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Impacto del procesado sobre la digestibilidad de semillas de chia
(Salvia hispanica) y sus derivados

Villalobos, K.', Paz-Yépez, C.!, Andrés, A."y Heredia, A."

RESUMEN

Las semillas de chia se presentan como potencial ingrediente novedoso y
funcional debido a sus excelentes propiedades nutricionales y bioactivas,
incluyendo grasas poliinsaturadas, proteinas, fibra, calcio y compuestos
bioactivos como los polifenoles y su capacidad antioxidante. Sin embargo, su
estructura matricial puede limitar la digestibilidad de los nutrientes, y por tanto los
beneficios derivados de su ingesta. Por ello, en el presente estudio se analizé la
digestibilidad de diferentes productos de chia (semillas, harina de semilla entera,
harina parcialmente desgrasada (comercial) y germinados) en términos de
protedlisis, lipdlisis, liberacidon de calcio, polifenoles y actividad antioxidante de la
fraccidn bioaccesible. Los estudios de digestion in vitro se realizaron en
condiciones intestinales de adulto sano estandar (pH duodenal 7, concentracion
biliar 10 mM) y subdptimas (pH duodenal 6, concentraciéon biliar 1 mM) para
analizar también el impacto de estas sobre los mismos parametros. Los
resultados evidencian que condiciones intestinales alteradas redujeron
significativamente la lipdlisis, pero no la protedlisis. Con respecto a la matriz
alimentaria, en comparacion con las semillas de chia, la molienda en harina de
grano entero y parcialmente desgrasada aumento la hidrélisis tanto de lipidos
como de proteinas, lo que se asocia con el tamafo reducido de las particulas. La
germinacién de las semillas favorecié la degradacion proteolitica gastrica pero no
asi la lipolitica. La bioaccesibilidad de calcio se vi6é afectada negativamente tras
la digestion intestinal en todas las muestras, especialmente en semillas
germinadas. El proceso de digestion condujo a una mayor bioaccesibilidad de los
polifenoles en todas las estructuras estudiadas, pero redujo la actividad
antioxidante, en condiciones alteradas. En conclusion, el proceso de molienda de
las semillas de chia mejora la absorcion potencial de macro y micronutrientes,
mientras que el consumo de germinados seria aconsejable para mejorar la
digestibilidad de las proteinas junto con una disminucion de la lipdlisis.

Palabras clave: semillas de chia, germinacion, molienda, lipdlisis, protedlisis,
actividad antioxidante, harina de chia.
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RESUM



Les llavors de xia es presenten com un potencial ingredient funcional per les
seues propietats nutricionals, com ara greixos poliinsaturats, proteines, fibra,
calci i compostos bioactius com polifenols i la seua capacitat antioxidant. Malgrat
tot aix0, la estructura matricial que presenten pot limitar la digestibilitat dels seus
nutrients i per tant reduir els beneficis derivats de la seua ingesta. Per aixo, en el
present estudi es va analitzar la digestibilitat de diferents productes de xia (llavors,
farina sencera de llavors de xia, farina parcialment desengreixada i germinats) en
termes de lipdlisi, protedlisi, alliberament de calci i polifenols i activitat antioxidant
de la fraccio bioaccessible. Els estudis de digestio in vitro es van portar a terme
en condicions intestinals de I'adult sa estandard (pH duodenal 7, concentracio
biliar 10 mM) i suboptimes (pH duodenal 6, concentracid biliar 1 mM) per analitzar
també l'impacte d’aquistes sobre els parametres citats. Els resultats van
evidenciar que les condicions intestinals alterades van reduir significativament la
lipdlisi, perd no la protedlisi. Pel que fa a la matriu alimentaria, en comparacié
amb les llavors, moldre-les com a farina sencera o parcialment desengreixada va
fer augmenter la hidrolisi, tant de lipids com de proteines, associat al tamany de
particula reduit de les mostres. La germinacié va afavorir la degradacién
proteolitica gastrica perd no pas la lipolitica. La bioaccessibilitat del calci es va
veure afectada negativament en totes les mostres després de la digestio
intestinal, especialment en els germinats. El procés de digestié va afavorir la
bioaccessibilitat dels polifenols, perd va reduir I'activitat antioxidant en condicions
alterades. En conclusion, el procés de molta de les llavors de xia milloren
I'absorcié de macro i micronutrients, mentre que el consum de germinats seria
aconsellable per millorar la digestibilitat de les proteines, junt a una disminucié de
la lipolisi.

Paraules clau: llavors de chia, germinacié, molenda, lipdlisi, protedlisi, activitat
antioxidant, farina de chia

ABSTRACT

Chia seeds are presented as a potential novel and functional ingredient due to
their excellent nutritional and bioactive properties, including polyunsaturated fats,
proteins, fiber, calcium and bioactive compounds such as, polyphenols and their
antioxidant capacity. However, its matrix structure can limit the digestibility of
nutrients, and therefore the benefits derived from its intake. Therefore, in the
present study the digestibility of different chia products (seeds, whole seed flour,
partially defatted flour (commercial) and sprouts) was analyzed in terms of
proteolysis, lipolysis, calcium release, polyphenols and antioxidant activity of
bioaccessible fraction. In vitro digestion studies were performed in standard
healthy adult intestinal conditions (duodenal pH 7, 10 mM bile concentration) and
suboptimal (6 duodenal pH, 1 mM bile concentration) to also analyze the impact
of these on the same parameters. The results showed that altered intestinal
conditions significantly reduced lipolysis, but not proteolysis. With respect to the



food matrix, compared to chia seeds, milling in whole grain and partially defatted
flour increased the hydrolysis of both lipids and proteins, which is associated with
the reduced particle size. Seed germination favored gastric proteolytic
degradation but not lipolytic degradation. The bioaccessibility of calcium was
negatively affected after intestinal digestion in all samples, especially in
germinated seeds. The digestion process led to greater bioaccessibility of
polyphenols in all the structures studied, but reduced antioxidant activity, under
altered conditions. In conclusion, chia seeds milling process improves the
potential absorption of macro and micronutrients, while the consumption of
sprouts would be advisable to improve the digestibility of proteins along with a
decrease in lipolysis.

