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Resumen Vil

Resumen

Estado actual de los métodos de estimacién de la bioaccesibilidad

in vitro de hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados: una revision

La bioaccesibilidad se define como la fraccion de un nutriente o componente bioactivo que
esta disponible para ser absorbido por el intestino. Es la cantidad real del nutriente que
esta contenido en un alimento y que puede ser potencialmente aprovechado. La medicion
de la bioaccesibilidad in vitro tiene gran importancia, ya que es una manera relativamente
sencilla y practica de aproximarse al aporte real de nutrientes y componentes bioactivos,
teniendo en cuenta que los estudios in vivo son costosos Yy tienen diferentes implicaciones
éticas. También, se ha definido la medicién de la bioaccesibilidad como un primer paso

hacia la estimacién de la biodisponibilidad y consecuentemente la bioactividad.

La medicién de la bioaccesibilidad se hace a través de la aplicacién de digestion simulada,
de acuerdo con las distintas fases y condiciones que suceden en el organismo, para lo
cual existen diferentes metodologias. Estas metodologias presentan variabilidad en
aspectos primordiales como las concentraciones de enzimas, el pHy el tiempo de duracion
de cada una de las fases. A partir de esta situacion, organismos internacionales dedicados
a la investigacion en la materia, han propuesto protocolos estandarizados, con el fin de
definir condiciones mas controladas, que permitan la comparacion de los resultados de las
investigaciones, con conclusiones mas consistentes y por ende recomendaciones mas

especificas.

Por otra parte, teniendo en cuenta los problemas nutricionales que se presentan en la
poblaciéon colombiana, dentro de los que se destaca la deficiencia de hierro y zinc, se
plantea una propuesta para medir la bioaccesibilidad de estos minerales en mezclas
vegetales, considerando que se han utilizado como vehiculo para la fortificacion de

nutrientes. Se espera que la propuesta sirva como un punto de partida para el desarrollo
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de investigaciones futuras al respecto, especialmente en matrices alimentarias de alto
consumo y que tienen como objetivo el mejoramiento del estado nutricional de la

poblacion.

Palabras clave: (Bioaccesibilidad, hierro, zinc, digestion in vitro).
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Abstract

Current status of bioaccessibility for in vitro estimation methods in iron and zinc

for different fortified foods: a review

Bioaccessibility is defined as the fraction of a nutrient or bioactive component available to
be absorbed by the intestine. The real amount of the nutrient that is contained in a food
and that can be potentially used. The measurement of bioaccessibility in vitro is of great
importance, since it is a relatively simple and practical way to approach the real contribution
of nutrients and bioactive components, considering that in vivo studies are expensive and
have different ethical implications. Also, the measurement of bioaccessibility has been
defined as a first step towards the estimation of bioavailability and consequently bioactivity.

The measurement of bioaccessibility is done through the application of simulated digestion,
according to the different phases and conditions that happen in the body, for which there
are different methodologies. These methodologies present variability in primary aspects
such as enzyme concentrations, pH, and duration of each of the phases. Based on this
situation, international organizations dedicated to research in the field, have proposed
standardized protocols, to define more controlled conditions, which allow the comparison
of the results of the investigations, with more consistent conclusions and therefore more

specific recommendations.

On the other hand, considering the nutritional problems that occur in the Colombian
population, among which the deficiency of iron and zinc stands out, a proposal is proposed
to measure the bioaccessibility of these minerals in vegetable mixtures, considering that
they have been used as a vehicle for the fortification of nutrients. It is expected that the

proposal will serve as a starting point for the development of future research in this regard,
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especially in food matrices of high consumption and that have as objective the improvement
of the nutritional status of the population

Keywords: (Bioaccessibility, iron, zinc, in vitro digestion)
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Introduccioén

La estimacion de la bioaccesibilidad aporta informacién muy importante para seleccionar
la dosis y la fuente adecuada de micronutrientes para matrices alimentarias buscando
garantizar la eficacia nutricional de los productos alimenticios (1). Al realizarse la
estimacion de la bioaccesibilidad es posible tener una aproximacién mas cercana de la
cantidad de un micronutriente que puede llegar a ser absorbido por el intestino para que

cumpla con su funcion dentro del organismo.

Para realizar la estimacion de la bioaccesibilidad se tienen disponibles los métodos in vitro,
los cuales permiten simular en condiciones de laboratorio el proceso de digestion
gastrointestinal en sus diferentes fases: boca, estbmago e intestino delgado. Posterior al
cumplimiento de estos procesos se hace una estimacién de la concentracion del nutriente
en el extracto final (2). El proceso de digestion se simula en condiciones controladas

usando las enzimas digestivas comerciales (amilasa, pepsina, lipasa, etc) (3).

En concordancia con lo anterior, se considera la estimacién de la bioaccesibilidad como
una herramienta importante en el disefio de productos que sirvan como vehiculo para el
suministro de micronutrientes, especialmente los mas criticos para la poblacion
colombiana como el hierro y el zinc. Al respecto se ha planteado que la desnutricién por
deficiencia de micronutrientes es una situacion encontrada en el mundo entero, afectando
a multiples comunidades pero con mayor impacto en las poblaciones mas vulnerables,

como los menores de 5 afios y las mujeres gestantes (4).

Referente a este tema, en Colombia, segun la ENSIN 2015, la desnutricion por deficiencia
de micronutrientes continda siendo un problema de salud publica y tiene repercusiones
serias en términos de desarrollo econémico para las poblaciones afectadas. En los nifios
de 6 meses a 4 afios la prevalencia de anemia es de 24.7%, siendo mayor en los nifios y
nifias de 6 a 11 meses (62.5%), seguida por los nifios de 12 a 24 meses (35.6%), por indice

de riqueza, se encontraron prevalencias mas altas de anemia en el nivel méas bajo (26.8%).



2 Introduccién

Con respecto al zinc, el 36,0 % de la poblacién entre 1 a 4 afios en Colombia presenté
deficiencia de este mineral. Se encontraron los mayores porcentajes en nifos (sexo
masculino) (36,4 %) y en la poblacion sin pertenencia étnica (36,5 %) dentro de este grupo
de edad. Aun cuando la prevalencia de deficiencia de zinc ha venido disminuyendo,
contindia siendo un grave problema de salud publica (5).

Dentro de las estrategias planteadas para hacer frente a la situacibn mencionada se
encuentra la fortificaciébn de alimentos, como apoyo a otras lineas de accién. En la
actualidad se aplican diferentes métodos como la fortificacion de alimentos especificos, en
donde se utilizan productos para determinados subgrupos de la poblacién, adicionando los
nutrientes necesarios. En esta categoria se encuentran los alimentos para lactantes y nifios
de corta edad, para alimentacion escolar, raciones para la alimentacion de emergencia y

personas desplazadas, entre otros (6).

Teniendo en cuenta la necesidad de la mediciéon del hierro y zinc, dos micronutrientes
criticos en la poblacion infantil, potencialmente accesibles en alimentos fortificados y las
ventajas de la aplicacion de los métodos in vitro; se considera de gran utilidad revisar los
avances en los métodos de medicién con el fin de conocer su aplicabilidad en las mezclas
vegetales, debido a que son alimentos utilizados como vehiculo para fortificacion de
nutrientes en poblaciones especificas. Para el caso de Colombia, en los nifios menores de
cinco afios, quienes se consideran poblacion en alto riesgo de desnutricion por el aumento

en los requerimientos nutricionales debido al rapido crecimiento y desarrollo (5).

Con el desarrollo del presente trabajo se plantea una propuesta para la estimacion de
bioaccesibilidad in vitro de hierro y zinc en mezclas vegetales, las cuales son clasificadas
como alimentos complementarios fortificados, obtenidas a partir de la mezcla de harinas

de cereales, leguminosas, con adicion de vitaminas y minerales.



1 Marco Conceptual

La medicién de la bioaccesibilidad se considera como un aspecto clave en el disefio de
productos alimenticios que buscan un beneficio para la salud. Especificamente cuando se
adicionan uno o varios nutrientes, para disminuir o mejorar los estados de carencia en la
poblacion que los va a consumir. La variacibn en los habitos alimentarios, las
recomendaciones dietarias de organismos internacionales (en las que se tienen en cuenta
cada vez mas las particularidades de la poblacion), asi como la presencia y el conocimiento
creciente de gran cantidad de compuestos bioactivos en los alimentos han dado lugar a
grandes desafios para la investigacion en nutricién, alimentacion y en la industria

alimentaria (1).

