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RESUMEN

La dieta es un factor determinante desde la fase prenatal siendo necesaria una buena fuente
de &cidos grasos, para asegurar el buen desarrollo de la madre y su descendencia, como la
que proporciona la espirulina (Arthrospira platensis). El objetivo del presente estudio fue
evaluar el perfil de &cidos grasos en el higado de ratas Holtzman suplementadas con
espirulina y su efecto sobre la actividad enzimatica, el peso del higado y la grasa visceral,
el consumo de alimento y la evolucion de peso de las ratas y sus crias. Treinta ratas se
distribuyeron al azar en 3 tratamientos: O por ciento (control), 5 por ciento y 10 por ciento
de espirulina en la dieta. Las ratas fueron alimentadas por 5 semanas correspondientes al
periodo de 3 semanas de gestacion y 2 semanas de lactancia. Al final de la fase
experimental, las ratas fueron sacrificadas y se llevaron a cabo los anélisis. Los datos se
analizaron bajo un disefio completamente al azar, la data con distribucién normal se
analizé mediante un ANOVA y se compararon medias (p<0.05) por la prueba de Tukey; y
la data sin distribucién normal, con la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis. Los
resultados revelaron que la ingesta de espirulina aumenta (p<0.05) la concentracion de los
acidos linoleico y araquidénico y el contenido total de &cidos -6, saturados y
pollinsaturados en el higado. La espirulina no influy6 en la actividad enzimética de las
enzimas A-6-elongasa-desaturasa y Oleyl-Coa en el higado. La suplementacién con 5 por
ciento de espirulina disminuyo (p<0.05) el peso del higado pero no influyo en el peso de la
grasa visceral. El consumo de alimento con espirulina al 10 por ciento aumenté (p<0.05)
en la segunda semana de gestacion y de lactancia sin influir en la ganancia de peso. Y
finalmente el peso al nacer de las crias fue mayor (p<0.05) con la suplementacion de 10

por ciento de espirulina en la dieta de las madres.

Palabras clave: espirulina, cidos grasos, gestacion, higado.



ABSTRACT

Diet is a determining factor since the prenatal phase, being necessary a good source of fatty
acids to ensure a good development of the mother and her offspring such as spirulina
(Arthrospira platensis). The aim of the present study was to evaluate the fatty acid profile
in the liver of Holtzman rats supplemented with spirulina and its effect in the enzymatic
activity, the weight of the liver and visceral fat, the food intake and the evolution of body
weight of rats and their offspring. Thirty rats were randomized into 3 treatments: 0 percent
(control), 5 percent, and 10 percent of spirulina in the diet. The rats were fed for 5 weeks
corresponding to 3 weeks of pregnancy and 2 weeks of lactation. At the end of the
experimental phase, the rats were sacrificed and the analyses were performed. The data
were analyzed under a completely randomized design, data with normal distribution were
analyzed using an ANOVA and the comparison between means was made (p<0.05) by the
Tukey test; not normal data, by the non-parametric Kruskall-Wallis test. The results
revealed that spirulina intake increases (p<0.05) the concentration of linoleic and
arachidonic acids and the total content of w-6, saturated and polyunsaturated acids in the
liver. Spirulina did not affect the enzymatic activity of the enzymes A-6-elongase-
desaturase and Oleyl-Coa in the liver. Supplementation with 5 percent spirulina decreased
(p<0.05) the weight of the liver but did not influence in the weight of visceral fat. Food
consumption with 10 percent of spirulina increased (p<0.05) in the second week of
pregnancy and lactation without influencing in the weight gain. And finally the birth
weight of the offspring was greater (p<0.05) with the supplementation of 10 percent of

spirulina in the diet of the mothers.

Keywords: spirulina, fatty acids, pregnancy, liver.



. INTRODUCCION

La dieta es un factor determinante desde la fase preconcepcional, prenatal y los primeros
afios de vida. Un desarrollo excesivo o deficiente del feto puede repercutir en las
caracteristicas futuras del individuo, causando obesidad, enfermedades cardiovasculares y
otras enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT). La etapa de gestacion es critica ya
que en ella se produce la mayor movilizacion de grasa como en el transporte de lipidos
hacia la glandula mamaria para la produccion de leche. Por ello la ingesta de ciertos
nutrientes es crucial, especialmente los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), los cuales

juegan un papel fundamental en el desarrollo y bienestar de la madre y su descendencia.

La malnutricion en mujeres gestantes se presenta a nivel mundial y es ocasionada por la
inadecuada ingesta de macro y micronutrientes. Esto produce complicaciones perinatales,
mayor riesgo de mortalidad del feto y/o de la madre, bajo peso al nacer y retardo en el
crecimiento y desarrollo mental del feto. En el Perd, la situacién no es diferente, coexisten
la malnutricion por exceso y por déficit de nutrientes en las gestantes; y las medidas
implementadas, como la promocion de la salud y habitos saludables o la introduccion de

alimentos nutritivos a la dieta, no generan ain un cambio sustancial de esta situacion.

Existen diversos estudios que demuestran que la espirulina (Arthrospira platensis) es un
alimento que por sus componentes bioactivos ha sido utilizado para combatir la
malnutricion y el estrés que desencadenan los problemas antes mencionados (EI-Rahman
2018; Ouedraogo et al. 2018; Siva Kiran et al. 2015). La espirulina es una fuente vegetal
de distintos &cidos grasos como el acido y-linolénico (GLA). Este produce un efecto
positivo en el proceso reproductivo de ratas, disminuyendo abortos y aumentando el
tamario de la camada y el peso al nacer de la crias (Castro-Garcia et al. 2018); participa en
los procesos de beta oxidacion, en la reduccion de peso corporal, en procesos
antiinflamatorios y neuroprotectores. No obstante, no hay evidencia del efecto del

consumo de sus &cidos grasos en gestantes.



En base a los antecedentes sefialados, se plante6 como objetivo evaluar el efecto del
consumo de la espirulina sobre el perfil de acidos grasos en higado de ratas Holtzman; y su
resultado sobre la actividad enzimatica, el peso del higado y la grasa visceral, el consumo
de alimento y la evolucion del peso de las ratas y su crias desde el periodo de gestacion
hasta la lactancia. De esta manera se busca tener evidencias de los efectos de la ingesta de
sus &cidos grasos, a fin de promover el aumento de su consumo e incentivar el desarrollo
de nuevas investigaciones en otras etapas de la vida o condiciones que pueda presentar un

individuo.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Acidos grasos

2.1.1. Definicion

Los lipidos son pequefias moléculas hidréfobas o anfifilicas. Estas pueden originarse por
completo o en parte a través de condensaciones de tioésteres o unidades de isopreno.
Incluyen a los acidos grasos (AG), monoacilgliceridos, diacilgliceridos, triacilgliceridos,
fosfolipidos, eicosanoides, resolvinas, docosanoides, esteroles, ésteres de esterol,
carotenoides, vitaminas A y E, hidrocarburos y ésteres de cera (FAO 2010).

Los AG son cadenas hidrocarbonadas de longitud variable con un grupo carboxilo en el
extremo. Estos pueden presentar instauraciones y son constituyentes tanto de los
triacilglicéridos como de los lipidos complejos. Pueden hallarse de forma libre o esterificar
otras moléculas (Hoyos y Rosales 2014) y son necesarios en la nutricibn humana como

fuente de energia, actividades metabodlicas y estructurales (FAO 2010).

2.1.2. Clasificacion

Los AG se han dividido en tres amplias clases, de acuerdo a su grado de insaturacion:
acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI) (FAO
2010).

Los AGS no contienen dobles enlaces en la cadena de carbono y generalmente estan
numerados con la formula general CH3(CH2),COOH (Mwau 2018). Se clasifican en cuatro
subclases, de acuerdo a la longitud de su cadena de carbonos: corta (3C a 7C), media (8C a
13C), larga (14C a 20C) y muy larga (21C a maéas) (FAO 2010). Los &cidos



acidos ladrico, miristico, palmitico, estearico son algunos compuestos representativos
(Mwau, 2018).

Los acidos grasos insaturados tienen cadena alquénica (con uno o mas enlaces dobles) o
una cadena acetilénica (con uno o mas enlaces triples). Aquellos con cadenas alquenicas se
clasifican en monoinsaturados (AGMI) o poliinsaturados (AGPI). Los de cadena lineal
(isbmeros cis) con un nudmero par de carbonos son un constituyente comdn de muchos
lipidos y aceites basicos; en cambio, los isbmeros trans son componentes raros en los
aceites y grasas naturales. El acido oleico (C18:1) es el compuesto insaturado mas comun
(Mwau, 2018). Los AGPI estan presentes en una variedad de estructuras, tienen de dos a
nueve enlaces dobles distribuidos en varias posiciones a lo largo de la cadena de carbonos.
Se clasifican bajo el mismo criterio de los AGS pero varian con respecto a la longitud de la
cadena de carbonos: corta (<19C), larga (20C a 24C) y muy larga (>25C) (FAO 2010).

También pueden clasificarse segun la posicion de su doble enlace: »-3, cuando el primer
doble enlace se encuentra en posicion 3 desde el primer metilo terminal (extremo no
acido); w-6, el doble enlace esta en la posicion 6; y -9, en posicién 9 a partir del metilo
terminal (Ventoso 2017). Algunos de estos acidos grasos se clasifican como acidos grasos
esenciales (AGE) porgue no pueden ser sintetizados de novo por el cuerpo humano y son
necesarios para diversas funciones vitales (Castro-Gonzalez 2002) como el &cido linoleico
(AL)-®-6, a-linolenico-m-3 (ALA), araquidénico (C20:4-w-6, AA) (Soriano del Castillo
2006), &cido docosahexaenoico (C22:6-m-3, DHA), &cido eicosapentaenoico (C20:5-w-3,
EPA) y acido docosapentaenoico (DPA) (Nguyen et al. 2019).

2.1.3. Metabolismo
Los AGS y los principales AGMI pueden biosintetizarse a partir de hidratos de carbono y
proteinas. Los AGPI pueden ser sustratos de enzimas desaturasas y las elongasas para

formar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) y otros compuestos (FAO
1997).

Los AG se transportan en el torrente sanguineo como componentes de lipidos mas



complejos (como triacilgliceroles, fosfolipidos o ésteres de colesterol) y de las
lipoproteinas. También pueden existir &cidos grasos no esterificados (AGNE) que circulan
libres en la sangre. Los diferentes grupos contienen distinta composicion de AG y esta es
afectada en parte por la ingesta en la dieta y en parte por los procesos metabdlicos (Calder
2015).

Hoyos y Rosales (2014) mencionan que después de que el contenido lipidico es absorbido

por el intestino delgado, se producen diferentes procesos (Figura 1).