Key words: chia seeds, sprouting, milling, lipolysis, proteolysis, antioxidant
activity, chia flour

1. INTRODUCCION

La semilla de chia (Salvia hispanica L.) posee una cantidad significativa de
lipidos (alrededor del 40% de peso total de la semilla), casi 60% como acido
linolénico (omega 3), por lo que se considera un ingrediente novedoso y funcional
(Zettel et al., 2018). Ademas, también contiene fibra dietética (mas del 30% del
peso total), proteinas de alto valor biolégico (alrededor del 19% del peso total),
antioxidantes naturales como el glucésido fendlico-Q y K, acido clorogénico,
acido caféico, quercetina y kaempferol, calcio y vitaminas B. Por lo tanto, la chia
ha ganado un interés creciente entre los ingredientes alimentarios funcionales
"novedosos" y "saludables" debido a sus propiedades nutricionales unicas (Ullah
et al., 2016). En este sentido, la Decisidon de la Comision Europea de enero de
2013 (CE, 2013) amplio el uso de la chia como ingrediente alimentario novedoso
en productos horneados, cereales para el desayuno y mezclas de frutas, frutos
secos y semillas. Es importante sefialar, sin embargo, que las semillas de chia
se han utilizado tradicionalmente en América del Sur como semillas enteras,
harina de semillas, mucilago de semillas y aceite de semilla. Como resultado de
esta decision de la CE, publicaciones mas recientes investigan la incorporacion
de chia en diferentes productos alimenticios como panes, pasta o reestructuradas
similares a jamones (Hall et al., 2006) para mejorar sus propiedades saludables.
Sin embargo, la investigacion de procesamiento ha hecho hincapié en que el
procesamiento de alimentos, antes del consumo, puede tener un efecto notable
en la biodisponibilidad de nutrientes. Estos tratamientos pueden implicar el
procesamiento térmico (incluyendo tostado, secado, fritura, horneado o
ebullicién), molienda o golpes caseros, remojo, malteado y fermentacion
microbiana. Del mismo modo, las semillas de chia pueden ser sometidas a
diferentes procesamientos antes del consumo directo o para ser incorporadas en
formulaciones de alimentos. La molienda resulta en una disminucion del tamafio
de particula de las estructuras nativas de alimentos sélidos y promueve una mejor



digestion, ya que facilita la permeabilidad de los alimentos por fluidos de
digestion, y por lo tanto la difusidon de enzimas digestivas. En cuanto al remojo o
germinacién, reducen la cantidad de antinutrientes tales como el fitato,
aumentando asi la biodisponibilidad de zinc, hierro y calcio, la solubilidad de
polifenoles y la digestion de carbohidratos (Martinez-Villaluenga et al., 2010;
Munoz et al., 2012; Pajak et al., 2019).

La insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) se define como una destruccion
del parénquima pancreatico, con pérdida de células acinares y/u obstruccién de
los conductos pancreaticos tan importantes, que la produccion de enzimas
digestivas y secrecion ductal de bicarbonato no puede mantener unos niveles
optimos para digerir adecuadamente los alimentos de la dieta (Afghani et al.,
2014; Lindkvist, 2012). Dentro de las causas de IPE, la pancreatitis cronica es la
principal causa seguida en frecuencia por la fibrosis quistica y la cirugia
pancreatica (Dominguez-Mufoz at al., 2007). La importancia de la IPE radica en
las consecuencias del retraso en el diagndstico y la no instauracion de
tratamiento enzimatico sustitutivo en caso de confirmacion de la enfermedad. De
esta manera, la maldigestiéon conlleva un estado de malnutricion que empeora el
estado de salud y calidad de vida de los pacientes con IPE (De la Iglesia-Garcia,
2017). Sus principales sintomas se manifiestan con dolor abdominal, la
esteatorrea, la desnutricion y la pérdida de peso. La deficiencia de
micronutrientes y de vitaminas liposolubles se asocia con morbilidad grave. Se
estima que los indices de mortalidad en los enfermos con IPE son 4 a 5 veces
mas altos, respecto de la poblacién general, similar en edad y sexo. La principal
consecuencia de la IPE es la maldigestion de los lipidos por ser mayoritariamente
digeridos en esta seccidén del intestino (duodeno), debido a la accién de las
lipasas. Los pacientes suelen presentar ademas un déficit de vitaminas
liposolubles (A, D, E y K) y acidos grasos esenciales (Sikkens et al., 2010; Turcket
et al., 2016). De ahi que las recomendaciones dietéticas dirigidas a estos
pacientes, incluyan una ingesta superior en grasas, y principalmente mono y
polinsaturadas, que las dietas estandares para individuos sanos. En este sentido,
el consumo de semillas de chia y sus derivados permitirian aumentar la ingesta
de grasa por parte de estos pacientes.

Para evidenciar, el impacto de las propiedades inherentes al alimento
(estructural matricial, interacciones entre ingredientes,..) y/o propias al individuos
(condiciones intestinales alteradas, por ejemplo), los modelos de digestion in vitro
se presentan como una metodologia validada y aceptada por la comunidad
cientifica del area de la ciencia y tecnologia de alimentos. Asi, los modelos de
digestion in vitro presentan una buena reproducibilidad intra e interlaboratorio,
robustez, simplicidad, facil muestreo, coste relativamente bajo y exencion de
restricciones éticas. Este ultimo aspecto los hace bastante adecuados, en
comparacion con los modelos in vivo, para estudios mecanicistas, construccion
de hipotesis y cribado. La definicion clara de condiciones y procedimientos



experimentales estandarizados es una de las principales ventajas del método
INFOGEST (Brodkorb et al., 2019).

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue la caracterizacion de la
digestibilidad de lipidos y proteinas, junto con la evaluacion de compuestos
fendlicos y bioaccesibilidad de calcio en diferentes productos de semillas de chia
mediante una metodologia de digestion in vitro. En segundo lugar, también se
evalud la evaluacioén del efecto de las condiciones intestinales alteradas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos

Para la preparacién de los stocks y fluidos digestivos simulados se utilizaron
los siguientes reactivos: CaClz, KCI, KH2PO4, NaCl, NaHCO3, (NH4)2CO3 y MgClz
(H20)6, obtenidos de Sigma-Aldrich. Para llevar a cabo la digestidon
gastrointestinal in vitro requirieron de pepsina porcina (P6887, Sigma-Aldrich),
bilis bovina (B3883, Sigma-Aldrich) y pancreatina porcina comercial (Kreon®
Abbott) disponible en capsulas. Cada capsula contiene 150 mg de pancreatina
porcina en forma de microesferas gastrorresistentes equivalentes a: 10000
unidades lipasa (UL), 8000 unidades amilasa (UA) y 600 unidades proteasa (UP).
Ademas se usaron NaOH y HCI 1 N para los ajustes de pH.