Es necesario aclarar los conceptos relacionados con los procesos que se llevan a cabo
dentro del organismo por parte del nutriente, que se inician con su ingesta y contindan con
la digestion, absorcion, asimilacién y metabolismo. Por ende, se hace alusion a los

conceptos de bioaccesibilidad, biodisponibilidad y bioactividad.

1.1 Bioaccesibilidad

La palabra "bioaccesibilidad" es un concepto clave para estimar la eficiencia nutricional
tanto de los alimentos en su forma natural, como de los productos alimenticios
desarrollados para contribuir a mejorar la salud humana. Es por esto que se ha definido
como la fraccion de una sustancia que se convierte en disponible para ser absorbida, al

ser liberada en el tracto gastrointestinal a través de los mecanismos especificos adecuados

(1)

La bioaccesibilidad est4 estrechamente ligada y puede diferir en gran medida con la
concentracion total en la matriz alimentaria (7), relacionada con la capacidad de los

nutrientes de ser solubilizados y posteriormente ser liberados al medio (7). Para varios
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autores la bioaccesibilidad se considera como sindnimo de solubilidad. La bioaccesibilidad
€s, en consecuencia, la relacién de la cantidad de una sustancia potencialmente disponible

para el aprovechamiento y absorcion dentro del intestino (8).

En general la bioaccesibilidad incluye la secuencia completa de eventos que ocurren
durante el proceso digestivo de los alimentos en sustancias mas simples, asimilables por
el organismo, incluyendo la absorcion en los enterocitos y el metabolismo presistémico
(intestinal y hepatico) (1). Es muy importante considerar que el contenido bioaccesible es
siempre igual o superior al contenido biodisponible. También se ha definido el término
bioaccesibilidad como la cantidad del micronutriente objetivo liberado de la matriz
alimentaria por la digestién normal y solubilizado en el tracto gastrointestinal, quedando
asi "disponible" para la absorcién por las células intestinales (2). En la misma linea, los
métodos de bioaccesibilidad / biodisponibilidad in vitro proporcionan un conocimiento
profundo sobre las interacciones entre los nutrientes y sus componentes alimentarios, el
efecto del pH y las enzimas, las practicas de preparacion y procesamiento de alimentos
sobre la capacidad de absorcion de micronutrientes. Por lo tanto, el conocimiento de la
bioaccesibilidad es importante para establecer la calidad de un nutriente (9).

Otros autores la definen como la fraccion de un componente ingerido que se vuelve
accesible para la absorcion a través de la capa epitelial del tracto gastrointestinal. Para ser
absorbidos, los componentes deben inicialmente ser liberados de la matriz alimentaria y
luego ser solubilizados en micelas; por lo tanto, la determinaciéon experimental de la
bioaccesibilidad logra buenos resultados con el uso de métodos in vitro, resaltando que la
clave de estas estimaciones es la realizacién de una simulacién lo mas apegada posible a
la realidad, en cuanto a las condiciones quimicas, bioquimicas y mecdanicas en cada una
de las fases. La bioaccesibilidad finalmente se reporta en porcentaje definiéndose como la
relacion entre la cantidad de un componente solubilizado y la cantidad de componente en
crudo digerido (10).

En una vision mas amplia se ha planteado que durante todo el proceso que sufre la matriz
alimentaria hasta llegar a ser consumida, puede tener transformaciones que influyen
directamente en la bioaccesibilidad de los diferentes nutrientes y que es posible mitigar los
efectos negativos que puedan sucederse mediante acciones concretas que vayan de

acuerdo con la matriz y con el nutriente de interés (11). Los pasos iniciales estan
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condicionados por los parametros fisicoquimicos de los ingredientes y la microestructura
del alimento; posteriormente es la bioquimica y la fisiologia las que juegan un papel mas
importante. El tipo de procesamiento que sufre la materia prima: tostado, molienda; el tipo
de nutriente a considerar: sensible o no al calor, acidos o alcalis; la composicion y
estructura de la matriz, presencia de estructuras como fibras que interfieren en la absorcion
de los nutrientes, juegan un papel importante en la bioaccesibilidad de los mismos. Este
factor se ve afectado por la composicidon bioquimica de la matriz alimentaria y por las
sinergias y antagonismos que se puedan establecer entre los diferentes componentes (2)
(12).

Complementando el concepto, también se ha definido que existen factores que afectan la
bioaccesibilidad como los elementos estructurales de la matriz alimentaria, como paredes
celulares, granulos de almidén y cuerpos de proteina en los granos de cereales. Otros
factores con algun tipo de incidencia pueden ser: la forma quimica de los minerales y otros
nutrientes, ya que estos pueden encontrarse dentro de la matriz en la forma quimica como
se absorbe o como un precursor requiriendo activacion o paso previo. Ademas pueden
suceder interacciones de la matriz con potenciadores o cofactores, los cuales pueden
actuar de formas diferentes, manteniendo el nutriente soluble o protegiéndolo de la accién
de los inhibidores; la interacciébn con inhibidores o supresores puede reducir la
biodisponibilidad de los nutrientes: al volverlo insoluble e impedir su absorcion o al competir

por la misma via de utilizacion (11).

También se ha planteado haciendo alusién mas especifica al tema, que la bioaccesibilidad
de los minerales en una matriz alimentaria depende de varios factores, como la
composicion de esta (el equilibrio entre los componentes de absorcién, promotores e
inhibidores), los aditivos y los métodos de procesamiento. Los principales componentes
inhibidores en una matriz alimentaria incluyen acido fitico, taninos, acido oxalico y fibra
dietética, y también depende del contenido de proteinas, la composicion y la interaccion

general de los componentes en la matriz (13).

Se ha observado adicionalmente, la proliferacién de estudios relacionados con digestion
in vitro y bioaccesibilidad orientados, por ejemplo, a evaluar la relacién que existe entre el
consumo de alimentos antioxidantes, probiéticos y fibras con la promocién de salud y al

interés que estos temas estan suscitando en los consumidores, frente a la prevencion de
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la aparicion de enfermedades no transmisibles como obesidad, cancer, diabetes mellitus y
enfermedades cardiovasculares con una importante carga de mortalidad a nivel mundial
(14).

1.1.1 Medicion de la Bioaccesibilidad In Vitro

Para determinar la bioaccesibilidad se cuenta con diferentes modelos metodolégicos, in
vitro, que permiten reconocer, la cantidad de micronutrientes que estarian disponibles para
ser absorbidos y por lo tanto en condiciones de ser utilizados, en ciertos casos con gran
precision. Se han desarrollado varios métodos in vitro, en las dltimas dos o tres décadas,
para simular las condiciones fisiol6gicas (temperatura, agitacion, pH, enzima vy
composicion quimica) y las secuencias de eventos que ocurren en el tracto gastrointestinal
humano en la digestién. Estos métodos llamados estaticos o bioquimicos son las técnicas
mas simples y por lo tanto mas facilmente reproducibles incluyendo dos o tres etapas de
digestion (oral, gastrica e intestinal) cuyos productos permanecen inméviles en un solo

biorreactor (15).

La digestion in vitro se fundamenta en los conocimientos actuales de la fisiologia humana
sobre el funcionamiento del aparato digestivo, extrapolados a las condiciones del
laboratorio, para crear protocolos adecuados para llevar a cabo los ensayos. Sin embargo,
no todos los eventos que ocurren durante el proceso digestivo pueden ser reproducibles
mediante estos ensayos y una de las mayores desventajas del método es que no incluye

las interacciones complejas entre el alimento y el organismo (14).

Al respecto, se han desarrollado varios trabajos de investigacion como el de Hoebler y
otros, quienes disefiaron un sistema de digestion in vitro en el que se imitaban los procesos
fisicos y quimicos de la boca y el estbmago para entender la cinética de la digestion de los
hidratos de carbono y proteinas en pan. Para simular la digestion en fase oral, el pan se

moli6 y se sometié a la accion de la amilasa, midiendo la liberacién de oligosacaridos (8).