Acidos grasos

T

Receptores y sensores Membrana celular
Acumulacion lipidica <—— “Fluidez” Sustratos para

eicosanoides,
resolvinas, etc.

Sefializacién intracelular y
extracelular

/ Metabolismo

Respuesta celular y tisular ————> Funciones
\ Sensibilidad

Figura 1: Esquema del impacto celular y tisular de la exposicion a acidos

grasos y mecanismos involucrados
FUENTE: Calder (2015)

En el interior de las células intestinales, los acidos grasos se unen a una proteina de bajo
peso molecular, la FABP (proteina ligante de &cidos grasos) o proteina Z, para ser

transportados al reticulo endoplastmatico liso, donde por las vias del monoglicerol y el



glicerol 3-fosfato se esterifican de nuevo, formando triacilgliceroles, fosfolipidos y ésteres
de colesterol. Por otro lado, los &cidos grasos que no han sido metabolizados, pasan a la
circulacion portal y se dirigen a la mitocondria del hepatocito, donde se degradan hasta
formar ATP.

Se pueden producir dos procesos opuestos: lipogénesis o lipdlisis. La lipogénesis ocurre
durante periodos de exceso calorico en el cual la ingesta caldrica sobrepasa el consumo
energético. Los AG sintetizados por el higado (o los provenientes de la dieta) son
esterificados y almacenados como triacilgliceroles en el tejido adiposo como reserva. En
contraste durante la lip6lisis, el consumo energético sobrepasa la ingesta calérica y los
adipocitos liberan su contenido para compensar la deficiencia y asi proporcionar el

combustible metabdlico necesario al organismo (Hoyos y Rosales 2014).

También se forman eicosanoides y docosanoides, los cuales se producen en casi todas las
células del organismo. En estos grupos se incluyen las prostaglandinas, prostacilinas,
tromboxanos, leucotrienos, acidos hidroperixotetraenoides, acidos
hidroxieicosatetraenoides y lipoximas (Hoyos y Rosales 2014). Finalmente, los acidos
grasos son capaces de regular la expresion o actividad de factores de transcripcion, jugando
un papel fundamental en el control de la expresidn génica y la produccién de proteinas por
las células. Esto permite regular procesos metabodlicos como la sintesis y oxidacion de
acidos grasos; ensamblaje y depuracion de lipoproteinas; la sensibilidad a la insulina y

procesos inflamatorios (Calder 2015).

2.1.4.  Acidos grasos esenciales

Los AGE son constituyentes importantes de todas las membranas celulares. Estos alteran
su fluidez y el comportamiento de las enzimas y receptores unidos. EI LA y ALA se
esterifican para formar triacilgliceroles dentro del enterocito y pasan a la circulacion
sanguinea a través de la via linfatica, en forma de quilomicrones. Luego son transportados
al higado, tejido adiposo y glandula mamaria. Dentro del higado el LA y el ALA son
elongados y desaturados para formar AGPICL (Rodriguez-Cruz et al. 2005). En la Figura

2 se puede observar el metabolismo de los AGE.
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Figura 2: Metabolismo de los &cidos grasos esenciales
FUENTE: Das (2006)

El LA se convierte en &cido y-linolénico (GLA, 18:3, ®»-6) mediante la enzima delta-6
(A®) desaturasa (A6D) y el GLA se alarga a la forma dihomo-GLA (DGLA, 20:3, ©-6), el
precursor de la serie 1 de prostanglandinas (PGs). EI DGLA también puede convertirse a
AA por la A® desaturasa (ASD). El AA es precursores de la serie 2 de PGs, tromboxanos
(TXs) y de la serie 4 de leucotrienos (LTs). ALA se convierte en EPA por A6D y A5D.



EPA es el precursor de la serie 3 de PGs, TXs y de la serie 5 de LTs. Los LTs, PGs y TXs
son biologicamente activos, los derivados de AA son proinflamatorios y los de EPA y
DHA son menos inflamatorios o antiinflamatorios (Valenzuela et al. 2014), y estan
involucrados en enfermedades como la aterosclerosis, asma bronquial, enfermedad

inflamatoria intestinal, y otras condiciones inflamatorias (Das 2006).

El AA, EPA y DHA dan lugar a lipoxinas y resolvinas que suprimen la inflamacion; y este
ultimo es el Unico que produce protectinas (NPD1). Los AGPI forman precursores tanto
pro y antiinflamatorios y el equilibrio entre estos compuestos antagonicos podrian

determinar el resultados finales del desarrollo de una enfermedad (Das 2006).

Abedi y Sahari (2014) mencionan la importancia de la cantidad de AGPI, la proporcion o-
6/w-3 es crucial a nivel nutricional. Esta ratio es clave para la sintesis equilibrada de
eicosanoides en el cuerpo, debido a la competencia por la actividad de las desaturasas. El
alto consumo de aceites vegetales ricos en ®-6 y el consumo relativamente bajo de
alimentos marinos (como fuente de ®-3) incrementa la razon ®-6/®-3. Cuando un
individuo tiene una dieta rica en ALA y bajo contenido de LA, el EPA y DHA en el tejido
muscular aumentan debido a la competencia reducida para la A6D. Se sugiere una relacion
2:1a4:1.

2.1.5. Fuentes

Es constante la busqueda de numerosas y nuevas fuentes de AA, EPA y otros acidos grasos
importantes ya que la eficiencia de conversién del LA en AA y también de ALA a DHA 'y
EPA es baja en humanos. Las diversas fuentes incluyen seres acuaticos (peces, crustaceos
y moluscos), animal (carne, huevo y leche), vegetal que incluyen 20 plantas, frutas,
hierbas, y semillas; cianobacterias; y otros microorganismos (bacterias, hongos,

microalgas, y diatomeas) (Abedi y Sahari 2014).

ALA se produce alimentos de origen vegetal como las nueces y semillas de lino, chia 'y
cafiamo y aceites vegetales como aceite de soja, maiz, girasol y canola. EPA, DPA
(&cido docosapentaenoico) y DHA se pueden encontrar en pescados grasos y marismos (las

mejores fuentes son salmon, sardinas, atln, arenque y trucha), en algas, en alimentos
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fortificados como la leche de soja y los jugos, y en huevos de gallinas alimentadas con
estos acidos grasos (Vannice y Rasmussen 2014). Das (2006) menciona que un fuente de
GLA son los aceites de onagra, borraja, grosella negra; semillas de cafiamo, algunos
hongos y microalgas. El DGLA se encuentra en baja cantidad en la leche materna. Y el AA
se encuentra en cantidades moderadas en la leche materna y de vaca, en carnes, yemas de

huevo, algunas algas y en grandes cantidades en los camarones.

2.2. Gestacion y lactancia

2.2.1. Importancia de la dieta

La nutricion y el metabolismo juegan un papel fundamental en la salud y bienestar de la
madre, el feto y el desarrollo a largo plazo de este (Berti et al. 2016). La composicion
lipidica de la dieta y los depositos de grasa durante la gestacion y lactancia pueden afectar
la naturaleza de los AG transferidos a través de la placenta y la leche materna (Mennitti et

al. 2015) y la composicién de AG de la descendencia (Oaks et al. 2017).

El excesivo consumo de algunos AGS puede interferir en la biodisponibilidad de otros AG,
afectando el desarrollo del recién nacido. Se ha demostrado que el consumo de AGT
durante el embarazo y la lactancia se asocia a la incorporacion de AGT al cerebro de las
crias de 21 dias y disminuyendo significativamente el contenido de AGPI. La dieta a base
de AGS y AGT durante estos periodos parece tener efecto en la programacion fetal,
modificando el metabolismo de lipidos y glucosa del feto (Mennitti et al. 2018). El valor
de &cidos grasos libres (AGL) materno se ha relacionado de forma directa con el porcentaje
de grasa, el IMC vy el riesgo de la descendencia a tener sobrepeso. A futuro se pueden
presentar diversos trastornos metabolicos como enfermedades cardiovasculares u obesidad
(Mennitti et al. 2018). Los AGPI son importantes para el crecimiento y desarrollo del feto,
ya que se incorporan a la célula y membranas de todos los tejidos. En esta etapa se
relaciona principalmente al desarrollo cognitivo y visual del nifio (Voortman et al. 2015).
La influencia de los AG de la dieta sobre la composicion de las membranas es
fundamental. Esté relacionada a la funcion celular y en la expresion de genes que codifican
una variedad de proteinas involucradas en el metabolismo lipidico como peroxidasas,

elongasas, desaturasas y el citocromo P-450. Estas alteraciones pueden estar relacionadas a



los cambios hormonales propios de estas etapas, sin embargo, la calidad de la dieta puede
influir considerablemente. Incluso una ingesta inadecuada de AGPI ®-3 puede alterar la
actividad de varias ATPasas unidas a la membrana y de la acetilcolinesterasa, afectando la

funcién de los eritrocitos y produciendo desérdenes a nivel hepatico (Levant et al. 2007).

2.2.2. Metabolismo de acidos grasos

Se producen cambios en el metabolismo del tejido adiposo, el cual favorece la deposicion
de grasa durante la gestacion y la movilizacion durante la lactancia. Se origina un aumento
de la sintesis de grasa a mitad de la gestacion, disminuye a término y se mantiene bajo
durante la lactancia (Steingrimsdottir et al. 1980). El papel principal de la deposicién de
AG ayuda a garantizar la disponibilidad de AGPI en caso se produzcan ciertas condiciones

como una restriccion de alimentos (Lépez-Soldado et al. 2017).

En estas etapas, se produce una estrecha coordinacion entre el higado y la glandula
mamaria para sintetizar AGPICL en respuesta a la alta demanda del feto y del recién
nacido. EI comportamiento de cada tejido dependera de la etapa en que se encuentre la
madre (Sanchez Gonzalez et al. 2017). Esto esta relacionado al indice de masa corporal

materna (IMC) y la ganancia de peso gestacional (GPG) de la madre (Berti et al. 2016).

La gestacion es un estado dindmico, durante el cual la madre cambia de una condicion
anabolica durante la gestacién temprana a un estado catab6lico durante la gestacion tardia,
con diferencias cualitativas en sus requerimientos nutricionales (Berti et al. 2016). Durante
los dos primeros trimestres de gestacion, el cuerpo materno acumula grasa, mientras que en
los ultimos se produce el aumento de la actividad lipolitica en el tejido adiposo materno
(Mennitti et al. 2015).

