu )

Jul 30 09:50:03 2015

289718 2g) 9yie M2505111:%'999223% 734 "0 v46%, 04564 /




Anexo 48. Curvas de 4cidos grasos presentes en la chia (mejor tratamiento)

File :D:\SECUENCIAS\ESTERES FINAL\MUESTRAS CACAO PROYECTO 2015\CHI
lats A 28-07-2015-18.D

Operator : DS

Instrument : INIAP GC-FID

Acquired : 29"Jul 2015 2:47 "'using AcgMethod “ESTERES ‘FINAL2 .M
Sample Name: CHIA
Misc Info

Response_ Signal: CHIA 28-07-2015-18.D\FID1A.ch

fo 79 30. Fu

52000001 1

5000000
4800000
4600000
4400000
4200000
4000000
3800000

3600000 ‘

3400000

3200000/

3000000 J

2800000/
2600000 ‘ ey
2400000
2200000/
2000000
1800000 ‘

1600000

1400000

1200000 23153 |

1000000 27.333

800000

600000
26.315

400000

ZOOOOOI
[

oL 1L ' 1982901473 | 24308 5 L%@ b o

T vy T T T
Time 10.00 12.’00 14.00 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00 30.00 3200 3400 3600 3800 4000




Anexo 49. Informe de perfil de aminoacidos del aislado proteico de la semilla
chia.

nalytical

Laboratories
Testing & Consulting

WWW.UBA-LAE.COM

INFORME DE RESULTADOS
IDR 10606-2015

Fecha: 20 de Agosto del 2013

DATOS DEL CLIENTE

Nombre ELIZABETH MOSQUERE QUELAL
Direccion Hufaz de Viala N35-121 v Corea
Teléfono 2024163
Contacin Ing. ElzabeT Mosquera Qusla
DATOS DE LA MUESTRA
Tipo de muesira Chia Canfidad Aprox. 100 g
Ho. de musstras 1 {n=1) Lode Hi&
Pressmiacdan Frasco plasico Fecha de recepodn 0% de Agosts del 2015
Toma g2 muesia Realzado por 2l Cliemte Fecha foma d2 muesira M.A
CONDICIDONES DEL ANALISIS
Temperatwa ("C)] | 215 Humedad %) | 4510
Facha de Iniclo g2 Andlisks DE ge Agosto del 2015
Facha de Finalizackin del anallsls 11 0e Agosto del 2015
RESULTADOS
CODIG0 CoDM0 imite
CLIENTE LEA PARAMETROS METODO RESULTADDS Unidad Z-ELEEI.L'I'I
[ppm)
AClgo Aspartico &.70
Acldo Glutamico 2.05
Serna 9.32
Hisldina [
Treonina 454
Gldna 3.05
Proteina :ELT:T Bartach. g'_g;
Algtada | UBA-10608-1 Mrosns | Fudalph gAAI100g 200
Chia [ena Institute 305
Wallna 324
Metionina 2.52
Fenilalanina 4.08
Ispieucing 2.78
Leucina 488
LIsIna 373
Proteina verdadera %) E3.87

Observaciones:
1. Los reguiados emitidos en esie Infome, comesponden Unicamente a 1a{s) muesira(s) recibidas por el laboralono. Mo

slendo extensivo 3 cualquier lote.
2. Esle reporte no debe ser reproducido parcial o iamente, excepto con la aprobacion escita por pane del laboratono,
3. Nomenclatura: NLE. = No Estimado; N.A. = No aplica; AA = Aminoacidos