Miller describi6 un método in vitro para la estimacion de la disponibilidad de hierro de
alimentos el cual implica la digestion gastrointestinal simulada, seguida por la medicion de
hierro soluble de bajo peso molecular. Las mezclas de alimentos se homogeneizaron y se

expusieron a pepsina a pH 2. La digestion se continu6 después de la adicion de sales



Marco Conceptual 7

biliares y pancreatina. El hierro de la mezcla de digestion fue difundido a través de una
membrana semipermeable. Los resultados fueron similares cuando se midi6 el hierro de
alimentos de origen intrinseco o extrinseco. Se realizaron estimaciones de disponibilidad
en alimentos fortificados para conocer la disponibilidad de hierro y la mejora de los factores
de inhibicion. Pudo observarse que las disponibilidades relativas eran determinadas por el
contenido de 4cido ascérbico, ademas de la presencia de otros alimentos como los huevos,
zumo de naranja, té, café, refrescos de cola, o panes de diferentes tipos, el método refleja

de manera adecuada la disponibilidad de hierro real de alimentos (16).

Los métodos de digestion simulados generalmente incluyen las tres etapas, como se
menciond anteriormente, observandose que la mayoria de los modelos reportados en la
literatura son estaticos, es decir, modelos con proporciones constantes de alimento

enzimas, sales, acidos biliares, etc. en cada paso de la digestién (3).

En otro estudio, los porcentajes de hierro ferroso y dializable, fueron estudiados en un jugo
citrico (pifia y maracuya) fortificado con sulfato ferroso, pirofosfato férrico micronizado
dispersable y bis-glicinato ferroso en concentraciones similares. EI método in vitro de
Kapsokefalou y Miller, se aplicé utilizando 0,15 N de soluciones tampén (pH 8,5), para
ajustar el pH durante la digestion pancreatica. También se estudiaron diferentes valores
de pH de soluciones tampdn utilizando en la medicién las concentraciones de hierro con
ferrozina (solucién cromodgeno). Las absorbancias méaximas se obtuvieron con un valor de
pH de 8,5 de solucion tampon. El sulfato ferroso se utilizé como una sal de referencia,
aunque nuevos compuestos, como bis-glicinato ferroso y férrico y pirofosfato micronizado

dispersarle, mostraron una alta disponibilidad de hierro relativa en jugo (17).

Cagnasso en el afio 2010, utilizé la dializabilidad de los minerales (D%) como un indicador
de la biodisponibilidad potencial. El procedimiento involucra una digestién enzimatica en
condiciones que simulan las fisiolégicas. Cada muestra fue homogeneizada en una
procesadora para facilitar su posterior analisis. Alicuotas de 15 g de cereales procesados
se incubaron con solucion acuosa al 3% de pyE-amilasa y 45 ml de agua o leche durante
30 minutos a 37° C con agitacion. El contenido total de minerales de las muestras fue
determinado en el digerido de pepsina por espectroscopia de absorcion atémica, previa

mineralizacién con una mezcla HNO3 -HCIO4 (50:50). La dializabilidad mineral se calcul
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como el porcentaje del mineral dializado con respecto a la concentracién total de mineral

presente en cada muestra (18).

Chu y Beauchemin describieron la metodologia para evaluar la bioaccesibilidad maxima
de nutrientes liberados de los alimentos en los fluidos gastrointestinales artificiales (saliva,
jugo gastrico, y jugo intestinal) con inyecciéon de flujo y acoplada, con espectrometria de
masas. Postriormente Haro-Vicente y otros (17) utilizaron digestion in vitro para medir el
hierro disponible de diferentes fortificantes (sulfato ferroso, pirofosfato férrico micronizado

dispersables y ferroso bis-glicinato) en zumos de frutas citricas.

1.2 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se puede definir como la fraccion del nutriente que se ingiere y que
esta disponible para ser utilizado en funciones fisioldégicas o para ser almacenado por el
organismo segun corresponda. Por lo tanto, la biodisponibilidad de una sustancia
comprende la liberacion desde la matriz alimentaria y la disponibilidad asociada para la

absorcion como tal, el metabolismo, la distribucion hacia los tejidos y la bioactividad (1).

La biodisponibilidad, también puede ser definida como la eficiencia con la cual, las
sustancias nutritivas de la dieta son utilizadas biol6gicamente. Depende del tipo de
compuesto presente en los alimentos, la combinacién de diferentes sustancias en un
mismo tiempo de comida, la cantidad, el estado nutricional del individuo y de algunos
eventos especiales para los cuales el organismo crea mecanismos de adaptacion, bien
sea por movilizacion entre los tejidos o su variacion en la absorcion. Para el caso del hierro,
por ejemplo, la absorcién se eleva en caso de deficiencia, las anemias hemoliticas y en la
hipoxia, mientras que en procesos inflamatorios o infecciosos existe una reduccion de la

misma (19).

Como representacion de los multiples factores que pueden intervenir en la
biodisponibilidad del hierro, se ha observado, por ejemplo, que a pesar del alto contenido
de hierro no hem de los alimentos, su biodisponibilidad varia desde menos del 1% hasta
un 20%. Debido a que otros nutrientes de la dieta pueden aumentar o disminuir la eficiencia
con la cual son solubilizados y/o reducidos por el pH gastrico, influyendo de manera

importante en su absorcion. La combinacion de varios factores o inclusive sélo uno de ellos
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hace que algunos compuestos cobren importancia como estimuladores o como inhibidores

de la biodisponibilidad del mineral (20).

1.3 Bioactividad

El concepto de bioactividad encierra los diferentes fendmenos que ocurren después de
qgue un nutriente llega a la circulacion sistémica. Lo que incluye transporte a los tejidos
especificos, reaccion con biomoléculas, metabolismo dentro de estos tejidos y toda la
secuencia de resultados fisiol6gicos que se derivan del proceso, generando también la
produccion de un biomarcador y la respuesta fisiolégica que provoca. Por tanto, las
mediciones de bioactividad estan basadas especialmente en los eventos que suceden
mientras que el nutriente interactla con las biomoléculas propias y especificas, dando
lugar a un metabolito, una sefial 0 una respuesta, que tendra diferentes variaciones hasta
gue suceda la respuesta fisioldgica sistémica, la cual traera el beneficio para la salud
esperado. Las declaraciones sobre beneficios especificos de un nutriente (propiedades
saludables o disminucién del riesgo de enfermedad) se basan en desarrollo de estudios
de bioactividad (2).

Presentando la definicion basica de cada uno de estos elementos revisados, se incluye el
contexto en el que se relacionan, con el fin de interpretar las dependencias entre cada uno

de ellos.

1.4 Relacion conceptual entre biodisponibilidad,
bioaccesibilidad y bioactividad

Fernandez-Garcia realiz6 una propuesta para la definicion de estos conceptos, en la que
plantea la relacion existente entre ellos. Se define la biodisponibilidad como la cantidad del
nutriente que se asimila y utiliza para diferentes funciones metabdlicas o de
almacenamiento; la bioaccesibilidad es la fraccion de un compuesto que se libera de su
matriz en el tracto gastrointestinal y esta disponible para la absorcion; la bioactividad se
relaciona con la forma en que el compuesto bioactivo se transporta y alcanza el tejido
diana, su interaccion con las biomoléculas, el metabolismo o biotransformacion que puede
sufrir y la produccion de un biomarcador, asi como la respuesta fisioldgica que provoca.
Se ha observado que los términos de biodisponibilidad y la bioaccesibilidad se utilizan

indistintamente con frecuencia, sin embargo, es importante aclarar que dentro de la
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definicibn de biodisponibilidad se incluye la bioactividad, es decir la “biodisponibilidad”
incluye disponibilidad para absorcion, la absorcion en si misma, el metabolismo del
nutriente, la distribucién dentro de los tejidos especificos y la bioactividad (1). (llustracion
1-1)

llustracion 1-1 Definicién de biodisponibilidad como suma de bioaccesibilidad y bioactividad.

Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es la clave para la eficiencig
nutricional. De la ingesta total de alimentos, una
cantidad menor se asimila y se utiliza para funciones de|
almacenamiento y metabdlicas.

Bioaccesibilidad Bioactivdad

L .
I . . s |
[Eventos que tienen lugar durante la digestion
«de los alimentos para su transformacién en

I

/material potencialmente bioaccesible.

| .
‘Transporte y asimilacion por el tejido diana

-Eventos que tienen lugar durante la interacciénde -
|la digestion de alimentos con biomoléculas. |

[Metabolismo o biotransformaciény generaciénde |

:un biomarcador

1
1
1
!
‘Absorcién [ asimilacién a través del tejido !
zepitelia] !