Los AG de la dieta y los AGPICL se transportan principalmente en la leche materna y en la
sangre en forma de triglicéridos o fosfolipidos asociados con lipoproteinas. Durante la
ultima mitad de la gestacion se produce hiperlipidemia en la madre ya que aumenta la
disponibilidad de los AGPI para transferencia placentaria. La presencia de receptores de
lipoproteinas en la placenta permite la captacion de los AGPI. En esta se expresan las
enzimas lipoproteina lipasa, fosfolipasa A2 y lipasa intracelular, los AG son hidrolizados y
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absorbidos. Luego son ressterificados e hidrolizados intracelularmente, facilitando su
liberacion para que le feto los use (Berti et al. 2016).

A consecuencia de la capacidad limitada del feto y la placenta humana para producir
AGPICL, presumiblemente asociado también a patrones genéticos individuales, se sugiere
que exista una transferencia preferencial materno-fetal. Los AG son liberados de los
triglicéridos maternos por la lipasa endotelial en la superficie placentaria materna, en un
proceso complejo ya que implica la unién del os AG a proteinas de membrana y proteinas
de transporte citoplasmaticas. Los AG pueden esterificarse en la placenta y cruzar el tejido
en cualquier direccion (Berti et al. 2016). EI DHA presenta mayor afinidad a las proteinas
de membrana sobre otros acidos como LA (Koletzko et al. 2008).

Durante la lactancia, el feto esta expuesto a los AG a través de su secrecion en la leche
materna. El tejido mamario lactante sintetiza AG intracelularmente de un suministro de
sustratos extraidos o de lipidos del plasma materno. Los triglicéridos maternos llevados en
quilomicrones y VLDL son la fuente principal. Los AGNE maternos, producidos a partir
de triglicéridos en el tejido mamario por LPL, serdn importantes en el estado de ayuno. Se
forman gotas lipidicas en las células epiteliales mamarias y son secretadas en la leche por

exocitosis 0 asociacion con el plasma (Mennitti et al. 2015).

Cabe mencionar que la leche materna proporciona LA, ALA, DHA, AA y otros AGPICL a
los lactantes. EI nivel de AA es relativamente constante a nivel mundial mientras que el
nivel de DHA es mas variable y depende de la dieta y el estilo de vida de la madre
(Koletzko et al. 2008).

2.3.  Espirulina
2.3.1. Caracteristicas
La espirulina es una cianobacteria filamentosa unicelular perteneciente a la familia

Spirulinaceae, usualmente crece en las aguas alcalinas de Africa, Asia, Sudamérica y

México (Hernandez-Lepe et al. 2015). Es una de las microalgas destacadas por la
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produccion de AGPICL, compuestos fendlicos, compuestos volétiles, esteroles, proteinas,
aminoacidos, péptidos, vitaminas, polisacéaridos y diversos pigmentos (Andrade et al.
2018).

Diversos estudios demuestran que el uso de la espirulina tiene efectos beneficiosos en la
salud humana. Efectos antioxidantes, antihipertensivos, inmunomoduladores,
anticancerigenos, hepatoprotectores, y actividades anticoagulantes han sido atribuidos a
péptidos derivados y compuestos obtenidos a partir de microalgas (Caporgno y Mathys
2018).

En el caso de estudios en animales, Teimouri et al. (2015) reportan que peces alimentados
con Spirulina platensis presentaban porcentajes mas bajos de &cidos grasos saturados y
monoinsaturados y mas altos de poliinsaturados. Se observo que la relacion de »-3/w-6
aumentd y los indicadores aterogénicos y trombogénicos disminuyeron significativamente.
Por otro lado, en el caso de corderos, la suplementacion con esta microalga produjo
variaciones significativas en el crecimiento y conformacion corporal. La composicion de
AGPI »-3y o-6 aumentd en todos los tejidos y 6rganos significativamente (Kashani et al.
2015).

Spirulina platensis, es una de las microalgas méas importantes, ha sido utilizada como
alimento por su alto valor nutricional en los paises de Asia y Asia Pacifico por mucho
tiempo y estad ganando importancia en Europa donde es una nueva tendencia (Yucetepe y
Ocelik 2016). Sin embargo su utilizacién o la produccion de derivados de la misma no es
competitiva. Esto debido a la falta de economia a escala para su cultivo y tratamiento, y
por el nivel de preparacion tecnoldgica que requiere. Se indica que una vez superados estos
obstaculos, su uso como ingrediente alimentario aportaria beneficios a la salud y también
mejoraria cuestiones relacionadas a sostenibilidad, considerando la creciente poblacion, la

dieta actual, los habitos alimentarios y la salud (Caporgno y Mathys 2018).
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2.3.2. Valor nutricional
La espirulina contiene numerosos componentes bioactivos de alto valor como proteinas,

lipidos, carbohidratos, pigmentos, compuestos fendlicos, vitaminas y otros fitonutrientes

(Yicetepe y Ocelik 2016). En el Cuadro 1 se puede observar la composicion basica.

Cuadro 1: Composicion basica de Spirulina platensis

Nutriente | Composicion (%) Detalles

Proteinas 60-65 Aminoacidos esenciales: lisina, metionina,
treonina, fenilalanina, isoleucina, leucina,
triptéfano y valina y 10 no esenciales: arginina,
cisteina, acido aspartico, glicina, acido glutdmico,

prolina, serina, histidina, alanina y tirosina.

Carbohidratos 13.5-15 Glucosa, manosa, ramnosa, galactosa, xilosa y dos
azucares inusuales (2-O-metil-L- ramnosa y 3-O-

metil-L ramnosa).

Lipidos 5-6 AGPI: acido gamma linolénico, acido linoleico,
acido estearidonico, EPA, DHA y AA.

Vitaminas <1 Vitamina B, By, B3, Bg, Bg B12, C,DYE.

Minerales ~7 Minerales esenciales: calcio, potasio, cobre,

cromo, magnesio, hierro, fosforo, magnesio,

sodio, selenio y zinc.

Pigmentos <1 Alfa y betacarotenos, xantéfilas, equinenona,
criptoxantina, zeaxantina y luteina, porfirina,
clorofila, ficocianina, Phycoerythrin,

phytonadione y tetrapyrrole

Humedad 6-13.5 -
FUENTE: Yiicetepe y Ocelik (2016)

La calidad de la proteina y de la grasa es bastante aceptable en comparacién a otros
alimentos de la dieta habitual, principalmente debido al elevado contenido de aminoacidos
esenciales y a la concentracion relativamente alta de acidos grasos insaturados (Jiménez y
Gofii 1999).
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La proteina de las algas marinas es rica en glicina, arginina, alanina y &cido glutdmico; en
comparacion con otras fuentes, es limitante en lisina y cisteina. Casas-Valdez et al. (2006)

mencionan que contiene fenilalanina, tirosina, treonina y asparagina.

Kim (2011) afirma que el contenido de lipidos en las algas fluctia entre 1 a 5% en b.s.,
siendo los lipidos neutros y glicolipidos los més abundantes. La proporcion de acidos
grasos esenciales en algas es mayor que en plantas terrestres, sintetizan gran cantidad de
acidos grasos poliinsaturados bajo climas frios entre los que destacan el EPA y DHA. Por
otro lado, el contenido total de lipidos se eleva durante estaciones calurosas. Las algas
marinas tienen una baja proporcion w-6/®-3, que debe ser menor a 10 segin la FAO/OMS,
y puede ser util para reducir dicha relacion. Los -3 de la dieta ayudan a reducir los riesgos
de enfermedad cardiaca, disminuyen las lipoproteinas de baja densidad (LDL) sin
reduccion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Mohamed et al. 2012).

La espirulina contiene vitaminas hidrosolubles y liposolubles. De las cuales destacan la
vitamina C, A, E y B1, que no se encuentra en muchas plantas terrestres (Kim 2011) y

contiene retinol (Casas-Valdez et al. 2006).

Las algas tienen un buen contenido de K, Na, Mg, Ca y de elementos traza como el Fe, Cu
y Zn. En su estudio, Friha et al. (2011) menciona que, en las algas verdes, las mayores
concentraciones de macronutrientes correspondieron a Mg y Ca y las menores, a Na, Mg y
K. Presentan una de las fuentes méas importantes de Ca y P ya que mostraron contenidos
mas altos que los de manzanas, naranjas, zanahorias y papas. Estas plantas unicelulares
contienen grandes cantidades de yodo en varias formas quimicas (I, 1%, 10%), que puede

servir como un antioxidante, anti-bocio y agente anticancer (Mohamed et al. 2012).

La composicion nutricional de las microalgas depende de la forma de cultivo (natural o

artificial), las condiciones (temperatura, luz, humedad) y la técnica de recoleccion. Renaud
et al. (2002) mencionan que la temperatura es un factor determinante, entre 20 y 36°C, de
acuerdo a la especie y a las caracteristicas deseadas (contenido de proteinas, carbohidratos,
ceniza, AGPI, lipidos, etc.). Por ejemplo, a altas temperaturas disminuye el contenido
proteico, pero se estimula el de carbonidratos (De Oliveira et al. 1999). Por su parte,
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Afriani et al. (2018) indican que la espirulina (Spirulina platensis) cultivada en
fotobioreactores bajo el control de la luz presenta mayor contenido de materia seca,
carbohidratos, grasa y compuestos bioactivos (flavonoides, esteroides, fenoles y saponinas)

en comparacion a las no controladas.

2.3.3. Fuente de GLA

Uno de los AGE de la serie o-6 es el GLA. Existen estudios que sugieren que la
suplementacion combinada de GLA y AGPICL ®-3 tiene una gran potencial para
amortiguar efectos inflamatorios. EI GLA mejora los procesos de B-oxidacion de AG en
higado graso y facilita la reduccion de peso por el aumento en la actividad de la pamitoil
carnitina y la intensificacion de la oxidacion B-peroxisimal. Es componente fisioldgico de
transportadores complejos internos o externos de las membranas celulares o de

mitocondrias para la transmision de sefiales en la red neuronal (Choopani et al. 2016).

El GLA juega un papel importante en el tratamiento diferentes patologias: aterosclerosis,
normalizando la velocidad de la conduccion nerviosa, regulando el flujo sanguineo
endoneural, eccema atopico, enfermedad de Parkinson, sindrome premenstrual, esclerosis
maultiple, enfermedades coronarias, artritis y deficiencia de zinc (Choopani et al. 2016). Por
ejemplo Dib y Carreau (1987) mencionan que en ratas gestantes, el GLA redujo la
mortalidad de las crias, aument6 el tamafio medio de la camada, mantuvo el apetito durante
dos tercios del periodo de gestacion y ayudé a corregir algunos de los efectos biologicos de

la deficiencia de zinc.