FOR ADM. 24 R01 Pagima 1de 2

CONTROL DE CALIDAD

ALIMENTOS FARMACEUTICOS AMBIENTALES COSHETICOS




Anexo 50. Informe de perfil de aminoacidos de harina liofilizada de chia

Analytical

Laboratories
Testing & Consulting

WAHW.UBA-LAE.COM

INFORME DE RESULTADOS
IDR 10386-2015
Fecha: 04 de Agosto del 20135
DATOS DEL CLIENTE
Haombre ELIZABETH MOSQUERA QUELAL
Direcoien Huflzz de Vela M3E-121 v Corea
Taléfpno 2024163
Comacin Ing. ElzabeT MosqLEra QUeld
DATOS DE LA MUESTRA
Tipo g2 Muesia Chia Cantidad Ao, 300 g
WO, de muUssiras 1in=1] Lode HiA
Presamacian Funda pasica ransparente | Fecha de recepaan 20 de Julic del 2015
Tama 32 Muesia Reallzano por el Cliente Fecha 1oma o2 muestra MA
COMNDICIONES DEL ANALISIS
Temperaiua ("C) | 228 Humedad (%) | 53.0
Facha g2 Iniclo de Anallsks 30 e Jullo ded 2015
Facha de Flnallzackn del anallsis 31 de Jullo ded 2015
RESULTADDS
CODIGD CODIE0 imite
CLIENTE LEA PARAMETROS METODO RESULTADDS Uinidad }ELEEI_I'.'I'I
[ppmi)
Aclio Aspartico 0.51
Aciio Gutamicn 025
Sefina 0.535
Hiszdina 0.50
Treonina 0.5%
Ghdna 0.38
semilla m',l"l'r',? Bartach. E'E:
Ligfiizada | UBA-10388-1 Mrosns | Fudeleh - gARAD0g 200
Mallda LAE ] Institute 0.36
Valina 045
Metionina 023
Fenllalanina 0.43
|lspiewcng | 0.4
Leucing 051
Lisina 0.32
Proteina verdadera (%) 7.70
Obsarvaciones:
1. Los resufiados emitidos en este Infome, comesponden dnicamente 3 |a/5) muestrajs) recibidas por &l laboratorio. Mo
slenda extensiva 3 cuaiquisr inte.
2. Este reporte no dede sr reproducido pardial o totaimente, excepto con la aprabacion escita por parte del laboratono.
3. Momenciatura: MLE. = Mo Estimado; N.A. = Mo aplica; AA = AmIngacioos
4. Informe entregado cOn Mefraso por problemas en 1@ Instrumentacion analitica.

FOR ADM. 24 R0 Pagina 1 de 2

CONTROL DE CALIDAD

ALTMEMTOS FARMACEUTICOS AMBIEMTALES COSHETICOS




Anexo 51. Informe de perfil de aminoacidos del aislado proteico de la semilla
de quinua.

Analytical
Laboratories

Testing & Consulting

WWW.UBA-LAE.COM

INFORME DE RESULTADOS
IDR 9825-2015

Fecha: 03 de Julio del 2015

DATOS DEL CLIENTE
Nombne MNAZATE FRAGA KARINA FERNANDA
Direcclon Ibaima |, barmo 1a Victora, calle: Av. Auwrelo Espinosa £-39 v Jome Guzman Rueda
Tel&fono [2-03790E54
Coniacin Sria. Karna Mazare F!ﬂ
DATOS DE LA MUESTRA
TIpo 02 MUEsa Profzina Higrollzada de Cuinoa Canigas Aprox. 300 g
Ho. de mussias 1in=1) Lote MIiA
Prazamacian Funda plastica ransparznts Fecha ge recepoitn 24 de Junlp del 3015
Toma ds MUesia Reallzado por el Clanie Facha toma de mussia M.A
COMNDICIOMES DEL ANALISIS
Temperatura [*Ci | 258 Humedad %) | 4B.5
Facha de Inigio de Analsls 26 oa Junio del 2015
Facha de Firallzadon g2l analisks 27 da Junio ded 2015
RESULTADOS
PERFIL DE AMINOACIDDS
CODIGD CODIGD Limke
CLIENTE UEA PARAMETROS METODOD RESULTADOS Unidad Disteceltn
Agido Apartico 436
Acigo Glutamico 1.40
Sedna 5.45
Hisidina 4328
Treoalna 735
Glcha 453
Proteina Eatiellil - . 325
Hidrolizada | UBA-9e2e-1 [A2ne | Burbach. Rudolgh 77— 9AN100g | 200 ppb
. nstitute )
de Quinua aina P
Metionina 1.62
Fenl alanina 256
EET=0E] 2.08
Leucina 3.83
Lisina 3.23
Frotging verdadera [ %) 53.42
Obaardaclonas:
1. Los resuitados emikdos en egte Informe. comesponden dnicamente a lajs) musstrals) recioldas por el laboratono. No slendo
extensvo a cualquier inte.
2. Este reporie no debe ser reproducido parclal o totaimends. excepto con la aprobacitn escrita por parte del laboratono.
3. Nomenclatwa: M.E. = Mo Estimagio; H_A. = Mo aplica; A4 = Aminoacidoes.
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CONTROL DE CALIDALD

ALIMENTOS FARMACEUTICOS AMBIENTALES COSHETICOS