I

1

[Meta bolismo presistémico

3 ! !Respuesta fisiologica

Fuente: Fernandez-Garcia (1)

Como puede observarse la biodisponibilidad no solamente abarca como tal la capacidad
de un nutriente de ser absorbido y trasformado en sustancias potencialmente
aprovechables por el organismo, sino que también incluye la forma en que el nutriente es
transportado al tejido diana, asi como los mecanismos mediante los cuales se generan los
cambios y las respuestas fisiolégicas que en conclusion serian los efectos en la salud que

se buscan con la utilizacién del mencionado nutriente (1).

1.5 El proceso digestivo

Para llevar a cabo los estudios de bioaccesibilidad es necesario reproducir el proceso
digestivo humano, mediante un modelo estatico in vitro. Por lo tanto, se realiza una breve
revision del mencionado proceso, con el fin de considerar su secuencia dentro del
organismo. La digestion comienza en la cavidad oral, el procesamiento del alimento se

produce a todo lo largo del tubo digestivo; éste proceso involucra la formacion y
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degradacién del bolo, absorcion de los componentes disponibles y la eliminacién de los
restos no digeribles (21).

El tubo digestivo humano es adecuado tanto para la digestion, como para la absorciéon de
los nutrientes en diferentes tipos de alimentos: lacteos, carnes, frutas, leguminosas,
verduras, cereales, azlcares, almidones complejos, grasas y aceites. Tanto los macro
como los micronutrientes indispensables para la vida vienen de los alimentos de la dieta,
a través de los mencionados procesos de digestion y absorcién (22). A continuacién, se

muestra el esquema del aparato digestivo humano (llustracion 1- 2).

llustracién 1-2 Esquema del aparato digestivo humano
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Fuente Krause (22)

Dentro de los elementos claves en la digestion estan las enzimas, que se definen como
polimeros biolégicos que catalizan las reacciones quimicas, necesarias para la vida. Las
enzimas en la digestion son las encargadas, de acuerdo con la especificidad de cada una
de ellas de la hidrélisis en el alimento. La existencia y continuidad de un conjunto
permanente, equilibrado y completo de enzimas es imprescindible para el metabolismo de
los nutrientes a fin de que proporcionen energia para la motilidad celular, la funcion neural
y la contraccion muscular, ademés de compuestos quimicos para la formacion de

proteinas, DNA, membranas, células y tejidos (23). Las enzimas digestivas se sintetizan
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en células especializadas en la boca, estbmago, pancreas e intestino delgado. Algunas
enzimas se unen a sus sustratos cuando entran en la célula y estan localizadas en las

membranas de lipoproteinas de las células mucosas (22).

La bilis, el bicarbonato de sodio y el acido clorhidrico son cofactores, que favorecen los
procesos de digestion y absorcién. Excepto en el caso de la fibra y de algunos hidratos de
carbono la digestion y la absorcion se realizan usualmente por completo en el intestino
delgado (22).

A continuacién, se revisa cada una de las fases de la digestion, incluyendo tanto el lugar

del sistema digestivo en donde se realiza, como los compuestos quimicos que intervienen.

1.5.1 Etapa oral

Gracias a las caracteristicas de la boca, se realiza alli la primera etapa del proceso
digestivo. Mediante la masticacion se reduce el tamafio de las particulas del alimento, para
gue posteriormente se mezclen con las secreciones salivales. El es6fago es un delgado
tubo muscular, incrustado en el tejido conectivo laxo en el mediastino posterior. Esta
rodeado por importantes estructuras, como el corazén, la aorta y la traquea (24). Tiene
aproximadamente 25 cm de largo, dividiéndose en tres zonas: el esfinter esofagico
superior, el cuerpo esofagico y el esfinter esofagico inferior (EEI) o cardias. El eséfago

transporta alimentos y liquidos desde la cavidad oral y la faringe hasta el estbmago (25).

El medio en el que encuentran todas las sustancias que hacen parte de la etapa oral de la
digestion es la saliva, esta se produce por las glandulas salivales, y es enviada a la cavidad
bucal. Proviene en su mayoria de glandulas salivales mayores, 93 % y de las menores en
7%. Tanto por sus funciones como por su composicién, se considera una secrecion
bastante compleja (26). La saliva contiene una gran variedad de electrolitos dentro de los
gue se destacan sodio, potasio, fosfatos, magnesio, calcio y bicarbonato. Ademas, incluye
inmunoglobulinas, enzimas, proteinas, mucinas y productos nitrogenados, como urea y
amoniaco. Tanto el bicarbonato como los fosfatos y la urea pueden modular el pH 'y por lo

tanto la capacidad amortiguadora de la saliva (27).
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Dentro de las importantes funciones de la saliva, se destaca la de proteger y mantener con
la lubricacién la mucosa de la parte superior del tracto digestivo; el mantenimiento de la
integridad de los dientes, la acciébn amortiguadora y de limpieza en estas estructuras;
actividad antibacteriana y antiviral, remineralizacion, la percepcién del sabor, masticacion,
produccion del bolo alimenticio, deglucion y digestion (28). Las mucinas presentes en la
saliva sirven para limpiar, agregar y/o unir microorganismos orales y aportar en el
metabolismo de la placa dental; el calcio, el fosfato y las proteinas conforman un factor

antisolubilidad; y las inmunoglobulinas y enzimas suministran accién antibacteriana (27).

El complejo proceso de la masticacion esta determinado por factores como la cantidad de
comida que se ingiere, la composicion de los alimentos, el nimero de ciclos de
masticacion, la fuerza de mordida, el estado de los dientes, el grado de hambre y los

habitos alimentarios entre otros (29).

» Enzimas de la etapa oral

Al comienzo del proceso digestivo, la principal enzima de la saliva es la alfa-amilasa: su
funcién es la digestion bucal del almidén de los alimentos. Cataliza la ruptura de los enlaces
polimerizantes alfa (1-4) , desempefiando un papel fundamental en la nutricion (26). Para
una adecuada actividad la a-amilasa salival (ptialina), necesita un pH de 6.8
aproximadamente. Su actividad esta limitada a la cavidad bucal en donde el pH puede ser
alto por la capacidad tampé6n de los alimentos. La accién esta enzima disminuye en la
etapa gastrica temprana debido al medio &cido y la actividad proteolitica en el estbmago.
Por lo anterior, se considera que tiene una menor importancia frente a la a-amilasa

pancredtica (3). A continuacion, se relacionan las enzimas de la etapa oral (tabla 1-1).

Tabla 1-1 Enzimas que intervienen en la fase oral de la digestiéon

Secrecion y origen Enzimas Sustrato Accion y productos
resultantes
Saliva de las glandulas Ptialina Almidén Hidrolisis para formar dextrinas
salivales de la boca (amilasa y oligosacaridos ramificados
salival)

Adaptado de Mahan LK (22)
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1.5.2 Etapa gastrica

Respecto a la funcion del estbmago, su principal propdsito es el de entregar su contenido
de forma regulada al duodeno para realizar la digestion intestinal. En el antro (parte inferior
del estbmago), se mezcla el alimento y es digerido con las enzimas secretadas y el &cido

clorhidrico, molido por los movimientos antrales y poco a poco vaciado en el duodeno (15).

Distintos tipos de células pueden encontrarse dentro del estdbmago, con proliferacion
bidireccional de las células del cuello de las glandulas géstricas. Las células producen
factor intrinseco para la absorcién de la vitamina B12 y HCI como parte fundamental del
jugo gastrico. Las células principales producen zimégeno y pepsina, mientras que
enteroendocrinas producen serotonina, gastrina, grelina, somatostatina, endotelina,
histamina y enteroglucagén entre otras. Las células mucosas producen bicarbonato y una
capa protectora en la superficie celular (30). Por medio de las contracciones de la zona
antral, los alimentos se licuan y mezclan generando una formacién homogénea de moco y
jugo gastrico, dando como resultado una sustancia semiliquida que recibe el nombre de
qguimo. Esta sustancia sale del estbmago lentamente y de manera gradual, de acuerdo con
la relajacion del piloro (25).