La espirulina es una fuente de GLA, este representa el 49 por ciento de los lipidos totales
(Choopani et al. 2016) y su produccion es menos costosa en comparacion a otras fuentes.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

La fase experimental del trabajo se realizd en las instalaciones del Bioterio del Laboratorio
de Evaluacién Nutricional de Alimentos (LENA), Facultad de Zootecnia, Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). Los analisis del perfil de acidos grasos del higado
se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bioguimica y Analisis Instrumental del Instituto de
Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular de la UNALM. EI experimento tuvo

una duracion de 50 dias.

3.2. Producto a evaluar

La espirulina en polvo se obtuvo de un comercio local: THE ENVIRONMENT
SOLUTIONS COMPANY S.A.C.- SUMAQPET. Producto elaborado a pequefia escala en
canastillas verticales con un medio de cultivo hidroponico, bajo condiciones de

invernadero en la ciudad de Lima, Peru.

Primero se determind la composicién quimica proximal (proteina total, grasa, fibra cruda y
cenizas), de acuerdo al método estandar de la AOAC (2005), el cual se observa en el
Cuadro 2.

Cuadro 2: Composicion quimica de la espirulina (Arthrospira platensis)

Componentes Contenido (g/100 g de espirulina)
Proteina total 60.76
Grasa 5.27
Fibra cruda 0.12
Cenizas 18.53




La espirulina presentd como componentes mayoritarios la proteina y las cenizas, con

valores de 60.769/100g y 18.53g/100g respectivamente; y como minoritarios la fibra cruda

y la grasa, 0.12 g/100g y 5.27g/100g respectivamente.

Luego se determind el contenido de acidos grasos, siguiendo el método de la AOAC

(2016), que se observa en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Perfil de &cidos grasos de la espirulina (Arthrospira platensis)

Porcentaje (%)

Acido graso Valo-r (g{lOOg del total de
espirulina) )
acidos grasos
Ac. Cis 8-11, 14- Eicosatrienoico (C20:3 (®-6) 0.020 0.42
Ac. Esteérico (C18:0) 0.051 1.06
Ac. Linoleico (C18:2 (o 6 cis)) 0.854 17.75
Ac. Linolenico (C18:3 (o 3)) 0.012 0.25
Ac. Miristico (C14:0) 0.014 0.29
Ac. Miristoleico (C14:1) 0.019 0.40
Ac. Oleico (C18:1 (o 9 cis)) 0.069 1.43
Ac. Palmitico (C16:0) 1.758 36.55
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0.300 6.24
Ac. y- Linolenico (C18:3 (o 6)) 1.194 24.82
Total ®-9 0.070 1.46
Total -3 0.010 0.21
Total -6 2.070 43.04
TOTAL AGS 1.823 37.90
TOTAL AGMI 0.388 8.07
TOTAL AGPI 2.080 43.24

FUENTE: Acidos grasos elaborado a partir de informe de ensayo N° 1-0522/18 (Anexo 1)

La espirulina presentd 8.07 por ciento de acidos grasos saturados y 43.24 por ciento de

acidos grasos poliinsaurados, siendo los &cidos grasos ®-6 predominantes ya que

constituyen el 43.04 por ciento del total de &cidos grasos. Los acidos grasos mas
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abundantes fueron el acido palmitico, el linoleico (AL) y el y-linolénico (GLA); los cuales
representan el 36.55 por ciento, 24.82 por ciento y 17.75 por ciento del total de &cidos
grasos respectivamente. No se detectd presencia de DHA, EPA ni ARA en la muestra.

3.3. Animalesy dietas

Se utilizaron 30 ratas hembras adultas Holtzman de 12 semanas de edad aproximadamente
y 224.53 + 14.99 gramos de peso, adquiridas en el bioterio de LENA. Los animales fueron
distribuidos aleatoriamente en tres tratamientos:

e T1:100% dieta estandar (control)

e T2:95% dieta estdndar + 5% espirulina

e T3:90% dieta estandar + 10% espirulina

La dieta estandar fue una dieta isocal6rica e isoproteica que contenia 18 gramos de
proteina, 8.88 g de grasa y 73.12 gramos de carbohidratos por cada 100 gramos de peso
seco; es preparada por el Programa de Investigacién y Proyeccion Social en Alimentos
(UNALM) y su composicion se puede observar en el Anexo 2. No se hizo ninguna
modificacion en su composicién y contenido nutricional, solo se le adiciond la espirulina

en la proporcidn indicada por tratamiento.

3.4. Manejo de la eutanasia y extraccion de tejidos

El protocolo de eutanasia para ratas se realizé siguiendo los principios éticos de la Ley de
Animales del Reino Unido (Procedimientos Cientificos) de 1986 y las directrices asociadas

de la Directiva de la Union Europea para experimentos con animales (2010/63/UE).

Las ratas se mantuvieron en ayuno nocturno por 12 horas, luego fueron sacrificadas por
dislocacion cervical, previa anestesia utilizando una dosis de ketamina/xilacina (40-90
mg/kg y 10-15 mg/kg) por via intraperitoneal (IP) con una aguja hipodérmica. Cuando las

ratas ya no mostraron signos vitales, se procedid a retirar los tejidos.
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3.5.  Perfil de &cidos grasos en el higado

Primero se realizé la extraccion de la grasa (teniendo como base el método de Folch 1957),
luego se procedio a la derivatizacion de los &cidos grasos del tejido graso y finalmente se

hizo el andlisis cromatografico.

3.5.1. Extraccion de grasa

Las muestras de tejidos se descongelaron en refrigeracion (4°C) y se extrajo de cada
higado una muestra de 5 g. Dicha muestra se obtuvo de los I6bulos para evitar porciones de
parénquima hepatico. La muestra se colocé en un homogenizador con una mezcla de
cloroformo y metanol (2:1), a una dilucion final de 20 veces el volumen (ml) de la muestra
de tejido (mg). EI homogenizado se coloc6 en un tubo Falcon y se filtrd, obteniéndose una
solucién de color amarillo. Se ajusté el volumen a 20 ml, se agreg6 0.2 de una solucion de
cloruro de potasio (0.88 por ciento), se agitd y se dejo reposar hasta la separacion de las
fases. Se retir6 la fase acuosa y se procedié a lavados sucesivos con soluciones puras de

cloroformo-metanol y agua (en ese orden) hasta obtener la grasa.

3.5.2. Derivatizacion de acidos grasos

Se coloc6 un gramo de grasa en un tubo agregandosele 3 ml de NaOH al 1 por ciento en
metanol. Luego de colocar los tubos en bafio maria a 80°C por 1 hora, se agreg6 2 ml de
BF; incubandose a la misma temperatura por 15 minutos. Se adicionaron 3ml de CH,Cl, y
se agito en un tipo vortex por 1 min. Se centrifugaron los tubos a 2000 rpm por 10 minutos,
se separ6 el sobrenadante y se repitieron las operaciones desde la adicion de CH,Cl,. Se
separd el segundo sobrenadante, se juntaron los sedimentos de la primera y segunda
centrifugacion en una fiola de 10 ml, se llevaron a volumen con CH,CI; y se almacenaron

a -80°C hasta su analisis.

3.5.3. Determinacion de acidos grasos por analisis Cromatografico (GC-FID)

De la inyeccion:
Volumen de inyeccion: 1.00 pl

Volumen de jeringa: 10 pl
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Lavado con solvente previo a la inyeccion: 5 veces
Lavado con solvente después de la inyeccion: 5 veces

Del horno:

Maéaxima temperatura de la columna: 250 °C

La programacion: 100°C por 4 minutos, despuées 3°C/min hasta 240°C manteniéndose ahi
por 25 minutos

Tiempo total del andlisis: 75.667 minutos

Del puerto de inyeccion:
Modo: Split — 10:1
Temperatura: 225 °C

De la Columna:
J&W 59292-06, con cddigo: Rt-2560 (250 °C: 100 m x 250 um x 0.2 pm)

Flujo: 1.9 ml/min

Del Detector FID:
Temperatura: 250°C
Sefial: 50Hz

3.6. Actividad enzimatica en el higado

Algunos de los ratios producto-precursor se utilizaron para hallar los indices sustitutivos de

la actividad (Gonzalez-Torres et al. 2017) de enzimas hepaticas.

A-6- elongasa - desaturasa:

(a) Acido docosahexahenoico/acido linolénico (C22:6 »-3/C18:3 o -3)

(b) Acido araquidonico/acido linoleico (C20: 4 »-6/C18:2 ®-6)
Stearoyl-CoA: Acido palmitoleico/acido palmitico (C16:1 n-7/C16:0)
Actividad de Oleoyl-CoA: Acido oleico/4cido estearico (C18:1 n-9/C18:0)
A5D: Acido araquidonico/écido eicosatrienoico (C20:4 »-6/C20:3 »-6)

20



e A6D: Acido y-linolénico/4cido linoleico (C18:3 »-6/C18:2 w-6)

3.7.  Disefio experimental

El disefio experimental de la presente investigacion consta de dos etapas: (a) estudio en

ratas no gestantes y (b) experimento, las cuales se explican a continuacion.

3.7.1. Estudio en ratas no gestantes

Se evaluo ratas no gestantes para tener informacion del efecto de consumo de la espirulina
en ratas hembras en etapa reproductiva. Quince ratas se colocaron en jaulas individuales
(21 x 17 x 24 cm), fueron asignadas aleatoriamente entre los tres tratamientos (n=5), se les
suministré alimento y agua diariamente y a voluntad durante 40 dias. Se registro
diariamente el consumo de alimento (por diferencia de peso entre el alimento suministrado
y el residual) y semanalmente el peso de las ratas, en ayunas. Las ratas fueron sacrificadas
al final del estudio y se extrajo la grasa visceral y el higado. Se pesé la grasa visceral v el
higado se peso, se coloco en nitrogeno liquido y posteriormente se analizé su composicion

de &cidos grasos.

3.7.2. Experimento

El experimento se realizé en dos etapas. En la primera etapa, los animales se colocaron en
jaulas metélicas (84 x 68 x 48 cm) en grupos de tres o cuatro con un macho adulto de la
misma linea genética durante 10 dias. En la segunda etapa de 40 dias (21 a 24 dias de
gestacion y hasta los 13 a 16 dias de lactancia), los quince animales se colocaron en jaulas
individuales y se asignaron al azar entre los tres tratamientos (n=5). Durante todo el
experimento, el alimento y agua se suministraron diariamente y a voluntad. Y entre el

quinto y cuarto dia postparto, el tamafio de las camadas se homogenizd a seis crias.

Desde que los animales fueron asignados a un tratamiento, se registré diariamente el
consumo de alimento. El peso de las ratas y de sus crias se registrd semanalmente. Al

término, las ratas fueron sacrificadas y se extrajo el higado y la grasa visceral. Los higados
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se pesaron, se colocaron en nitrogeno liquido para el posterior analisis de acidos grasos y
se determind la actividad de enzimética; se registro el peso de la grasa visceral.