En cuanto a las determinaciones analiticas se emplearon los siguientes
reactivos: Triton X-100, éter de petroleo, acido tricloroacético (TCA), acido
palmitico, kits enzimaticos para el analisis de AG libres (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA) ,albumina sérica bovina (BSA) adquiridos de Sigma-
Aldrich, urea cristalina para analisis (AppliChem Panreac), etanol al 96 %
(Labkem), metanol (Sigma-Aldrich), reactivo Folin Ciocalteu (Sigma-Aldrich),
Na2CO3 (Sigma-Aldrich), acido galico (Sigma-Aldrich), reactivo DPPH(Sigma-
Aldrich), Trolox equivalente(Sigma-Aldrich), acido nitrico(Sigma-Aldrich) y agua
MiliQ.

2.2. Productos de chia

Se utilizaron 4 matrices de semilla de chia: semilla de chia, germinados de
chia, harina de semillas enteras y harina de semilla de chia parcialmente
desgrasada (comercial). Las semillas de chia y harina de chia desgrasada se
adquirieron en comercios locales de Valencia, Espanfia.

La justificacion de esta seleccion es la siguiente: a) el interés de evaluar el efecto
de germinacion en la composicidn y digestibilidad de nutrientes; b) analizar la
influencia del tamafo de particula comparando el comportamiento frente a la
digestion in vitro entre semillas enteras y harina y c) evaluar el impacto de la



harina de chia parcialmente desgrasada en la digestibilidad y bioaccesibilidad de
los nutrientes.

2.2.1 PROCESO DE MOLIENDA PARA HARINA DE CHIA

Para la preparacién de harina de chia, se trituraron 20 g de semilla en un
molinillo eléctrico (Taurus Aromatic SP-7407 50Hz, disco de molienda de & 80
mm, a 1480 rpm) aplicando 200 pulsaciones, hasta que el tamafio de particula
oscilé entre 125 y 500 pm. Posteriormente, se pasaron por varios tamices
metalicos para determinar los diferentes tamafos obtenidos segun masticacion
previamente simulada.

La harina de chia parcialmente desgrasada se compré como tal; es conocido
el que este producto se obtiene como un subproducto en la produccién industrial
de aceite de chia. Después del prensado mecanico de las semillas de chia y la
extraccion del aceite extraido, las partes restantes se enjuagan con agua y se
secan, este producto resultante conforma la harina comercial de chia
parcialmente desgrasada (Ixtaina et al., 2011).

2.2.2. GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE CHIA

Para la obtencion de germinados de chia se empled el germinador eléctrico
Easygreen EGL55, el cual incluye un nebulizador temporizado (generador de
niebla) que permite rociar y oxigenar en periodos de tiempos ajustable a las
condiciones deseadas para la germinacion de las semillas. El proceso de
germinacion se llevé a cabo de acuerdo con el método publicado por Pajak et al.
(2019) con algunas modificaciones. Las semillas de chia se extendieron en
bandejas estériles y se rociaron con agua desionizada a través del sistema de
niebla del equipo germinador unicamente dos veces al dia.

El proceso de germinacion de las semillas se llevé a cabo a una temperatura
de 22 £+ 2 °C 12/12 h dia / noche. Las semillas germinadas se cosecharon
después de 10 dias de crecimiento y se sometieron al proceso de digestién in
vitro previamente desestructurando los germinados simulando una masticacion
con la ayuda de un picador (con cuchillas) realizando 3 pulsaciones cada una de
un 1 segundo.

2.3. Modelo estatico de Digestion in vitro

Se procedio a la digestion in vitro de las diferentes matrices siguiendo el
protocolo consensuado a nivel europeo por la ACTIONCOST INFOGEST,
aceptado internacionalmente, de simulacion del proceso gastrointestinal, en tres
etapas: oral, gastrica e intestinal (Minekus et al., 2014).

La composicidon y concentracion de los fluidos preparados para la simulacion de
cada una de las etapas del proceso de digestion se indican en las TABLAS 1y
2.



TABLA 1. Composicion de los fluidos simulados de digestion. El volumen esta
calculado para un 1L de cada stock

Constituyente

(mL) SSS SGS SIS
KCL 30.2 13.8 13.6
KH2PO4 7.4 1.8 1.6
NaCl 6.8 23.6 18.3
MgCl2(H20)e 1 0.8 2.2
(NH4)2COs 0.12 1 -
NaHCO3 - 25 95
H20 954.48 934 869.3

SSS: Stock Salivar Simulado, SGS: Stock Gastrico Simulado, SIS: Stock Intestinal Simulado

TABLA 2. Composicidn de los fluidos simulados

Constituyente FGS FIS
SGS (mL) 375 -
SIS (mL) - 452.08
CaCl2 (mL) 0.25 0.83
Pepsina (mg) 41.86 -
Bilis (mg) - 439.83
Volumen final
(mL) 500 500

FGS: Fluido Gastrico Simulado, FIS: Fluido Intestinal Simulado;
Concentracion biliar: 1 6 10 mM

Ademas, se vari6 el pH (6 6 7) y la concentracion biliar (1 6 10 mM) y la
concentracion de pancreatina (Kreon®) segun la cantidad de grasa de cada
matriz para mantener una relacién fija enzima:sustrato de 2000 UL/g grasa. Asi,
las condiciones de pH intestinal de 7 y concentracién biliar de 10 mM,
correspondieron a las condiciones fisioldgicas de un adulto sano (Minekus et al.,
2014); mientras que la combinacién de pH intestinal 6 y concentracion biliar 1
mM, se consideran las mas desfavorables en individuos con IPE.

A continuacion, se detallan los pasos a seguir para llevar a cabo la simulacion
gastrointestinal:

En la etapa oral, el alimento (5g) se homogeneizé con 5 mL de la disolucion
stock simulado (SSS) y con a-amilasa de saliva humana (75 U/ mL) (pH 7) en
tubos falcon de 50 mL. Se mezclé y se incubd durante 2 minutos a 37 °C sin



agitacion en una camara incubadora termostatada Selecta (JP Selecta SA,
Barcelona).