= Enzimas de la etapa gastrica

La pepsina es la primera enzima que actla sobre las proteinas, especialmente en la zona
media de las cadenas peptidicas, en los enlaces hidr6fobos en los aminoacidos aromaticos
como la fenilalanina, la tirosina y el tript6fano, presentes en la gran mayoria de las
proteinas alimentarias. Es la Unica enzima proteolitica en el estbmago, el pepsinégeno es
Su precursor inactivo, el cual es trasformado en pepsina activa por el acido clorhidrico (31).
El contenido de pepsina en el estbmago varia con las personas, sin embargo, aumenta

principalmente en la digestion de 0,26 (30 min) a 0,58 mg/ mL (180 min) (32).

En cuanto a las grasas, la mayoria de los acidos grasos provenientes de la dieta son
consumidos como triglicéridos y su aprovechamiento depende de la hidrélisis de los
enlaces éster y del glicerol (33). La lipasa gastrica tiene como funcién catalizar la hidrélisis
de los triglicéridos, liberando gliceroles, diglicéridos o gliceroles. Al hidrolizar las uniones
de los esteres de los triglicéridos, permiten que los subproductos sean més solubles en un

medio acuoso. La lipasa géstrica tiene mayor especificidad para los triglicéridos de acidos
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grasos de cadena media y corta. La lipasa secretada hacia el estbmago por las células
principales es menos activa que la lipasa pancreatica, sin embargo, es mas estable en
medio &cido (22). Diferentes factores afectan las tasas de lipdlisis y el suministro de acidos
grasos al organismo, como los niveles de lipasa en el tracto digestivo, polimorfismo y
estructura de la lipasa, asi como la existencia de potenciadores o inhibidores (33). Las

enzimas de la etapa géastrica se relacionan a continuacion (Tabla 1-2).

Tabla 1-2 Enzimas que intervienen en la fase gastrica de la digestion

Secrecion y origen Enzimas | Sustrato Accion y productos
resultantes
Jugo gastrico de las Pepsina | Proteinas (en Hidrdlisis de los enlaces
glandulas gastricas de la presencia de acido peptidicos para formar
mucosa del estémago clorhidrico) polipéptidos
Lipasa Grasa, especialmente | Hidrolisis para formar
gastrica | de cadena corta gliceroles,

Adaptado de Mahan LK (22)

1.5.3 Etapa intestinal

La primera parte del intestino delgado es el duodeno, que se extiende desde el esfinter
pilérico hasta el angulo de Treitz, con unos 25-30 cm aproximadamente. El resto del
intestino delgado esta conformado por las asas de yeyuno e ileon. El ileon se une al colon

a traveés de la valvula ileocecal (25).

En toda la superficie restante del intestino delgado, se absorben la gran mayoria de los
macronutrientes, oligoelementos, vitaminas, minerales y liquidos antes de alcanzar el
colon. El colon y el recto absorben casi todo el liquido restante procedente del intestino
delgado, electrélitos y una pequefia cantidad de otros nutrientes. Si se suman las
secreciones salivales y gastricas, pancreaticas, del intestino delgado y vesicula biliar, se
alcanzarian de 7 a 9 litros de liquido al dia, equivalente a tres o cuatro veces mas liquido
del que se ingiere por via oral regularmente. Toda esta cantidad se reabsorbe exceptuando

de 100 a 150 ml aproximadamente del liquido total que entra en la luz intestinal (22).

Parte de los nutrientes que son absorbidos por el tubo digestivo llegan por via porta hasta
el higado, en donde siguen diferentes rutas, como transformarse en otras moléculas, ser

almacenados, o liberados al torrente sanguineo. Los productos finales de la digestion de
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las grasas alimentarias se transportan hacia el torrente circulatorio via circulacion linfatica.
Otros elementos, dentro de los que se incluye la fibra, el almidon resistente, algunos
azucares y aminoacidos se fermentan en el borde de cepillo del colon, lo que les permite
servir como material prebiético (34). Este material prebidtico promueve y facilita la relacion
simbiética entre el tubo digestivo y su microflora (35). La ilustracién siguiente contiene los
principales sitios de absorcion por cada uno de los nutrientes. (llustracién 1-3)

llustracion 1-3 Principales sitios de absorcion para cada uno de los nutrientes
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Fuente Krause (22)

= Enzimas de la etapa intestinal

En el intestino delgado tiene lugar la verdadera trasformacion de los alimentos en

sustancias elementales aptas para ser absorbidas, y para ello son fundamentales la bilis y
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el jugo pancreatico, el cual contiene la amilasa, lipasa y tripsina, y el propio jugo intestinal
secretado por sus células (36)

El pancreas produce enzimas que digieren los nutrientes principales y las enzimas del
intestino delgado colaboran para concluir este proceso. Las enzimas que se encuentran
en el borde en cepillo del intestino delgado reducen aun mas los carbohidratos a
monosacaridos y los péptidos a aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos (34).

La lipasa pancreatica se secreta hacia el intestino delgado y requiere para activarse de
otra proteina pancreatica, la colipasa. Estas actdan en la digestiébn de los lipidos,
especificamente en los enlaces éster primarios, 0 sea enlaces 1 y 3, generando 2-
monoacilgliceroles y acidos grasos libres, que son productos terminales de la digestién de

triacilglicerol a nivel luminal (23).

Por otro lado, dentro de las enzimas que actlan en la digestién de las proteinas estan: la
tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa, aminopeptidasa, ribonucleasa,
desoxirribonucleasa. Las dos primeras son secretadas en sus formas inactivas, y son
activadas por la enterocinasa o enteropeptidasa, en el momento en que el quimo hace
contacto con la mucosa del intestino. La tripsina es una endopeptidasa que hidroliza las
uniones peptidicas del grupo carboxilo de lisina y arginina, generando, polipéptidos que

contienen lisina terminal y grupos arginina (31).

La amilasa pancreatica hidroliza moléculas grandes de almidén, llegando a estructuras
entre dos a seis azUcares. El borde en cepillo de las vellosidades intestinales cuentan con
enzimas que se encargan de hidrélisis adicional de carbohidratos llegando a

monosacaridos previo a su absorcién (22) (Tabla 1-3).

Tabla 1-3 Enzimas que intervienen en la fase intestinal de la digestion

Secreciéon y Enzimas Sustrato Accién y productos
origen resultantes
Lipasa Grasa (en presencia de | Hidrolisis formando
sales biliares) monoglicéridos y acidos

grasos; que se incorporan

a las micelas

Colesterol esterasa Colesterol Hidrélisis formando

monoglicéridos y &cidos
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Secreciény Enzimas Sustrato Accién y productos
origen resultantes
Secreciones grasos; que se incorporan
exocrinas del a las micelas
pancreas a-amilasa Almidén y dextrinas Hidroélisis formando
dextrinas y maltosa
Tripsina (tripsindgeno | Proteinas y polipéptidos Hidrolisis de los enlaces
activado) peptidicos internos
formando polipéptidos
Quimotripsina Proteinas y péptidos Hidrolisis de los enlaces
(quimotripsinégeno peptidicos internos
activado) formando polipéptidos
Elastasa Proteina fibrosa Hidrdlisis para formando
péptidos y aminoacidos
Enzimas del | Carboxipeptidasa Polipéptidos Hidrdlisis de los enlaces
intestino delgado peptidicos terminales
(principalmente en (extremo carboxilico)
el borde en cepillo) llegando a aminoacidos.
Ribonucleasa y | Acidos ribonucleicos (RNA) | Hidrdlisis  llegando a
desoxirribonucleasa y acidos | mononucledtidos

desoxirribonucleicos (DNA)

Carboxipeptidasa,
aminopeptidasa y
dipeptidasa

Polipéptidos

Hidrélisis de los enlaces
peptidicos de los extremos
carboxilico o amino, o

internos

Enterocinasa

Tripsin6geno

Activa la tripsina

Sacarasa

Sacarosa

Hidrdlisis formando

glucosay fructosa

a-dextrinasa (isomaltasa) | Dextrina (isomaltosa) Hidrdlisis formando
glucosa

Maltasa Maltosa Hidrdlisis formando
glucosa

Lactasa Lactosa Hidrdlisis formando

glucosa y galactosa

Nucleotidasas

Acidos nucleicos

Hidrolisis formando

nucleétidos y fosfatos

Nucleosidasa y fosforilasa

Nucleésidos

Hidrolisis formando

purinas, pirimidinas vy

pentosa fosfato

Adaptado de Mahan LK (22)
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1.6 Hierro