3.8. Analisis estadistico

Todos los resultados se presentaron como promedio + desviacion estandar (DE). Los datos
fueron analizados bajo el disefio completamente al azar (DCA). El nivel de diferencia
estadistica fue pre establecido en un valor p<0.05. La distribuciéon normal de los datos se
evalud con la prueba Shapiro-Wilk y la prueba Levene. El efecto de los tratamientos se
analiz6 con una ANOVA de una via y las diferencias entre medias se estimaron usando el
test de comparacion multiple de Tukey. Se aplico la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
cuando los datos no presentaron distribucion normal. El analisis correspondiente se

desarroll6 utilizando el programa estadistico SAS 9.1.

Yij=p+Di+ g

Donde:

Yij = Valor estadistico de cada observacion en cada unidad experimental
p = Media general
D; = Efecto del tratamiento D (Dieta).

(€)ij = Efecto aleatorio o error en la obtencion de Yj;
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4.1.  Estudio en ratas no gestantes

El consumo de alimento (Cuadro 4) de las ratas se mantuvo constante durante las cinco

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

semanas y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 4: Consumo semanal de alimento de ratas no gestantes (g)

Grupo
Semana Control 5% espirulina 10% espirulina
1 17.49 + 2.06° 18.20 £ 0.19° 18.69 + 1.61°
2 17.37 +1.08° 18.69 + 0.68° 17.71 + 2.95°
3 17.28 + 2.76° 18.78 + 0.44° 18.03 +1.82°
4 17.33 +1.40° 18.73 + 0.68° 18.28 +1.89°
5 18.32 + 1.65° 18.91 + 0.69° 18.81 +1.00°

o]

a-

Con respecto a la evolucién del peso (Cuadro 5), el peso de las ratas aumenté semana a

:Letras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

semana, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 5: Peso de ratas no gestantes (g)

Grupo
Semana Control 5% espirulina 10% espirulina
1 243.50 + 8.27° 230.97 + 7.02° 221.89 + 13.48°
2 252.70 + 12.57° 250.60 + 8.79° 231.84 + 17.09
3 260.95 + 13.78° 263.99 + 0.48°% 253.92 + 23.33°
4 269.79 + 15.47° 268.84 + 2.91° 254.86 + 21.19
S) 275.33 + 15.92° 268.46 + 4.28° 260.44 + 23.44°

=

a-

:Letras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.




El consumo de espirulina no influyé significativamente en el peso del higado de las ratas.

Por otro lado, el peso de la grasa visceral fue significativamente diferente entre los

tratamientos al 5 por ciento y 10 por ciento, siendo menor a mayor porcentaje de espirulina

pero sin diferir ambos con el tratamiento control como se observa en el Cuadro 6.

Cuadro 6: Peso del higado y grasa visceral de ratas no gestantes (g)

Grupo
Peso (9/100 g de peso eutanasia) Control 5% espirulina | 10% espirulina
Higado 3.57 £0.62° 3.48 +0.52° 3.66 + 0.24°
Grasa visceral 2.76+0.27° | 3.20+0.25° 2.27 +0.46

P etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

El perfil hepatico de &cidos grasos (Cuadro 7) reveld que los acidos estearico (C18:0) y

araquidénico (C20:4) se presentaron en mayores concentraciones y los &cidos oleico

(C18:1) y DHA (C22:6), en menores concentraciones.

Cuadro 7: Perfil de &cidos grasos en higado de ratas no gestantes (g/100g higado)

Grupo
Acido graso Control 5% espirulina 10% espirulina
C16:0 0.302 + 0.015% 0.366 + 0.075% 0.398 +0.073%
C18:0 0.404 + 0.0712 0.454 +0.118% 0.447 +0.146°
ci18:1 0.121 + 0.006% 0.137 £ 0.021% 0.161 + 0.045%
c18:2 0.283+ 0.014? 0.273 +£0.072% 0.356 + 0.108%
C20:4 0.427 +0.0712 0.474 + 0.140° 0.459 + 0.146°
C22:6 0.143 + 0.016% 0.150 + 0.017% 0.115 + 0.034%
w-3 0.143 + 0.016% 0.150 +0,017% 0.115 + 0.034%
w-6 0.710 + 0.0442 0.747 +0.078% 0.816 + 0.090°
w-9 0.121 + 0.006% 0.137 + 0.021% 0.161 + 0.045%
Saturados 0.705 +0.043? 0.820 + 0.096% 0.844 +0.110%
Monoinsaturados 0.121 +0.0062 0.137 £ 0,021 0.161 + 0,045%
Poliinsaturados 0.852 +0.034? 0.897 +0.076% 0.931 +0.096%

*P: etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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La suplementacion con espirulina no modifico de forma significativa el contenido de
acidos grasos. Se observo que la concentracion de acidos w-6 tiende a ser mayor a medida
que aumenta el porcentaje de espirulina en la dieta, lo mismo para la concentracion de

acidos grasos monoinsaturados y saturados.

4.2.  Experimento

4.2.1. Consumo de alimento y evolucion del peso de las ratas

El consumo de alimento fue incrementando semana a semana para todos los tratamientos.
Los valores fueron cercanos hasta la semana tres, luego aumentaron en mas de 10g en la
semana cuatro y llegaron a ser méas del doble en la semana cinco donde se registrd los
mayores valores como se puede observar en el Cuadro 8. Los datos siguen una tendencia
similar al reportado en el estudio de Shirley (1984), donde la ingesta promedio de ratas
Sprague Dawley gestantes es ligeramente mayor a 20g/dia durante la gestacion y como

minimo entre 30 a 35¢g/dia durante la lactancia.

Cuadro 8: Consumo semanal de alimento (g)

Grupo
Semana Control 5% espirulina 10% espirulina
1 17.10 + 0.89° 19.43 + 2.04° 21.14 +3.21°
2 19.62 £ 0.71° 21.29 +1.18% 24.19 £ 2.77°
3 22.11 + 2.26° 22.19 +2.12° 23.03 £2.73"
4 33.80 + 5.74° 33.73 £ 3.42° 38.00 + 3.48"
5 44.91 + 2.08° 46.43 +2.31% 47.18+1.35

P etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos

Se registrd que el consumo de alimento aumenté cuanto mayor fue el porcentaje de
espirulina en la dieta cada semana. Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos en las semanas dos (segunda semana de gestacion) y cinco (segunda semana
de lactancia), en ambas fue entre las ratas del control y las que recibieron 10 por ciento de
espirulina. Araujo et al. (2003) indican que el consumo de alimento puede aumentar a

niveles de 5 por ciento y 10 por ciento, a pesar que lo esperado es que disminuya.
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Zeinalian et al. (2017) y Castro-Garcia et al. (2018) reportan que el consumo de 1g/dia de
espirulina en personas obsesas, disminuye significativamente el apetito y por tanto la
ingesta de alimento. Por su parte, Yousefi et al. (2018) obtuvieron que el suministro de
2g/dia de espirulina a individuos con sobrepeso y obesidad, redujo significativamente el
apetito en comparacion a los datos de consumo iniciales pero no hubo diferencia con los
individuos que no la consumieron durante las 12 semanas. En el estudio en ratas no
gestantes, no existieron diferencias significativas de consumo entre los tratamientos
(Cuadro 4).

Es normal que durante la fase reproductiva haya un mayor consumo de alimento porque los
requerimientos son mayores. En ratas, la reserva de energia aumenta durante la gestacion
por la acumulacion de grasa y en la lactancia por hiperfagia. La ingesta de alimento
aumenta de forma masiva pero los niveles plasmaticos de leptina disminuyen, se sugiere
que su liberacion se suprime durante la lactancia, produciendo una regulacion positiva de
los factores orexigénicos para una ingesta de energia adecuada para el desarrollo de las
crias (Johnstone y Higuchi, 2001). Fujimoto et al. (2012) mencionan que la espirulina
también produce la disminucién de los niveles de leptina en el plasma, aplicada en ratones
que recibieron 5 por ciento en la dieta. Esto podria explicar el mayor consumo de alimento

en las ratas que recibieron suplementacion con espirulina.

De igual manera se ha asociado el proceso de regulacion del apetito con el contenido de
fenilalanina en la espirulina. Willis (1982) menciona que la FDA evalud la cantidad de este
aminoacido en la microalga ya que se enfatizaba comercialmente su accién sobre el control
del hambre en el hipotdlamo, sin encontrase en ese afio suficiente evidencia sobre su
seguridad y efectividad en el control del apetito. Sin embargo, Mazokopakis et al. (2014)
aun sugieren que el contenido de fenilalanina puede ser el responsable en la regulacion del

apetito porque promueve la liberacion de colecistoquinina (CCK) en el cerebro.

En la pagina siguiente, en el Cuadro 9, se puede observar el consumo de alimento en
funcién al peso de las ratas y su tendencia en la Figura 3. EI consumo se mantuvo
constante las dos primeras semanas, disminuyd hacia la semana tres y aumentd hacia la

semana cinco. En el Cuadro 8 no se observa esta disminucion, la cual se puede producir
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dos veces (al dia 21 y el mismo dia del parto) durante la Gltima semana de gestacion

(Shirley 1984).

Cuadro 9: Consumo en funcién al peso (g/100g de peso)

Grupo
Semana Control 5% espirulina 10% espirulina
1 7.51+£0.53 8.05 + 1.28° 8.75 + 1.25°
2 7.88 + 0.59° 8.17 £ 0.94° 8.47 +1.01°
3 7.47 +1.36° 7.21 +1.42° 7.32 +1.02°
4 13.12 +3.01° 12.43 +1.63° 14.15+1.12°
5 16.29 + 1.49° 16.01 + 1.45° 16.50 + 0.97°

of

a-

. Letras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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Figura 3: Consumo de alimento en funcion al peso

A diferencia de los datos del consumo semanal (Cuadro 8), aqui no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos en ninguna semana. Sin embargo, el consumo de las
ratas que recibieron 10 por ciento sigue siendo mayor en comparacion al control pero las

de 5 por ciento es menor a partir de la semana tres en comparacion al control.
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Con respecto a la evolucion del peso de las ratas, se observaron cambios propios del estado
fisiologico en el que se encontraban los animales. El peso aument6 sustancialmente hacia
la semana tres (Ultima semana de gestacion), luego disminuy6 a un nivel similar al de la
semana dos (después del parto) y finalmente incrementé nuevamente hacia la semana cinco
durante la lactancia; sin observarse diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro
10).