En la etapa gastrica, se anadieron 10 mL del fluido gastrico simulado (FGS)
y la cantidad de Kreon® correspondiente segun el ensayo. Al FGS se le afadio
pepsina para alcanzar una concentracion en la mezcla gastrica de 2000 U / mL.
Seguidamente, se ajustd el pH a 3 con la ayuda de un pH-metro (Seven
Compact™ S210, Mettler Toledo) mediante la adicion de HCL (1 N). A
continuacion, se introdujeron los tubos en una camara termostatada (SELECTA
modelo Boxcult 3000957) a 37 °C en agitacion circular (arriba-abajo) constante a
55 rpm durante 120 minutos.

En la etapa intestinal, se afiadieron 20 mL de fluido intestinal simulado (FIS)
de pancreatina Kredén de 2000 UL/ g grasa, concentracién biliar de 1 6 10 mM
segun el disefio experimental; en base al cual también se ajusté elpHa 6 6 7 con
NaOH (1 N) y la ayuda del pH-metro. Posteriormente, se volvieron a introducir los
tubos en la camara termostatada a 37 °C en agitacion circular constante a 55 rpm
durante 120 minutos, controlando el pH cada 30 minutos y reajustandolo en caso
de que fuese necesario con la finalidad de mantenerla constante.

Una vez finalizado el tiempo de digestion, las muestras se incubaron en agua
con hielo durante 10 minutos y, a continuacion, se ajust6 el pH a 9 con NaOH
(1N) para la inactivacion enzimatica. Al final de la etapa intestinal, se separaron
las fracciones digeridas (fraccidn bioaccesible) y no digeridas por centrifugacion
(4000 g-fuerza durante 15 min) y las alicuotas del sobrenadante (fraccidon
bioaccesible) se reservd para las determinaciones analiticas. Todas ellas se
realizaron por triplicado.

2.4. Determinaciones analiticas

2.4.1. CARACTERIZACION COMPOSICIONAL DE LAS MATRICES DE CHIA:
HUMEDAD, LiPIDOS, PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

Se determind el contenido en humedad, grasa, proteina y carbohidratos de las
diferentes matrices de chia previamente a la digestion de acuerdo a los métodos
oficiales de la AOAC (2000). El contenido en humedad se determiné teniendo en
cuenta la variacion de masa experimentada por la muestra antes y después del
proceso de secado en estufa. Para llevarlo a cabo, se deposité aproximadamente
1 g de muestra en un recipiente adecuado, se disgregd con ayuda de una varilla
de vidrio y arena de mar, y se introdujo en estufa de vacio a 60 °C hasta alcanzar
peso constante AOAC (2000). Para la determinacion del contenido en grasa se
sometié a las muestras previamente liofilizadas (2 g, -45 °C, 1-10-2 bar, modelo
Telstar Lyoalfa-6 a una extraccion con éter de petréleo mediante un equipo
Soxhlet AOAC (2000). La cantidad de proteina total se determiné a partir del
contenido de nitrégeno por el método Kjeldahl (Lamothe et al., 2012) aprobado



por la AOAC (2000). Finalmente, los carbohidratos se calcularon considerando
los sélidos totales y restando los contenidos de lipidos y proteinas. Asimismo, las
matrices se caracterizaron en cuanto al contenido en calcio, polifenoles totales y
se determiné su capacidad antioxidante de acuerdo a los métodos analiticos
abajo indicados.

2.4.2. ANALISIS DE LA SOLUBILIDAD PROTEICA: EXTENSION DE LA
PROTEOLISIS

La determinacion de la solubilidad proteica se llevd a cabo midiendo la fraccion
proteica soluble en &acido tricloroacético (TCA), compuesta por péptidos
pequefios y residuos de aminoacidos, siguiendo el método establecido por
Lamothe et al. (2014). Para ello, se afadid 0,3 mL de TCA a las muestras
digeridas (fraccidn liquida: 1,2 mL). Se agité la mezcla en el vortex y se dejo 10
min en reposo. A continuacion, se centrifugé a 8000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se diluyé mediante un tampén (50 mM EDTA, 8 M urea, pH 10). La
proteina soluble se determiné mediante espectrofotometria, midiéndose la
absorbancia a 280 nm frente a un blanco preparado con tampén y los fluidos
digestivos apropiados. Para realizar los calculos se emple6 una curva de
calibrado elaborada a partir de una disolucién patron de albumina sérica bovina
(BSA). La extension de la protedlisis (%) se expresé como g eq. de BSA solubles
en TCA/ 100 g de proteina inicial en la muestra no digerida.

24.3. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL): EXTENSION DE LA
LIPOLISIS

Para la determinacion de los AGL se diluyeron 100 pyL de fase micelar de las
muestras digeridas en una disoluciéon acuosa (5.72 % Triton X-100 y 4.8 %
etanol), necesaria para solubilizar los AGL y asegurar la inhibicion de la actividad
lipasa (Lamothe et al.,, 2012). Posteriormente, se empleé un kit enzimatico
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.) y se midieron los AGL midiendo la
absorbancia de las diluciones a 546 nm mediante espectrofotometria. Los valores
de absorbancia obtenidos se compararon con los valores obtenidos en una curva
de calibrado realizada con un patrén de acido palmitico. Los resultados se
expresaron como extension de la lipdlisis (%) (g AGL/100 g grasa), considerando
el peso molecular del acido graso mayoritario en chia y que por cada molécula
de triglicéridos se liberan dos moles de acidos grasos.

2.4.4. ANALISIS DEL CONTENIDO EN CALCIO

Se usaron las cuatro matrices de chia (semilla de chia, harinas de semilla
entera, harina parcialmente desgrasada y germinados) y sus respectivos
digeridos. El mineral calcio se determiné mediante espectrometria de absorcion
atomica de llama (Thermo Scientific, serie iCE 3000), previa calcinacién de la
muestra. Para ello, se pesaron 3 g en crisoles de porcelana y se llevaron a mufla



a 450 °C durante 4 horas. En el caso de los digeridos, se dispusieron 4 mL en
cada crisol y seguidamente también fueron llevadas a mufla. Posteriormente, en
ambos casos, son llevadas a la estufa por 12 horas a 60 °C. Finalmente, se
adicionaron 1.5 mL &cido nitrico puro (65%) y 4 mL de agua mliliQ a cada muestra
y la disolucidn resultante se almaceno en botellitas de vidrio a 4° C hasta su
analisis. Luego se incorporaron 2.5 mL de lantano (1%) para evitar interferencias
de lectura en el equipo. Finalmente, se afiadié agua destilada para alcanzar un
volumen de solucién total de 25 mL. La absorbancia se midié a 422.7 nm
ajustando a cero con una muestra en blanco (disolucién La3 + 0.1%).