El hierro es un mineral de gran importancia, encontrandose difundido ampliamente en la
naturaleza, en sus diferentes estados de oxidacion, los cuales van desde Fe+6 hasta el
Fe+2, en el organismo y los alimentos. Las formas quimicas mas estables son el hierro
ferroso (forma reducida Fe+2) y el férrico (forma oxidada Fe+3). Este mineral participa en
procesos vitales para el ser humano, como la respiracion celular y los sistemas enzimaticos
encargados de la integridad celular. EI 65% del hierro aproximadamente estd en la
hemoglobina, el 10% en la mioglobina y entre el 1% y el 5% en otros compuestos y
enzimas, como la ferritina o hemosiderina. Por lo general el hierro se puede encontrar en
el higado o trasportado en la sangre por la transferrina (37). Dentro del organismo el hierro
esta involucrado en gran variedad de procesos, por lo tanto, este mineral puede actuar

como:

1.6.1 Compuesto funcional

El hierro funcional se encuentra especialmente en la hemoglobina = 65%, la mioglobina y
diferentes enzimas (catalasas, peroxidasas, oxigenasas y transportador de citocromos). El
hierro tiene ademas la capacidad de intervenir en reacciones de oxidacion y reduccion,
siendo un elemento muy reactivo, que interactia con el oxigeno formando productos
intermedios que pueden degradar el ADN y afectar las membranas celulares. La
mioglobina y hemoglobina (proteinas hem), son las encargadas de preservar el aporte de
oxigeno para el metabolismo oxidativo. Por su parte, la mioglobina, proteina del musculo
esquelético, almacena oxigeno como reserva contra una posible privacion. La
hemoglobina (proteina tetramérica de los eritrocitos) transporta 0, a los tejidos y promueve

el transporte de C0, y protones hacia los pulmones (22).

1.6.2 Compuesto de transporte

La transferrina es la proteina que se une al hierro para trasportarlo en la sangre y su modo
de accion consiste en secuestrar el hierro, previniendo que sea quelado por otras
sustancias, 0 ser aprovechado por microorganismos dependientes de él (38). Como
proteinas unidas al hierro, la transferrina de la sangre y la lactoferrina de la leche materna,
también protegen al cuerpo contra la infeccion evitando la proliferacion de los

microorganismos gue necesitan acceder al micronutriente (22).
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1.6.3 Absorcion del hierro

Se ha planteado que solamente se absorbe mas o menos el 10% del hierro de la dieta y
esto depende de diferentes factores, tanto promotores como inhibidores. El hierro ingerido
por via oral ingresa al tubo digestivo para ser hidrolizado inicialmente en el estbmago por
la accién del acido clorhidrico y la pepsina. Estos elementos inician su solubilizacion,
dentro de un ambiente acido (= pH 2.0), facilitando el paso de estado férrico a ferroso.
Aunque puede absorberse en todo el intestino delgado este proceso es mas eficiente en
el duodeno y en la parte superior del yeyuno. La secrecion pancreatica de bicarbonato

aumenta el pH intestinal, lo que promueve la formacion de quelatos insolubles (39).

Tal como se habia mencionado, en soluciones acuosas el hierro estad en dos estados
estables de oxidacion: ferroso (Fe2+) y férrico (Fe3+). Es importante aclarar que para su
absorcion el hierro debe encontrarse en estado ferroso (Fe2+). En el organismo la
absorcién del hierro ingerido esté limitada por el tipo de hierro presente en el alimento. El
hierro absorbido se transporta en la sangre por la transferrina hacia la médula ésea para
la sintesis de la hemoglobina en su gran mayoria, o también puede ser eliminado por las
células sanguineas, posibilitando su uso para la formacién de compuestos celulares y
enzimas respiratorias. Existen dos formas de hierro en los alimentos: heminico y no
heminico, el primero permite una absorcibn mayor por parte del enterocito (31). Los

mecanismos de absorcion del hierro se encuentran representados (llustracion 1-4).
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llustracion 1-4 Mecanismos de absorcion intestinal del hierro
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Tf: transferrina; RTf: receptor de transferrina; DMT1: trasportador metalico divalente 1; DeytB: citocromo duodenal; Fpn:
terroportina.

Fuente Tostado (38)

En lo referente a la utilizacion del hierro, la dializabilidad es un indicador de la
biodisponibilidad potencial. Dicho indicador se obtiene a través de la digestion enzimatica

in vitro en condiciones que simulan las fisiol6gicas en cada una de sus etapas (38).

1.6.4 Deficiencia de hierro

La deficiencia de hierro es uno de los problemas nutricionales mas comun en el mundo, es
un problema de salud publica en paises desarrollados y no desarrollados. En la deficiencia
de hierro hay un balance negativo, comprometiéndose la sintesis de hemoglobina y los
demas compuestos férricos. Este fendmeno inicia con la deplecion del hierro de depésito,
o ferropenia latente que no es un estado patolégico. Al mantenerse un balance negativo
se afecta el hierro funcional llevando a una ferropenia manifiesta con eritropoyesis
disminuida por la disminucion del aporte de hierro a la célula, observandose un leve
descenso de la hemoglobina. En una etapa posterior se ve afectada como tal la sintesis
de hemoglobina, generando la anemia ferropénica (40). La anemia es definida como una
concentracion baja de hemoglobina debajo del punto de corte, los valores que indican
anemia varian con la condicion fisiolégica y han sido establecidos por la OMS para

diferentes grupos de poblacion (41).
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De acuerdo con la ENSIN 2015, la anemia es un problema de salud publica en Colombia,
debido a que 24,7 % de los nifios y nifias presentd esta condicidn, siendo preocupante la

prevalencia alta en los nifios y nifias de 6 a 11 meses con 62.5% (5).

En concordancia con lo anterior, se ha descrito que los grupos con mayor riesgo de anemia
por deficiencia de hierro son los menores de 2 afios, nifias adolescentes, mujeres
gestantes y ancianos (22). Los menores de dos afios se caracterizan por un crecimiento
acelerado del cerebro, unido a la explosion de habilidades cognitivas y motoras. Una
deficiencia de hierro en la edad preescolar puede reducir de manera significativa la
destreza manual, la capacidad de concentracion y la memoria (42).

Las adolescentes gestantes tienen un riesgo més alto de deficiencia, asociado con habitos
alimentarios inadecuados y requerimientos elevados por crecimiento. Para las mujeres en
edad fértil con deficiencia de hierro se considera especialmente Util una dieta rica en sus
fuentes alimentarias o de la suplementacion con el micronutriente (22).

Se ha descrito ampliamente que la deficiencia de hierro tiene afectacion importante en
diversos 6rganos Y tejidos, con manifestaciones clinicas de acuerdo con la afectacion que
se genere. Esta deficiencia se presenta mas frecuentemente en forma de anemia, de tipo

ferropénico, considerada la de mas facil diagnéstico (43).

Ademas de las manifestaciones mas frecuentes de la anemia por deficiencia de hierro, se
encuentran otros sintomas relevantes como la reduccion en la capacidad para hacer
esfuerzos fisicos, disminucién en la capacidad intelectual y de defensa frente a infecciones
entre otros (44). Algunas de estas manifestaciones pueden ser o no temporales y
reversibles, dependiendo si se presentan en etapas de la vida mas tempranas, a pesar de
la aplicacion del tratamiento correspondiente. (43) En los nifios en edad escolar, la
deficiencia de hierro puede causar irritabilidad, apatia, fatiga, disminucién de la
concentracion mental unida a desercion escolar, anorexia y disminuciéon de la capacidad

de respuesta a las infecciones. (42)

Los sintomas generales de la deficiencia de hierro se muestran a continuacion en la tabla
1-3.
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Tabla 1-4 Sintomatologia de la anemia

Palidez de piel y mucosas
Sintomas Generales Decaimiento

Anorexia

Taquicardia
Hipotension arterial
Cefalea

Sensacion de mareo y
vértigo
Manifestaciones Vision borrosa

neuromusculares Disminucion de la capacidad
de concentracion

Cansancio precoz
Dolor muscular
Manifestaciones respiratorias | Disnea

Manifestaciones circulatorias

Hipersensibilidad al frio
Nauseas

Otras manifestaciones

Adaptado de Donato (43)

1.6.5 Seleccion del compuesto de hierro

El hierro es el micronutriente que representa el mayor reto para adicién a los alimentos,
porque los compuestos que tienen la mejor biodisponibilidad son los que mas interactlian
con las matrices, generando cambios organolépticos no deseables. La baja aceptacién del
consumidor, por el color y olor desagradable en los alimentos fortificados con hierro es una

de las principales causas de fallas en los programas (41).