Cuadro 10: Evolucidn del peso de las ratas (g)

Grupo
Semana Control 5% espirulina 10% espirulina
1 227.95 + 8.01° 243.26 + 18.55° 241.46 + 11.04°
2 249.74 + 10.57° 262.66 + 22.42° 272.41 + 17.89°
3 299.99 + 32.49 313.72 + 40.85° 332.62 + 33.11°
4 260.49 + 18.33 272.45 + 13.25° 268.70 + 14.85°%
5 276.95 + 20.82° 291.06 + 15.41° 286.62 + 16.08

o]

a-

:Letras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

Bertolin et al. (2009) reportan que la administracion de espirulina no influye sobre el peso.
En el estudio en ratas no gestantes se observa el mismo resultado (Cuadro 5). En
individuos que presentan algun desorden metabdlico, la espirulina si tiene efecto. Yousefi
et al. (2018) mencionan que el peso corporal de individuos con sobrepeso u obesidad
disminuye significativamente al consumir espirulina comparado con el grupo placebo.
Miczke et al. (2016) indican que, en pacientes hipertensos, el consumo de 2g/dia de
espirulina reduce significativamente el peso corporal con respecto a los datos iniciales del

estudio, pero no con el grupo placebo.

La ingesta de espirulina igualmente puede relacionarse con la ganancia de peso.
Ouedraogo et al. (2018) reportan que la alimentacion de ratas suplementadas con
espirulina durante un periodo de tres meses, dio como resultado un incremento del peso,
asociando la espirulina con la recuperacién nutricional independientemente de la dosis (10,
50, 100 mg/kg de peso corporal). No obstante, Mitchell et al. (1990) mencionan que hay

diferencias significativas en el peso cuando el nivel de espirulina en la dieta es mayor a
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10.7 por ciento. Y Aradjo et al. (2003) indican que la ganancia por gramo de racion no fue

diferente entre el control y los grupos que presentaron mayor consumo de espirulina.

4.2.2. Peso de las crias

El peso de las crias fue aumentando desde el nacimiento hasta el destete. Se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos al nacimiento y durante el periodo de
lactancia pero no al momento del destete (Cuadro 11). Al nacer, las crias del grupo al 10
por ciento tuvieron un peso significativamente mayor en comparacion a los otros dos
tratamientos. En las semanas de lactancia este tratamiento presentd diferencias
significativas con el control y al final no se presentd diferencias significativas con los

demas.

Cuadro 11: Peso de las crias (g)

Grupo
Control 5% espirulina | 10% espirulina
Nacimiento 6.17+0.11° | 6.06+0.26° 6.95 + 0.65°

Primera semana de lactancia | 13.27+156° | 11.61+1.49%® | 10.71 +1.50°
Segunda semana de lactancia 19.67 +1.91° | 21.80 +2.09° 22.01 +1.63°
Destete 27.25 + 2.66° 29.50 + 1.84° 29.40 + 1.27°

0| etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos

Salazar et al. (1996) indican que el consumo de diferentes porcentajes de espirulina (0, 10,
20 y 30 por ciento) en la dieta de la madre, no tuvo efecto significativo en el peso de las
crias a lo largo del periodo de lactancia. No obstante, existe una correlacion lineal entre los
triglicéridos plasmaticos de la madre y el feto, la cual tiene una importante implicancia en
el peso al nacer (Hapon et al. 2005); puede ser probable que al recibir mayor proporcién de
espirulina, y por ende mas acidos grasos, las crias del tratamiento al 10 por ciento

presentaron mayor peso.

Zhu et al. (2019) reportan que los &cidos grasos poliinsaturados, especialmente el 4cido
araquidénico y el DHA, son importantes en las Gltimas semanas de embarazo (33 a 39

semanas) y el estado nutricional de la madre influye en el peso al nacer. Estos autores
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mencionan que el total de &cidos grasos ®-3, en madres sin obesidad, se asocian a un peso
al nacer 0.68 a 0.78 por ciento mayor y en madres con obesidad, 1.07 a 1.36 por ciento
menor. Meher et al. (2016) obtuvieron que madres con niveles altos de acidos w-6 y bajos
de ®-3 en eritrocitos maternos, niveles altos de acido araquidonico entre la 26 a 30
semanas de gestacién y altos niveles de acidos grasos saturados daran a luz a nifios con

bajo peso.

Es importante sefialar que la espirulina aportd principalmente acidos -6 (&cido linoleico y
v-linolenico) y en el higado se encontrd principalmente acidos -6, pudiéndose esperar
crias con bajo peso al nacer. El aporte de acido y-linolenico que dio la espirulina podria
explicar un mayor peso al nacer por sus efectos positivos en el periodo reproductivo
(Castro-Garcia et al. 2018) Por su parte, Mulhlhausler y Ailiaud (2013) indican que la
exposicion del feto a dietas altas en acidos ®-6 puede dar como resultado una progresiva
acumulacién de grasa en las crias y en las futuras generaciones, no se puede afirmar que la
ganancia de peso no se deba a un mayor porcentaje de grasa en las crias. Segin Molina et
al. 2017, la exposicion de las madres a dietas excedidas en -6 altera el desarrollo fisico

(peso y altura) y la vitalidad de los fetos.

Se debe tener en cuenta que la nutricion de la madre durante la lactancia puede determinar
el peso futuro de la descendencia ya que la variacion de la proteina materna y la ingesta
total de alimentos se asocia con la disminucion en las tasas de sintesis de proteinas en la
glandula mamaria, influyendo con el contenido total de energia y composicién de la leche
(Passos et al. 2000). De la misma manera, el desequilibrio de -6/®-3 y el bajo contenido
de DHA en los eritrocitos de la madre, da como resultado un suministro fetal restrictivo del
acido graso; pudiendo afectar negativamente el desarrollo fetal y causando posibles efectos
negativos sobre el aprendizaje y las habilidades de memoria de los nifios (Bascufian et al.
2014).
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4.2.3. Peso de los tejidos
Se obtuvieron diferencias significativas del peso del higado entre el control y el

tratamiento al 5 por ciento; y no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos para el peso de la grasa visceral como se observa en el Cuadro 12.

Cuadro 12: Peso de la grasa visceral y el higado (g/100g peso)

Grupo
Peso (9/100 g de peso eutanasia) Control 5% espirulina | 10% espirulina
Higado 4.66+0.42° | 3.81+0.50° 410 +£0.23°
Grasa visceral 1.93+0.57° 2.23 £0.47° 2.30 £0.76°

P etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

El peso del higado puede tener una relacion directamente proporcional con el contenido
total de lipidos del individuo indica Soria et al. (2013). Asi existe evidencia que el uso de
espirulina en la dieta de ratones con sindrome metabdlico, asocia la disminucién del peso
corporal con un peso de higado menor (Fujimoto et al.2012). Sin embargo, Sixabela et al.
(2011) mencionan que el consumo la espirulina no retarda ni promueve el crecimiento de

ningdn érgano en las ratas.

Con respecto a la grasa, Sixabela et al. (2011) indican que ratas que recibieron 150mg/kg
(baja dosis) de espirulina tuvieron significativamente mayor grasa visceral en comparacion
a los que recibieron una dosis alta de 1500 mg/kg, evidenciandose una relacion entre el
consumo de espirulina y la acumulacién de grasa. En el presente estudio, el consumo de
espirulina no influye en cantidad de grasa visceral pero si se ven diferencias significativas
entre los niveles en el estudio para ratas no gestantes (Cuadro 6). Mulhlhausler y Ailiaud
(2013) destacan que los acidos w-6 tienen propiedades proadipogénicas y evidencian que
los roedores presentan mayor masa grasa cuando representan el 6 a 8 por ciento de la

energia total de la dieta.
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4.2.4. Perfil de &cidos grasos en el higado

El perfil hepatico de acidos grasos (Cuadro 13) revel6 que los acidos estearico (C18:0) y
araquidénico (C20:4) se presentaron en mayores concentraciones y los acidos oleico
(C18:1) y DHA (C22:6), en menores concentraciones. La suplementacion con espirulina
modifica de forma significativa el contenido de los &cidos linoleico (C18:2), araquiddnico,

el total de &cidos -6, saturados y poliinsaturados; siendo el control significativamente

menor que los otros dos tratamientos.

Cuadro 13: Perfil de &cidos grasos en el higado (g/100g higado)

o Grupo
Acidos grasos _ _
Control 5% espirulina 10% espirulina

C16:0 0.312 + 0.024° 0.372 + 0.047% 0.353 +0.100%
C18:0 0.325 + 0.054° 0.398 + 0.024% 0.487 + 0.070%
C18:1 0.182 + 0.041° 0.183 +0.017% 0.182 +0.001%
C18:2 0.261 +0.033° 0.380 + 0.037° 0.367 + 0.046°
C20:4 0.285 + 0.019° 0.405 + 0.018% 0.427 +0.097%
C22:6 0.094 + 0.011° 0.068 + 0.029° 0.091 + 0.018%
w-3 0.094 + 0.011° 0.068 + 0.029° 0.091 + 0.046°
w-6 0.475 +0.015° 0.785 + 0.024% 0.794 + 0.057%
w-9 0.182 + 0.041° 0.183 +0.017% 0.182 + 0.001%
Saturados 0.637 +0.039° 0.770 + 0.030? 0.840 + 0.080%
Monoinsaturados 0.182 +0.041?% 0.183 +0.0172 0.182 +0.001?2
Poliinsaturados 0.568 + 0.021° 0.852 + 0.0282 0.885 + 0.0542

*P:|_etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

La predominancia de los acidos w-6 en el higado puede deberse a que representan el 43.04
por ciento de acidos grasos totales de la espirulina. Sin embargo Torres-Duran et al.
(2006) mencionan que no se observo una modificacion significativa del perfil hepéatico de
acidos grasos de ratas Wistar macho suplementadas con 5 por ciento de Spirulina maxima
que contenia 41 por ciento de &cidos grasos insaturados del total de acidos grasos. Estos
autores argumentan que el tiempo de alimentacion fue muy corto (una semana) pero si se

observo un efecto hepatoprotector (capacidad antioxidante y baja desaturacion de acidos

32



grasos) y la disminucion del nivel de triglicéridos. De la misma manera, no se observaron
diferencias significativas en el perfil hepatico en el estudio de las ratas no gestantes. Por su
parte Boiago et al. (2019) utiliza diferentes porcentajes de espirulina (0, 5, 10 y 15 por
ciento) en las dietas de codornices para mejorar la calidad de sus huevos, indicando que
aumenta la concentracion de &cidos grasos monoinsaturados, disminuye el contenido de
acidos grasos saturados pero tambien reduciendo los &cidos grasos ®-3. En el presente
estudio la concentracion de acidos monoinsaturados se mantuvo estable, no disminuyeron
los acidos ®-3 y los saturados aumentaron a mayor porcentaje de espirulina, esto ultimo

puede relacionarse a la cantidad de grasa que aporta la espirulina.