2.4.5. ANALISIS DEL CONTENIDO TOTAL DE POLIFENOLES

Los polifenoles totales fueron determinados empleando la modificacién del
protocolo de ensayo de Folin—Ciocalteu (Paz-Yépez et al., 2019b; Singleton,
Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1998). La extraccion de polifenoles se llevéd acabo
en los liofilizados de las muestras digeridas (50 mg) usando metanol (70:30
metanol-agua (v:v) para el caso de chia) por agitacién a 55 rpm, durante 120
minutos a 25 °C utilizando un Intell-Mixer RM-2 (Elmi Ltd, Riga, LV-1006,
Letonia). La mezcla fue posteriormente centrifugada a 14.1 x g-fuerza por 20
minutos (Eppendorf® Minispin®). Tras la centrifugacion, el extracto metandlico
(125 pL) se anadié a una cubeta plastica de 4mL, con aguamiliQ (0.5 mL) y el
reactivo de Folin-Ciocalteu (125 pL). Después de 5 minutos, se afadio 1.25 mL
de una disolucién de Na2COs (7% (p/v)) y agua miliQ (1 mL), y se midié su
absorbancia a 760 nm. La curva patron se realizo utilizando acido Galico (0-700
pMmol de acido galico/ L) como estandar. Los resultados fueron expresados como
mg de acido galico (AG) equivalentes por gramos de materia seca.

2.4.6. ANALISIS DEL CONTENIDO DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se utilizé el método de
DPPH por espectrofotometria, basado en la capacidad de los antioxidantes
presentes en la chia y sus derivados para bloquear el radical libre 2,2-difenil-1-
pricrilhidrazil generado (DPPH) (Antolovich et al., 2001). Se utiliz los liofilizados
de las muestras digeridas (50mg) usando metanol (1mL, 70:30 metanol-agua (v:
v)) por agitaciéon a 55 rpm, durante 120 minutos a 25 °C utilizando un Intell-Mixer
RM-2 (Elmi Ltd, Riga, LV-1006, Letonia). La mezcla fue posteriormente
centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos. Se midié la absorbancia a 515 nm de 3
mL del reactivo DPPH (absorbancia a tiempo cero, Ao). A continuacion, se
afiadieron 30 pl del extracto y se midi6 la absorbancia nuevamente a los 60
minutos, cuando la reaccidn se habia estabilizado (Aeo). Se calculo el porcentaje
de DPPH en funcién de la ecuacion 1:



DPPH (%) = ==2x100 (1)

Los resultados se expresaron como mg de Trolox equivalente /g de en base
seca.

2.4.7. MEDIDA DEL TAMANO DE PARTICULA

Después de la interrupcidn mecanica en la etapa oral, las muestras se
midieron para la distribucion del tamafio de particula usando un instrumento de
dispersion de luz laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Reino Unido). El instrumento mide la dependencia angular de la intensidad de la
difraccion de luz laser y asigna la distribucion del tamafio de particula que mejor
se ajusta a las mediciones y predicciones experimentales, segun la teoria de
dispersiéon de luz. ElI tamano medio de particula se informé como el diametro
medio ponderado de la superficie, d32 (Hur, Decker y McClements, 2009).

2.4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Las digestiones in vitro se realizaron por triplicado para cada tipo de matriz y
cada combinacion de pH vy [bilis] y por tanto también, las determinaciones
analiticas. Los resultados se expresaron como la media y la desviacién estandar.
El analisis de varianza (ANOVA) se llevd a cabo empleando el software
Statgraphics Centurion XVI con un nivel de confianza del 95 %, considerando las
diferencias estadisticamente significativas cuando p-valor < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Perfil nutricional de semillas y derivados de chia

Antes de la digestion in vitro, los cuatro productos de chia fueron
caracterizados por la composicion de nutrientes en términos de humedad, lipidos,
proteinas y calcio. Ademas, se determinaron los compuestos de polifenoles y la
actividad antioxidante total. En la TABLA 3, los resultados se expresan en base
seca, para evidenciar el impacto de los procesos aplicados a las semillas de chia
(molienda, desgrasado y germinacién) en su composicion.



TABLA 3. Caracterizacion de composicion nutricional de semillas de chia,
germinados de chia, harina de chia entera y harina parcialmente desgrasada

(comercial).
Semillas y Harina
harina de parcialmente Germinados
semilla entera desgrasada
Humedad (g/g materia seca) 0.065 (0.008) @ 0.068 (0.009)@  9.87 (0.010)®

Lipidos (g/ g materia seca)

Proteinas (g/g materia seca)

0.325(0.011) ©
0.201 (0.007) @

0.197 (0.007) ®
0.291 (0.011) ©

0.097 (0.003) @
0.229 (0.009) ®

Carbohidratos (g/g materia 0.472 (0.016) @ 0.501 (0.017)°>  0.644 (0.022) ©
seca)

Calcio (mg/ g materia seca) 6.46 (0.046) ° 3.45(0.032) @ 7.26 (0.18) ©
Polifenoles (mg eq. AG./g 1.78 (0.03) ® 1.24 (0.02) @ 2.87 (0.06) ©
materia seca)

Actividad Antioxidante 349 (0.11)° 2.58 (0.09) @ 5.69 (1.6) ©

(mg TX eq./g materia seca)

Los valores que comparten una misma letra en la misma fila no son significativamente
diferentes (p <0.05). GA eq., Equivalente de acido galico; TX, equivalente de trolox.