Generalmente, para evaluar las caracteristicas de una sal de hierro, se usa el sulfato
ferroso, como referente. El propésito cuando se selecciona un compuesto de hierro para
la fortificacion es encontrar el que tenga la mayor biodisponibilidad relativa (BDR) respecto
al sulfato ferroso, (relacionado con la cantidad de hierro presente y la eficacia de absorcion)
sin causar cambios importantes en las propiedades sensoriales del alimento. Igualmente

es necesario revisar el costo como factor determinante (41) (45).

Los compuestos para fortificacion con hierro se clasifican de acuerdo con su solubilidad a

partir de las directrices de fortificacion internacional:
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= Solubles en agua, biodisponibilidad relativa mas alta, comparada con los demas
compuestos de hierro, dentro de ellos: sulfato ferroso, gluconato ferroso, bisglicinato

ferroso, lactato ferroso, citrato férrico amoénico y EDTA ferrosadico.

= Poco solubles en agua, pero solubles en &cido diluido, son solubles en el pH gastrico:

fumarato ferroso, succinato ferroso y sacarato férrico.

» |nsolubles en agua y poco solubles en &cido diluido, tienen menor efecto en las
propiedades sensoriales de las matrices alimentarias, con los niveles empleados
actualmente para fortificacion: pirofosfato férrico, ortofosfato férrico y polvo de hierro
elemental.

Por otra parte, métodos como la encapsulacién buscan que el componente de interés se
mantenga en el interior de una matriz que lo rodea procurando una liberacion dirigida y
controlada. Este procedimiento ayuda a prevenir el deterioro del color y también a mejorar
la biodisponibilidad de minerales en fortificacién mdaltiple. El sulfato y el fumarato ferroso
en sus formas encapsuladas son muy usadas en la fortificacion de productos como harinas
de cereales y férmulas infantiles. Dentro de los compuestos usados para la formacién de

las microcapsulas estan los lipidos (41).

1.7 Zinc

La mayor cantidad de zinc esta en el musculo esquelético (50-60%), el hueso (25-30%,
40% en el recién nacido a término). Existen otros érganos con niveles de Zn semejantes a

los anteriores (higado, rifién, 50-60 ug Zn/g) (40).

El zinc tiene funciones basicas en el crecimiento celular y la diferenciacién de los tejidos
de recambio rapido, en sistemas gastrointestinal e inmunitario (40). Debido a sus
propiedades fisicoquimicas el zinc es un elemento importante en diferentes funciones

cataliticas, estructurales y de regulacién celular (46).

Sobre las funciones cataliticas, cerca de 100 enzimas especificas dependen del zinc:
oxidorreductasas, hidrolasas, transferasas, liasas, isomerasas y ligasas. Dentro de estas

enzimas se destacan: alcohol deshidrogenasa, anhidrasa carbénica, fosfatasa alcalina y
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ARN polimerasa (46). Al existir deficiencia de zinc, las metaloenzimas reducen su
actividad, sin cambiar su estructura; afiadir zinc restablece la actividad enzimética (47).

Respecto a las funciones estructurales, el zinc posibilita el plegamiento de proteinas de
forma tridimensional, permitiendo su actividad biolégica (46). La estructura denominada
dedos de zinc contiene 4 cisteinas que por las que se une el zinc en un complejo
tetraédrico, el cual puede incluir también histidina. Lo anterior se da en proteinas
relacionadas en la transduccion de sefiales, diferenciacion o proliferacion celular, adhesion
celular y transcripcion (47). El factor de transcripcién de metales 1, el receptor de acido
retinoico y otras enzimas (superdxido dismutasa de cobre y zinc) son algunas proteinas

gue requieren zinc para su funcién estructural (46).

Con relacién a las funciones de regulacién celular, el zinc interviene en la expresién del
gen de la metalotioneina, proteina ligadora del zinc en el higado; asimismo en la apoptosis

(muerte celular programada) y en la sefializacion sinéptica (46).

En conclusion, el zinc lleva a cabo multiples funciones en la preservacion del material
genético, en las que se incluye la transcripcién del ADN, la traduccion del ARN vy la divisién
celular (46). De la misma manera participa en las principales vias metabdlicas de los
macronutrientes, recambio y sintesis de tejido conjuntivo, sintesis del heme vy

embriogénesis (48).

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, el suministro de zinc es importante
especialmente para los nifios pequefios, mujeres embarazadas y madres lactantes, por su
funcién en la division celular, sintesis proteica y crecimiento. La carencia de zinc continGa
siendo un problema de salud publica, especialmente en paises en desarrollo a pesar de
presentarse una disminucién de las enfermedades prevalentes en la infancia. En general
todos los grupos de edad estan en riesgo de deficiencia de zinc, sin embargo, los lactantes

y los nifios pequefos son los mas susceptibles de padecerla (41).

1.7.1 Absorciéon de zinc

La absorcion de zinc se da en el intestino delgado por un proceso transcelular, el yeyuno

tiene la mayor velocidad de transporte para este micronutriente (40). Para la absorcion de
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zinc existen dos vias, una saturable, mediada por ATP, eficaz con ingestas y
concentraciones luminales de zinc bajas, y una pasiva en la que esté incluido el movimiento
paracelular con concentracién intraluminal e ingestas méas elevadas. (22) (40). La
solubilidad del zinc en la luz intestinal es un factor critico, sin embargo, los iones de zinc
estan unidos habitualmente a aminoacidos o0 a péptidos y se liberan en el borde en cepillo
para ser absorbidos mediante el mecanismo de transporte. Posterior a esto, se da la unién
de estos iones a la metalotioneina y a otras proteinas dentro de la célula absortiva. La
primera es la encargada de transportar el zinc (por movimiento transcelular) hasta el borde
basolateral, para pasar desde el enterocito hasta la sangre. Este paso se produce por
transporte activo, puesto que es mayor la concentracion sanguinea de zinc (22).
(Hustracion 1-5)

La absorcidn del zinc es dependiente no solo de la cantidad en la dieta, sino también de la
presencia de compuestos como fitatos. Una dieta con un buen aporte de proteinas facilita
la absorcion de zinc por la formacion de quelatos (22).

llustracion 1-5 Modelo de la absorcion del zinc
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Fuente: Krause (22)

1.7.2 Deficiencia de zinc

Referente al estado nutricional del zinc, existe una falta de indicadores confiables y que
cuenten la aceptacion y sensibilidad adecuada, lo que dificulta en analisis de la prevalencia

mundial de su carencia. Dentro de los indicadores disponibles estan la concentracion de
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zinc en el plasma y en el cabello, que logran detectar Gnicamente cambios por estados
graves, es posible que las carencias mas leves no se detecten (41).

Sin embargo, hay evidencias para sugerir que la deficiencia de zinc es comun en paises
con menores ingresos. Por ejemplo, los alimentos de origen animal, fuentes de zinc, no
son accesibles para muchas de las poblaciones mas pobres del mundo, lo que afecta a los
lactantes y los nifios pequefios de manera especifica (49). Se ha observado en estudios
aleatorios controlados, que los nifios con desnutricion crénica y/o con bajo zinc plasmatico,
al ser suplementados con este micronutriente tienen respuesta positiva, lo que indicaria
gue la carencia es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo. Si lo anterior se
confirmara, indicaria la afectacion de hasta un tercio de los nifios en los paises pobres y

siendo una de las causas del retardo en el crecimiento (41).

Con el uso de las hojas de balance de alimentos de la FAO, se ha calculado que cerca de
20% de la poblacion mundial podria estar en riesgo de desarrollar carencia de zinc, de
acuerdo con la disponibilidad de alimentos fuente. Las regiones geograficas mas afectadas
son, el sur de Asia, Africa y el Pacifico Occidental. Es posible que la carencia de este
mineral esté muy relacionada con la de hierro, por compartir fuentes alimentarias e
inhibidores. Los principales factores de riesgo para la carencia de zinc son las dietas
pobres en zinc y altas en fitatos, asi como disminucién de la absorcion: parasitosis
intestinales y diarrea, utilizacion deficiente del zinc y enfermedades genéticas (41). La
deficiencia de zinc puede considerarse tan grave como la de hierro ya que afecta a la
poblacién tanto de paises en vias de desarrollo como a los paises desarrollados. Segun
estudios realizados con base en encuestas nutricionales, la ingesta promedio de zinc a

nivel mundial se encuentra entre el 50% y 80% de los requerimientos diarios (50).