La espirulina tiene en su mayoria acido y-linolenico y linoleico, el primero es de gran
importancia por sus propiedades antiinflamatorias y porque promueve la beta-oxidacién
(Choopani et al. 2016). Quoc y Pascaud (1996) reportan que dietas ricas en y-linolenico,
aplicadas por seis semanas a ratones machos, tienen un efecto directo sobre la
concentracion de acido araquidonico; manteniéndola estable y mostrando su resistencia al
cambio en los fosfolipidos del higado, aorta y eritrocito. No obstante, en el Cuadro 13 se
observa que le contenido de &cido araquidénico aument6 con la suplementacion de

espirulina.

Vieira de Melo et al. (2015) mencionan que las diferencias en las concentraciones de
acidos grasos en el higado depende del total de lipidos de la dieta, y no solamente el
contenido de acidos grasos del alimento o sustancia a evaluacién, del comportamiento

metabolico del acido graso y su destino final.

4.2.5. Actividad enzimatica en el higado

De acuerdo a los resultados del perfil de acidos grasos, se pudo calcular la actividad de las
enzimas A-6-elongasa-desaturasa (ratio C20:4/C18:2) y Oleyl-Coa (ratio C18:1/C18:0)
como se puede ver en el Cuadro 14. No se observaron diferencias significativas en la
actividad enzimatica de ambas enzimas entre los tratamientos. Jacobi et al. (2011) indican
que el acido araquidonico es uno de los acidos grasos en la dieta que regula la via
desaturasa-elongasa de manera especifica en el higado, teniendo modestos efectos sobre el

flujo de los &cidos grasos m-6.
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Cuadro 14: Actividad enzimatica en el higado

Grupo
Enzima Control 5% espirulina 10% espirulina
Oleyl-CoA 0.577 +0.186% 0.461 + 0.046° 0.431+0.113%
A-G_e|ongasa_desaturasa 1.107 + 0.164% 1.064 + 0.064% 1.156 + 0.1672

*D:| etras diferentes entre los valores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

A pesar que en el presente estudio la dieta no es rica en acido araquidonico, lo es en acido
linoleico y y-linolenico, &cidos grasos que pertenecen a la misma via metabolica. Segun
Christiansen et al. (1991) las dietas ricas en &cido linoleico aumentan la actividad
enzimatica en 2 a 2.5 veces, lo usa como sustrato ayudado del alto contenido de lipidos de

la fuente.

Gonzalez-Torres et al. (2017) reportan ratios de 1.90 y 3.04, en ratas alimentadas con
espirulina y glucomanano, para A-6-elongasa-desaturasa y Oleyl-CoA respectivamente. En
la presente investigacion, la ratio de la A-6-elongasa-desaturasa es mas bajo, se pudo
producir una inhibicién parcial de la transformacién de acido linolenico a EPA y DHA y/o
acido linoleico a araquidonico como resultado de un mecanismo protector para evitar
exceso de &cidos grasos peroxidables y oxisteroles en el higado. Por otro lado, la actividad
enzimatica de Oleyl-CoA va a depender de la composicion de grasa hepatica total y su
valor derivado de la fraccion de acidos grasos debe tomarse con cautela (Gonzalez-Torres
etal. 2017).
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V. CONCLUSIONES

Segun las condiciones en que se desarrolld la investigacion se concluye que:

1. La suplementacion de la dieta con espirulina aumenta (p<0.05) la concentracién
hepética de los acidos linoleico y araquidonico y el contenido total de acidos -6,

acidos saturados y poliinsaturados.

2. El consumo de espirulina no influye en la actividad enzimética de la A-6-elongasa-

desaturasa ni de la Oleyl-Coa en el higado.

3. EI 5 por ciento de espirulina en la dieta disminuye (p<0.05) el peso del higado, sin

influir en el peso de la grasa visceral.

4. Las crias del tratamiento al 10 por ciento de espirulina tuvieron un peso al nacer

mayor (p<0.05) en comparacion a los otros tratamientos.

5. EIl consumo semanal de alimento en la segunda semana de gestacion y lactancia
aumenta (p<0.05) en ratas suplementadas al 10 por ciento con espirulina sin influir

€n Su pPeso.



VI. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda lo siguiente:

1. Evaluar si la espirulina influye en otras caracteristicas de la descendencia, tanto al

nacer como en su etapa adulta.

2. Evaluar el efecto de la suplementacion con espirulina en individuos con otras

condiciones: obesidad, sobrepeso, desnutricion, entre otros.
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ANEXO 1. Inform

CERTIFICACIONES

VIII. ANEXOS

e de ensayo N° 1-05221/18

DEL PERU S.A.

INFORME DE ENSAYO N° 1-05221/18

Pag. 1/2
Solicitante FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIO
Domicilio legal A Jr. Camilo Carrillo 325 - Jesus Maria - Lima
Producto declarado : HARINA DE ALGAS
5 1 muestra x 500 g
Cantidad de Muestras para el Ensayo Muestra proporci por el "
Forma de Presentacién 3 En bolsa ziplock, cerrada y conservada a temperatura ambiente
Fecha de recepcion A 2018 - 06 - 06
Fecha de inicio del ensayo : 2018-06-06
Fecha de término del ensayo { 2018 - 06 - 22
Ensayo realizado en g Laboratorio de Fisico Quimica - Cromatografia
Identificado con H/S 18006199 (EXAI-08764-2018)
Validez del documento Este documento es valido solo para las muestras descritas
Andlisis Fisico Quimico:
Ensayo Unidad Resultado Desviacion estandar (%)
Grasa g/100 g 4,81 0,04
. Anélisis Cromatografia-GC:
Ensayo Lc Unidad Resultados
Ac. Araquidico(C20:0) 0,014 9/100 g de muestra <0,014
Ac. Araquidonico(C20:4 (W 6)) 0,006 9/100 g de muestra < 0,006
Ac. Behenico(C22:0) 0,019 g/100 g de muestra <0,019
Ac. Butirico (C4:0) 0,097 /100 g de muestra < 0,097
Ac. Caprico (C10:0) 0,01 /100 g de muestra <0,010
Ac. Caprilico (C8:0) 0,022 /100 g de muestra < 0,022
Ac. Caproico(C6:0) 0,033 /100 g de muestra < 0,033
Ac. cis-10 pentadecenoico(C15:1) 0,002 /100 g de muestra < 0,002
Ac. cis-10-Heptadecenoico(C17:1) 0,007 /100 g de muestra < 0,007
Ac. Cis-11, 14, 17- Ei 20:3 (w 3)) 0,004 9/100 g de muestra < 0,004
e Ac. Cis-11, 14-Eicosadienoico(C20:2) 0,022 g/100 g de muestra < 0,022
de Acidos Ac. Cis-11-Eicosenoico(C20:1) 0,011 /100 g de muestra <0,011
Grasoe Ac. Cis-13, 16- Docosadiencico(C22:2) 0,012 9/100 g de muestra <0,012
Ac. cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-Di 22:6 (w3) DHA) 0,038 9/100 g de muestra < 0,038
Ac. cis-5, 8, 11, 14, 17-Eicosapentaenoico(C20:5 (w 3) EPA) 0,014 9/100 g de muestra < 0,014
Ac. Cis-8, 11, 14- Eicosatrienolco(C20:3 (w 6)) - 0,003 /100 g de muestra 0,02 .~
Ac. Elaidico (trans)(C18:1 (w 9 trans)) 0,008 9/100 g de muestra < 0,008
Ac. Erucico(C22:1 (w 9)) 0,01 /100 g de muestra < 0,008
Ac. Estearico(C18:0) - 0,018 /100 g de muestra 0,051
Ac. Heneicosanoico(C21:0) 0,032 /100 g de muestra < 0,032
Ac. Laurico (C12:0) 0,007 9/100 g de muestra < 0,007
Ac. Lignocerico(C24:0) 0,026 9/100 g de muestra < 0,026
Ac. Linoeladico (trans)(C18:2 (w 6 trans)) 0,007 ¢/100 g de muestra < 0,007

:Limite do cuantifica

acion
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Pag. 2/2
Ensayo LC Unidad Resultados
Ac. Linoleico (C18:2 (w & cis)) 0,009 9/100 g de muestra 0,854
Ac. Linolenico(C18:3 (w 3)) 0,007 9/100 g de muestra 0,012
Ac. Margarico (C17:0) 0,008 9/100 g de muestra < 0,008
Ac. Miristico (C14:0) 0,011 /100 g de muestra 0,014
Ac. Miristoleico (C14:1) 0,004 g/100 g de muestra 0,019
Ac. Nervonico(C24:1) 0,01 g/100 g de muestra <0,010
Composicién | A¢ Oleico(G18:1 (w 9 ¢ig)) * 0,017 9/100 g de muestra 0,069
de Acidos
Grasos Ac. Palmitico(C16:0) - 0,016 ¢/100 g de muestra 1,758
Ac. Palmitoleico(C16:1)  ® 0,006 g/100 g de muestra 0,300
Ac. Pentadecanoico (C15:0) 0,007 g/100 g de muestra <0,007
Ac. Tricesanoico(C23:0) 0,01 9/100 g de muestra <0,010
Ac. TrEdecanofc_:o (C13:0) 0,003 g/100 g de muestra < 0,003
Ac. Undecanoico (C11:0) 0,003 g/100 g de muestra <0,003
Ac. y-linolenico(C18:3 (w 8)) 0,007 9/100 g de muestra 1,194
LC:Limite de cuantificacion
Ensayo LC Unidad Resultados
Acidos Grasos Samrados 0.003 9/100 g de muestra 1,823
Composicion Acidos Grasos Monoinsaturados. 0.002 g/100 g de muestra 0.388
de Acidos Acidos Grasos Poliinsaturados 0.003 g/100 g de muestra 2.080
Grasos Acidos Grasos No Identificados - /100 g de muestra 0.519
Acidos grasos total - 9/100 g de muestra 4.81
LC:Limite de cuantificacion
Ensayo LC Unidad Resultados
Otros - Acidos Grasos Trans 0.011 9/100 g de muestra <0,01m
Acidos Grasos Omega 3 (g/100 g de Muestra) 0.004 @/100 g de muestra 0,01
Composicién Acidos Grasos Omega 6 (g/100 g de Muestra) 0.003 g/?IOO g de muestra 2,07
de Acidos Acidos Grasos Omega 9 (g/100 g de Muestra) 0.008 ¢/100 g de muestra 0,07
Grasos Acidos Grases DHA (g/100 g de Muestra) 0.038 g/100 g de muestra <0,038
Acidos Grasos EPA (g/100 g de Muestra) 0.014 g/100 g de muestra < 0,014
EPA + DHA 0.014 9/100 g de muestra <0,014

LC:Limite de cuantificacion

Composicién de Acidos Grasos: AOAG

Chromatographic Method

Grasa: AOAC 930.09, ¢3, 20th Ed. 2016. Ether Extract of plants. Gravimetric method

OBSERVACIONES
Prohibida la reproduccion total o parcial de este informe, sin la autorizacién escrita de CERPER S.A.
Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una ce

de la calidad de la entidad que lo preduce.