Las diferencias se encontraron principalmente en relacién a la humedad, que
paso de valores alrededor de 0.065 en semillas a 9.87 g/g de materia seca en los
germinados. También se produjo una reduccién en el contenido de lipidos en los
brotes de chia, junto con un aumento en el contenido de proteinas. Una
disminucién gradual en el contenido de lipidos es un fenémeno bien definido que
ocurre en la germinacion de semillas, promovido por la accion de las lipasas
endégenas (Kylen y McCready, 1975; Mostafa, Rahma y Rady, 1987). Ademas,
el aumento de proteinas después de la germinacion (en comparacion con las
semillas y la harina de grano entero) resulta de un equilibrio positivo entre la
degradacion de proteinas y la biosintesis de proteinas durante la germinacion
(Benincasa et al., 2019; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982). Respecto a los
carbohidratos, el ligero aumento del valor de la harina de chia parcialmente
desgrasada esta relacionado con la disminucion de la materia seca como
consecuencia de la extraccion de aceite, mientras que el aumento de los brotes
podria explicarse con la formacién de nuevas paredes celulares primarias
(Benincasa et al., 2019).

Los cambios en cuanto a contenido en fenoles se sutentan en numerosos
estudios que han mostrado como la germinacién produce una acumulacion
gradual de fenoles solubles en los germinados en comparacion con las semillas.



Este fenomeno se puede atribuir a la sintesis de novo de estos compuestos. Cabe
destacar que se produjo un incremento de casi el doble en la capacidad
antioxidante, lo que sugiere que la germinacion genera ademas otros nuevos
compuestos antioxidantes a parte de los fenoles, como por ejemplo un
incremento del contenido en vitaminas y la activacion de la clorofila, la cual tiene
elevada capacidad antioxidante (Guzman-Ortiz et al., 2017). Finalmente, la
germinacién también induce cambios en la concentracion de minerales, como se
observa en la concentracion de calcio en los germinados, probablemente como
consecuencia de un incremento de su extractabilidad (Benincasa et al., 2019).

Ademas, se determiné el tamafo de particula de las semillas y las harinas de
chia para definir las muestras en términos de caracteristicas estructurales. Como
se muestra en la FIGURA 1, las semillas de chia después de la etapa oral dieron
como resultado un diametro medio de particula de 811.6 um, que, como se
esperaba, fue superior al de las harinas, ambas con tamafos de particulas
similares (ds2 siendo 338 y 266 ym en la harina integral y en la harina
parcialmente desgrasada, respectivamente). Estos resultados pueden ser utiles
para comprender los resultados de digestibilidad y bioaccesibilidad de nutrientes
presentadeos en las siguientes secciones, ya que la liberacién de nutrientes de
la matriz depende en gran medida del grado de desestructuracion de la matriz
(Grundy, Lapsley & Ellis, 2016; Guo et al., 2015; Paz- Yepez et al., 2019 b).

16 —— Semillas de chia (4., = 8116 +58.7)

14

-------- Harina de chia entera (g, = 338.8 £28.3)

Harina parcialmente desgrasadad., = 265.1 £ 23.1)

12
10

Frecuencla de volumen (%)

N B2 00

1 10 100 1000 10000
Diametro de particula (em)

FIGURA 1. Distribuciones de tamafo de particula de las semillas y harinas de
chia luego del proceso mecanico y la masticacion simulada. Los valores ds2 que
comparten una misma letra no son significativamente diferentes (p <0.05).



3.2. Digestibilidad de macronutrientes de productos de chia: protedlisis y
lipdlisis

A parte de estudiar la digestibilidad de nutrientes en las cuatro matrices
definidas en este trabajo, se evaluaron las semillas de chia intactas (omitiendo la
simulacién de masticacion). Como se esperaba, tanto la digestibilidad de lipidos
como de proteinas en semillas de chia intactas fue nula. Este resultado sostiene
la inalterabilidad y la rigidez del pericarpio durante la digestion gastrica e intestinal
de las semillas (Inglett et al., 2014). Por lo tanto, se puede afirmar que la ingesta
de semillas enteras solo proporciona beneficios en términos de propiedades de
mucilago, que pueden hidratarse y gelificarse. Este fendmeno provoca un
aumento del volumen de las semillas, que eventualmente conduce a una mayor
viscosidad del contenido gastrico y de la saciedad, relacionada con la distension
de las paredes gastricas (Zhu, Hsu & Hollis, 2013; Guo et al., 2015; Logan, Wright
& Goff, 2015). Asi pues, este resultado apoya que la digestibilidad de lipidos y
proteinas en las semillas de chia requiere de procesamiento antes de su
consumo o incorporacion como ingrediente a otros alimentos.

Al evaluar la digestibilidad de proteinas y lipidos, el tamafio de particula de las
diferentes estructuras resulté tener un efecto significativo, de modo que los
tamanos de particula mas pequefios se asociaron con una mayor protedlisis y
lipdlisis (FIGURA 2). En consecuencia, tanto las harinas enteras como las
parcialmente desgrasadas lograron extensiones de lipdlisis significativamente
mas altas que las semillas de chia. Estas matrices estaban altamente
desestructuradas, por lo que se puede asumir que los componentes de las
semillas estaban disponibles como sustratos enzimaticos. Sin embargo, la harina
parcialmente desgrasada, a pesar de tener un tamafo de particula ligeramente
mas pequefio, obtuvo extensiones de digestibilidad mas bajas. Las posibles
razones de este hallazgo se relacionan con diferentes operaciones involucradas
en el proceso de desgrasado, que podrian haber afectado la estructura de la
proteina (Ju, Hettiarachchy & Rath, 2001), y en general, con la menor proporcién
de lipidos / proteinas.
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FIGURA 2. Relacién entre el tamafo de particula de chia y sus derivadas (tras la
simulacién de la masticacion) y la extension de la digestibilidad de lipidos y
proteinas.

Atendiendo a las distintas estructuras, en los germinados de chia no se
registro lipdlisis (0%) para ninguna de las condiciones (FIGURA 3A), como
resultado de un bajo contenido en grasa (0.97%) derivado del alto contenido en
agua que presenta. En estudios anteriores se constato que los alimentos con un
bajo contenido de grasa tienden a presentar resistencia a la lipdlisis. Calvo-Lerma
et. (2018), en un estudio realizado sobre lipdlisis en multiples alimentos, se
obserbd que el pan, por ejemplo, que tenia <5% de grasa, solo mostro
extensiones residuales de lipdlisis, mientras que otros productos de panaderia
con una composicién similar pero con un mayor contenido de grasa podrian
alcanzar resultados satisfactorios de digestion lipidica. Otra explicacion de la
lipdlisis nula registrada en los brotes de chia se relaciona con la posible presencia
de agentes supresores de la actividad lipasa, como los compuestos fendlicos que
demostraron tener este efecto inhibidor (Benarous et al., 2013), los cuales
podrian haberse desarrollado en el proceso de germinacién.

La harina de las semillas alcanzé las extensiones maximas de lipdlisis de
todas las matrices de estudio, concretamente el 100% en condiciones normales
y el 90% en las alteradas. Una posible explicacion para este hallazgo se relaciona
tanto con que la harina esta completamente desestructurada, favoreciendo asi la
accesibilidad de la grasa a las lipasas, como por el contenido relativamente alto
de grasa (0.325 vs. 0.197 g / g de materia seca en harina parcialmente
desgrasada). Estudios previos sugirieren que la alta concentracién de lipidos en
el medio de digestion es un factor potenciador de la lipdlisis (Desnuelle y Savary,
1963). Por otro lado, a pesar de que la harina parcialmente desgrasada presento
un menor tamafo de particula, lo cual podria haber favorecido la lipdlisis, al
parecer a partir de este resultado, la menor concentracion de lipidos en el medio
de digestion tuvo un efecto mayor sobre la digestibilidad lipidica (70% y 58% en



las condiciones normales y alteradas, respectivamente) Esta interpretacion se
respalda con el estuido de Cui et al. (2019) en el que se evidencié una relacién
directa entre contenido de lipidos y extensién de la lipdlisis. Finalmente, las
semillas de chia mostraron las extensiones de lipdlisis mas bajas (35% en
condiciones estandar y 7% en condiciones alteradas) probablemente debido a
que a diferencia de las harinas, algunas fracciones del producto mantuvieron la
estructura original del grano inalterada, impidiendo asi la liberacion de grasa al
medio digestivo.

Con respecto a la protedlisis, las condiciones intestinales alteradas se
releacionaron con menor extension de protedlisis, siendo significativamente mas
bajas que en las condiciones normales. Al igual que en la lipdlisis, el grado de
desestructuracion afecto significativamente la extension de la protedlisis. Los
mecanismos de desestructuracion, como la masticacion o la molienda en las
harinas de chia dieron como resultado mayores extensiones que la germinacion,
tanto en la etapa gastrica como en la intestinal (FIGURA 3B).

Considerando la protedlisis total, la etapa gastrica representd 10-35%. La
protedlisis a lo largo del tracto digestivo es un proceso bien definido. Se
caracteriza por ser el principal fendmeno enzimatico que ocurre en el estbmago,
donde la pepsina puede hidrolizar hasta el 30-40% de las proteinas de la dieta.
Posteriormente, en el intestino delgado, las proteasas pancreaticas pueden
continuar con el proceso, siendo especificas para moléculas proteicas completas
o productos de hidrélisis parcial, tales como péptidos (Alpers, 1994). En los brotes
de chia se alcanzo una proteolisis completa al final de la etapa gastrica (100%).
Este resultado es coherente teniendo en cuenta que durante la germinacién del
grano, las proteinas de almacenamiento se hidrolizan en péptidos y aminoacidos
por la accion de enzimas proteoliticas, lo que conduce a altos niveles de
bioaccesibilidad de este compuesto (Taylor, Novellie y Liebenberg, 1985;
Benincasa et al., 2019). Por otro lado, se registré un menor grado de protedlisis
gastrica en la harina de chia parcialmente desgrasada, probablemente debido a
una cierta desnaturalizacién de las proteinas durante el proceso de secado (>70
°C) que acontece como etapa en el desgrasado.

Considerando la protedlisis en total, las harinas de chia entera y parcialmente
desgrasada alcanzaron los mayores valores (alrededor de 70% y 100%) en
condiciones intestinales normales (pH 7 y concentracion de bilis 10 mM). Estas
condiciones permitieron una mayor disgregacion de la matriz y, en consecuencia,
incrementaron la accesibilidad de las proteinas a las proteasas intestinales. Asi,
se volvié a evidenciar que a mayor desestructuracién de la matriz, mayor grado
de digestbilidad.

Tanto la lipolisis como la protelisis, se vieron significativamente afectados por
las condiciones intestinales simuladas: las alteradas condujeron a una extension
significativamente menor que las condiciones estandar, excepto para los
germinados, donde éstas no tuvieron ningun efecto. Es sabido que la lipasa



pancreatica produce mas del 80% de la lipolisis a lo largo del tracto
gastrointestinal (Winkle, d’Arcy & Hunziker, 1990; Robinson et al., 1990). Sin
embargo, para que esto sea posible, la lipasa requiere un pH 6ptimo en el medio
de reaccion alrededor de 7 (Desnuelle y Savary, 1963). Ademas, se requiere la
presencia de sales biliares en una concentracion suficiente para eliminar los
productos de la lipdlisis de la superficie de las particulas de grasa, permitiendo
que continue la reaccion hidrolitica y para emulsionar las gotas de grasa y
aumentar asi la superficie de contacto con las enzimas (Verger y de Haas, 1976;
Sarkar, Horne & Singh, 2010; Sarkar, Ye & Singh, 2016).
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FIGURA 3. Digestibilidad de proteinas (A) y lipidos (B) en semillas de chia, harina
de chia entera, harina de chia parcialmente desgrasada y germinados de chia
durante la digestion intestinal normal (pH 7, concentracién de sales biliares 10
mM) y alterada (pH 6, bilis sales concentracién 1 mM). ND = no detectable. Las
letras mayusculas diferentes (A-D) significan diferencias significativas (p <0.05)
entre los productos de chia (semillas de chia, harina de chia entera, harina de
chia parcialmente desgrasada y germinados de chia). Diferentes letras
minusculas (a-b) significan diferencias significativas (p <0.05) entre las
condiciones intestinales (estandar y alternadas).