Callao, 25 de junio de 2018

JD

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

/}WﬁOSA PALOMINO LOO
C.LP. N° 40302
EFE DE COCXDINACION DE LABORATORIOS

METODOS
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ANEXO 2. Composicion de dieta estdndar para ratas

Composicion porcentual de las dietas (g/100 g)

Maiz 65.72
Torta de soya 26.29
Aceite de soya 6.32
Carbonato de calcio 1.16
DL-metionina 0.21
Pre mezcla de vitaminas y minerales 0.1
Cloruro de Colina, 60% 0.1
Cloruro de sodio 0.1
Contenido nutricional calculado

Materia seca 88.07 %
Proteina 18.00 %
Fibra 2.70 %
Grasa 8.88 %
Fosforo total 0.33%
Calcio 0.50%
Sodio 0.05%
Acido linoleico 4.71%

FUENTE: Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos, UNALM
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ANEXO 3: Datos del estudio en ratas no gestantes

a. Consumo de alimento semanal ()
Tratamiento
Semana Repeticion 1 2 3
1 19.90 18.41 21.10
2 18.24 17.99 17.44
1 3 14.98 18.30 18.48
4 15.73 18.30 17.11
5 18.60 18.00 19.33
1 19.06 19.18 21.57
2 17.84 18.98 19.33
2 3 16.67 17.49 15.83
4 16.58 18.80 17.82
5 16.70 19.00 14.00
1 19.41 18.67 19.94
2 20.64 18.21 19.51
3 3 14.23 19.20 17.46
4 17.13 18.56 17.88
5 15.00 19.24 15.38
1 19.30 19.03 20.43
2 17.44 18.05 19.98
4 3 15.37 19.58 17.16
4 17.54 19.00 17.87
5 17.00 18.00 15.97
1 20.09 19.45 20.51
2 19.39 19.38 18.31
5 3 16.59 18.12 18.94
4 16.54 19.40 18.14
5 19.00 18.20 18.17
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b.

Peso semanal ()

Tratamiento

Semana Repeticion 1 2 3
1 249.11 222.10 237.20
2 240.50 235.40 212.22
1 3 232.80 238.33 230.40
4 254.10 225.01 225.45
) 241.00 234.00 204.18
1 269.34 257.50 239.41
2 248.21 241.13 215.14
2 3 236.40 257.60 255.55
4 260.49 240.87 233.60
) 249.70 255.90 215.50
1 283.50 264.26 267.25
2 261.50 263.54 278.32
3 3 251.32 263.65 258.92
4 248.42 263.78 247.82
5 260.00 264.70 217.30
1 290.16 272.15 262.04
2 270.56 265.23 279.12
4 3 246.56 270.12 260.13
4 270.46 266.40 251.57
5 271.23 270.32 221.43
1 283.41 273.59 268.81
2 287.93 272.42 290.26
5 3 250.79 278.85 262.32
4 267.77 274.00 255.13
5 286.76 276.20 225.70
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C.

Peso de los tejidos

Tratamiento | Repeticion Peso Peso higado Peso de grasa
eutanasia (g) (9) visceral ()
1 272.84 10.51 6.98
2 267.95 12.13 7.28
1 3 251.55 8.09 6.18
4 267.93 8.35 8.28
5 267.93 8.40 8.01
1 270.61 11.30 9.74
2 263.13 8.32 8.13
2 3 273.54 9.57 8.10
4 265.00 8.54 8.20
5 270.00 9.00 8.79
1 260.59 10.24 5.62
2 257.82 8.80 7.79
3 3 254.37 9.59 4.97
4 254.23 9.65 5.95
5 224.47 7.65 4.18
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d.

Perfil de acidos grasos (g/ 100g higado)

Acidos grasos

Tratamiento | Repeticion | C16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C20:4 | C22:6
1 0.291 | 0.353 | 0.116 | 0.273 | 0.376 | 0.131
! 2 0.312 | 0.454 | 0.112 | 0.293 | 0.477 | 0.154
1 0.290 | 0.344 | 0.227 | 0.223 | 0.573 | 0.131
2 2 0.367 | 0.440 | 0.159 | 0.356 | 0.375 | 0.154
3 0.440 | 0.578 | 0.135 | 0.241 - 0.164
1 0.364 | 0.252 | 0.116 | 0.325 | 0.294 | 0.079
2 0.329 | 0.367 | 0.113 | 0.244 | 0.349 | 0.114
3 3 0.439 | 0.534 | 0.211 | 0.489 | 0.589 | 0.167
4 0.350 | 0.451 | 0.117 | 0.275 | 0.441 | 0.091
) 0.506 | 0.630 | 0.197 | 0.449 | 0.627 | 0.126
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ANEXO 4: Datos del experimento

a. Consumo semanal (g)
Tratamiento
Semana Repeticion 1 2 3
1 15.78 18.60 17.69
2 18.19 17.00 18.70
1 3 17.45 21.72 23.96
4 16.83 21.08 20.40
5 17.26 20.82 24.99
1 19.11 20.88 21.16
2 20.76 19.25 21.22
2 3 19.41 21.24 26.23
4 19.01 22.36 20.77
) 19.84 22.45 25.80
1 19.37 21.04 21.70
2 25.47 19.63 24-76
3 22.31 21.32 26.68
3 4 22.45 23.86 20.92
5 20.93 21.81 26.90
1 34.20 29.32 35.07
2 42.96 31.40 33.55
4 3 29.75 32.52 39.52
4 33.92 35.32 41.45
5 28.20 34.76 40.44
1 42.66 42.83 46.44
2 47.95 45.18 45.19
5 3 45.99 45.63 48.27
4 43.86 47.89 48.34
5 44.08 49.08 47.67
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b.

Peso semanal ()

Tratamiento

Semana Repeticion 1 2 3
1 224.05 252.50 223.01
2 220.88 269.62 251.70
1 3 223.10 220.32 246.20
4 240.50 254.50 245.85
5 231.20 230.50 240.55
1 245.36 278.30 248.81
2 234.13 287.32 282.08
2 3 250.69 230.40 293.93
4 260.12 27511 276.92
5 258.42 263.72 260.31
1 297.06 372.16 300.45
2 270.09 329.20 335.20
3 3 287.20 270.09 380.22
4 290.30 330.15 345.01
5 355.32 313.85 302.01
1 238.46 283.49 243.35
2 243.22 280.12 271.94
4 3 270.85 253.41 282.16
4 270.74 283.64 270.71
5 279.16 275.70 275.34
1 250.41 306.51 261.23
2 259.05 308.74 290.14
5 3 291.30 276.76 306.97
4 287.03 298.03 279.90
5 296.97 283.17 294.87
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C.

d.

Peso de los tejidos (g)

Tratamiento | Repeticion Pesc-) Peso higado Pe-so de grasa
eutanasia (g) (9) visceral (g)
1 245.47 11.11 6.65
2 239.85 11.86 2.93
1 3 270.92 12.63 6.07
4 280.43 11.34 5.27
5 272.90 14.04 4.35
1 291.13 9.39 8.31
2 280.37 10.87 5.09
3 265.30 9.49 6.97
: 4 288.62 13.47 5.32
5 276.35 11.08 4.96
1 238.72 9.77 8.13
2 272.66 10.16 7.41
3 3 280.96 11.65 5.58
4 257.63 10.82 4.96
5 263.95 11.48 3.87
Peso de las crias (g)
Tratamiento | Repeticion | Nacimiento L1 L2 Destete
1 6.29 12.86 | 20.11 | 25.37
2 6.04 13.27 | 23.35 | 29.98
3 6.30 12.99 | 28.72 | 30.38
. 4 6.05 11.26 | 19.04 | 28.41
5 6.14 16.07 | 18.36 | 24.53
6 6.22 13.18 | 1845 | 24.81
1 5.88 9.68 | 2532 | 27.98
2 5.94 12.27 | 21.76 | 31.90
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3 6.36 12,29 | 19.54 | 27.19
2 4 6,27 12.25 | 23.56 28.78
5 6.02 11.19 | 21.57 31.44
6 5.66 11.84 | 21.35 30.71
1 6,61 11.91 | 21.90 30.51
2 7.98 8.31 | 19.34 28.53
3 3 7.16 10.15 | 22.90 29.95
4 6.30 11.55 | 23.45 27.62
5 6.72 11.60 | 22.78 30.38
L1: Primera semana de lactancia
L2: Segunda semana de lactancia
Perfil de acidos grasos del higado (g/100g)
Acidos grasos
Tratamiento | Repeticién | C16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C20:4 | C22:6
1 0.312 | 0.384 | 0.211 | 0.225 | 0.291 | 0.094
2 0.376 | 0.254 | 0.212 | 0.267 | 0.264 | 0.095
! 3 0.322 | 0.324 | 0.124 | 0.290 | 0.301 | O.107
4 0.330 | 0.336 | 0.182 - - 0.079
1 0.359 | 0.395 | 0.192 | 0.358 | 0.386 | 0.113
2 0.440 | 0.441 | 0.168 | 0.344 | 0.419 | 0.046
2 3 0.322 | 0.393 | 0.204 | 0.397 | 0.389 | 0.082
4 0.340 | 0.379 | 0.188 | 0.373 | 0.427 | 0.048
5 0.397 | 0.385 | 0.164 - 0.403 | 0.049
1 0.249 | 0550 | 0.182 | 0.317 | 0.313 | 0.066
2 0.360 | 0.420 | 0.183 | 0.358 | 0.475 | 0.105
3 3 0.449 | 0.492 | 0.182 | 0.366 | 0.491 | 0.101
4 - - - 0.428 - 0.092
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ANEXO 5. Siglas

Sigla Significado
AG Acido(s) graso(s)
AGS Acido graso saturado
AGMI Acido graso monoinsaturado
AGPI Acido graso poliinsaturado
AGPI-CL Acido graso poliinsaturado de cadena larga
AGE Acido graso esencial
AGNE Acido graso no esterificado
AA Acido araquidénico
AL Acido linoleico
ALA Acido linolenico
EPA Acido eicosapentaenoico
DHA Acido docosahexaenoico
GLA Acido gamma (y) linolenico
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