3.3. Bioaccesibilidad de calcio y polifenoles

Segun el analisis de composicion, las semillas de chia y sus derivados
representan una fuente potencial de calcio considerable. Sin embargo, a pesar
de la composicion determinada en las materias primas antes de la digestion, la
bioaccesibilidad de calcio después de la digestion intestinal, se registraron
valores inferiores en todas las estructuras, especialmente en los germinados de



chia (alrededor del 96 %). La baja bioaccesibilidad de calcio en la chia germinada
podria estar relacionada con la union de calcio a la fraccion de fibra no celuldsica,
tal como lo describieron James, Branch y Southgate et al. (1978). Ademas, los
resultados muestran que se obtuvo mas calcio disponible en el medio con las
condiciones intestinales alteradas. Este hecho podria explicarse por el hecho de
que el ion calcio se puede formar complejos con los acidos grasos liberados del
proceso de lipdlisis, quedando no disponible (Govers & Van der Meet, 1993). De
esta manera, se puede interpretar que en el contexto de las condiciones
alteradas, la menor concentracién de bilis conllevé a una menor lipdlisis, dejando
asi mayor proporcién de calcio disponible que en condiciones estandar.

En cuanto a los polifenoles, la digestiéon en condiciones intestinales normales
permitié una mayor capacidad de extraccion que las condiciones alteradas. Este
hallazgo se entiende teniendo en cuenta que los polifenoles en la matriz estan
unidos a macronutrientes (principalmente proteinas y carbohidratos), por lo que
su liberacion y bioaccesibilidad depende de la hidrolisis de los mismos (Akilloglu
y Karakaya, 2010). La mayor extraccién se detecté en las formas de harina de
chia entera y harina parcialmente desgrasada. Sin embargo, en las semillas de
chia no se obtuvieron cambios significativos y en los brotes de chia el aumento
fue moderado. Es probable que este resultado esté respaldado por el hecho de
que las matrices no estructuradas, en comparacion con estructuras completas o
parcialmente desintegradas, permiten una mayor liberacion de nutrientes al
medio de digestion (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertoline & Conte, 2010).
Centrandose en el efecto de germinacion, los brotes de chia dieron como
resultado mas polifenoles bioaccesibles que las semillas de chia. Este resultado
concuerda con la evidencia de que los nutrientes en los productos germinados
son mas bioaccesibles y biodisponibles que las semillas de las que provienen
(Pajak et al., 2019), pero el proceso de molienda parece ser el mas determinante
a este respecto.

Para finalizar, la actividad antioxidante disminu6 tras la digestién en todos los
casos, siendo mas notoria en condiciones alteradas que en la digestion normal
(TABLA 4). La reduccion en la capacidad antioxidante podria estar relacionada
con las moléculas bioactivas liberadas que interactuan entre si en un sentido
antagénico (Hidalgo, Sanchez-Moreno & Pascual-Teresa, 2010). Ademas en las
condiciones de digestidon alteradas, se produjo una menor degradacion de la
matriz, por lo tanto, se logré una menor liberacion de compuestos al medio de
digestion. Para la determinacion de la actividad antioxidante se considero la
fraccién de compuestos bioactivos presentes en la fase liquida del digerido, pero
no en la fase solida no digerida. Asi, en la fase solida no digerida podrian quedar
retenidos parte de los compuestos bioactivos no bioaccesibles. Por el contrario,
en el estudio de Pellegrini et al. (2018), se obtuvo un aumento de la capacidad
antioxidante de semillas de chia tras la etapa intestinal, ya que en el mismo se
consideraron ambas fases, solida y liquida.



TABLA 4. Concentracion de calcio, polifenoles y actividad antioxidante en la
fraccidon bioaccesible después de la digestion in vitro en condiciones intestinales
estandar y alteradas.

- . harina de Harina

Condiciones Semillas de . . .

- : . semilla  parcialmente Germinados

intestinales chia

entera desgrasada
Normales 3.82(0.03)Ca 4.22(0.03)%= 2,09 (0.07)Ba 0.15 (0.02) Aa

Calcio (mg/ g
materia seca) Alteradas 3.77 (0.04) Ca 4.28 (0.02)%= 2,07 (0.03)Ba 0.32 (0.04) A0
Polifenoles (mg Normales 1.81 (0.17) Ab 6.13(0.38)D> 2,67 (0.28) Bb 4.41 (0.51)¢®
GA eq./ g materia A o 5 c
seca) Alteradas 1.51 (0.15)42  3.91 (0.16) P2 2.13(0.13)Ba 3,55 (0.13) Ca
Capacidad Normales 1.17 (0.06) A° 48(0.38)C  3.97 (0.75) B 4.21(1.17)8°
antioxidante (mg
> e;l-/ g materia Alteradas 1.03(0.09)%2  3.31(0.33)C  2.53(0.39) B 2.23 (0.74) B2
seca

Las letras mayusculas diferentes (A-D) significan diferencias significativas (p <0.05)
entre los productos de chia (semillas de chia, harina de chia entera, harina de chia
parcialmente desgrasada y germinados de chia). Diferentes letras minusculas (a-b)
significan diferencias significativas (p <0.05) entre las condiciones intestinales (estandar
y alteradas). GA eq., Equivalente de acido galico; TX, equivalente de trolox.

4. CONCLUSIONES

Los efectos beneficiosos para la salud derivados del consumo directo de
semillas de chia estarian limitados debido a la baja digestibilidad de las semillas
por su estructura matricial, siendo el principal beneficio asociado su ingesta el
aporte de fibra. De acuerdo a los resultados del presente estudio, los diferentes
procesados y condiciones de digestabilidad afectan a la digestibilidad de
nutrientes y la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos. La harina de chia
entera presenta una digestibilidad mayor tanto de proteinas como de lipidos, asi
como de bioaccesibilidad de calcio, polifenoles y actividad antioxidante, tanto en
condiciones intestinales normales como alteradas propias de individuos con
insuficiencia pancreatica. Finalmente, la germinacion facilita la hidrolisis completa
de las proteinas y se conduce a un aumento significativo del contenido en
polifenoles y de calcio en los brotes de chia, aunque se debe tener presente que
la concentracion de sus nutrientes es menor que en el resto de estructuras debido
al aumento de la humedad. Por ello, los resultados de la digestion in vitro
respaldan la aplicacion de la molienda a las semillas de chia para obtener el
maximo beneficio de los componentes nutricionales y funcionales.

En conclusion, los resultados de esta investigacion han permitido conocer el
efecto de la molienda y la germinacién de las semillas de chia y sus derivados en
relacion a la digestibilidad y bioaccesibilidad de sus componentes nutricionales.
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