Considerando que no existe unareserva funcional o almacenamiento corporal propiamente
dicho de zinc, se requiere un aporte dietético adecuado y regular. Con la deficiencia de
zinc, ocurren cambios generales inespecificos en el metabolismo, como reduccion en la
velocidad del crecimiento, aumento de infecciones y aparicion de lesiones cutaneas (47).
Sufren manifestaciones también por deficiencia los sistemas, gastrointestinal, nervioso

central, inmunoldgico, y reproductivo (49) .
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Teniendo en cuenta que la deficiencia de zinc tiene una respuesta generalizada e
inespecifica, este se distingue como un nutriente de tipo Il, es decir que no tiene signos o
sintomas caracteristicos, sin embargo, se ha observado un crecimiento deficiente de
manera generalizada. En consecuencia, una de las caracteristicas clinicas mas estudiadas
en relacion con la deficiencia de zinc es el deterioro del crecimiento y desarrollo. Sin
embargo, los mecanismos involucrados aun no se entienden bien. Lo anterior es de suma
importancia en los periodos de crecimiento rapido, como el embarazo, la infancia y la
pubertad, por tener necesidades aumentadas del micronutriente. Generalmente, las
manifestaciones de la deficiencia de zinc varian de acuerdo con la edad. En la primera
infancia, un sintoma importante es la diarrea, también puede observarse deterioro de la
funcién cognitiva, la memoria, problemas de comportamiento y disminuciéon en la
capacidad de aprendizaje. Los problemas de la piel pueden ser mayores a medida que el
nifio crece. (47).

1.7.3 Fortificacidon con zinc

La biodisponibilidad del zinc depende, en gran parte, de la proporcién de alimentos altos
en fitatos en la dieta, como cereales y leguminosas. La razén molar de fitato: zinc en los
alimentos es muy (til para su disponibilidad. Al encontrarse una relacién mas alta (mayor
a 15:1), la absorcién del zinc disminuye. Con el aumento de alimentos fuente de proteinas

animal mejora, tanto la ingesta total, como la eficiencia de la absorcién del zinc (41).

1.7.4 Seleccion del compuesto de zinc

Los compuestos de zinc que se usan para la fortificacion de alimentos son el sulfato,
cloruro, gluconato, 6xido y estearato. Por ser blancos o incoloros, tienen pocas alteraciones
de color, cuentan con solubilidad variable en el agua; algunos pueden llegar a tener un
sabor desagradable al combinarse con otros alimentos. EI mas comuan es el 6xido de zinc,
con menor costo y baja solubilidad en agua. Se ha observado que la absorcion del zinc de
productos de cereales fortificados es similar en éxido y sulfato de zinc, el cual es un
compuesto con mayor solubilidad, considerando que el 6xido es también soluble en el

acido gastrico (41).

Se ha demostrado que la ingesta y absorcién de este mineral aumenta con el consumo de

alimentos fortificados con zinc, es necesario avanzar en la investigacion sobre eficacia y
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efectividad de los programas de fortificacion con zinc a gran escala (51). En la fortificacion
con zinc, su absorcion depende no solamente del contenido y su forma quimica, sino
también de otras sustancias presentes, la composicion completa de la racién, factores

fisiolégicos del individuo e interacciones presentes (52).

1.7.5 Compuestos que modifican la absorcion de hierro y zinc

Se ha descrito que el &cido ascdrbico (AA), y otros acidos organicos tienen la caracteristica
de aumentar la absorcion del hierro, debido a la capacidad que tienen estos compuestos
para reducir el hierro no hem. La adicion de acido ascorbico a alimentos fortificados es una
practica ampliamente adoptada por la industria alimentaria. Se puede utilizar una razén
molar mas alta de &cido ascérbico: hierro (4:1) para alimentos con alto contenido de fitatos.
Al usar acido ascoérbico como aditivo alimentario se pierden grandes cantidades en el
almacenamiento y preparacion de los alimentos, por su estabilidad, por esta razén puede

ser una opcion de alto costo (53).

Con respecto a los fitatos, se ha considerado que son anti nutrientes debido a que, durante
el trnsito gastrointestinal, impiden la absorcion de algunos oligoelementos y minerales
esenciales, generando deficiencias de calcio, hierro y zinc. Se han realizado estudios que
buscan eliminar el fitato de los alimentos con procesamiento adecuado, buscando mejorar

la biodisponibilidad y evitar las deficiencias de micronutrientes (53).

Se ha evidenciado que es posible reducir de forma importante el acido fitico de los cereales
y leguminosas mediante diferentes métodos, algunos de los cuales promueven una
absorcion adecuada de hierro en alimentos complementarios elaborados con cereales o
soya. Para mejorar la absorcion de hierro, la razén molar acido fitico: hierro debe ser por

lo menos 1:1, o incluso menos de 0,5:1 (41).

Se ha observado que con la molienda es posible eliminar casi el 90% del &cido fitico de
los cereales, pero el 10% restante funciona como un inhibidor fuerte, por lo tanto, es
necesaria la accion de las fitasas para lograr la degradacién completa. Esto se logra por
procesos tradicionales como el remojo, germinacion y fermentacion, activando las fitasas
naturales de los alimentos. En procesos industriales pueden agregarse fitasas exégenas

o trigo o centeno integral como fuentes naturales de las mismas (41).






2 Objetivos

2.1 General

Revisar el estado del arte sobre la aplicacion de la metodologia de estimacion de
bioaccesibilidad in vitro en hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados.

2.2 Especificos

. Realizar el proceso de revision bibliogréfica, sobre la estimacion de bioaccesibilidad

in vitro de hierro y zinc en diferentes matrices alimentarias fortificadas.

. Analizar las metodologias empleadas para la estimacion de bioaccesibilidad in vitro

de hierro y zinc en diferentes matrices alimentarias fortificadas.

. Plantear una propuesta para la estimacion de bioaccesibilidad in vitro de hierro y

zinc en mezclas vegetales.






3 Metodologia

3.1 Tipo de estudio

Revision sistematica cualitativa para identificar estado del arte sobre las metodologias de
medicién de bioaccesibilidad en hierro y zinc que se han empleado en diferentes alimentos
fortificados.

3.2 Pregunta de investigacion

¢,Cuales son las tendencias actuales en la medicion de la bioaccesibilidad de hierro y zinc
en diferentes matrices alimentarias utilizadas para procesos de fortificacion de alimentos

en poblaciones con riesgo de deficiencia de micronutrientes?

3.3 Estrategia de busqueda

La busqueda fue realizada en la base de datos PubMed, proyecto desarrollado por la
National Center for Biotechnology Information (NCBI) en la National Library of Medicine
(NLM). Esta base de datos se especializa en los campos de la biomedicina, salud, ciencias
de la vida, ciencias del comportamiento, ciencias quimicas y bioingenieria. Ademas de las
bases de datos se realiz6 busqueda de referencias cruzadas de forma manual y literatura

en revistas especializadas, la busqueda abordo desde el 2002 hasta 2019.

Se disefié una estrategia de busqueda de alta sensibilidad compuesta por lenguaje libre y
vocabulario controlado (MeSH), a partir de la estrategia PICO. La estrategia de busqueda

se complement6 con operadores booleanos, utilizando los siguientes términos: "fortified

"o "o,

complementary foods","fortified foods", "Food, Fortified", "infant foods", "vegetable mixes",

Bioaccessibility, "simulated digestion", "mineral bioaccessibility”, "In vitro digestion”, Iron,
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"Iron, dietary", "dietary,lron", zinc, "iron absorption", "zinc absorption", "iron

non non non

bioaccessibility", "zinc bioaccessibility ", "iron fortification", "zinc fortification". (Anexo 1).

3.4 Criterios de elegibilidad de la seleccion de articulos

Se realiz6 la busqueda de articulos cientificos que cumplieran con los siguientes
aspectos:

= Objetivos claramente establecidos

= Metodologia de determinacion de bioaccesibilidad clara y explicita

= Reporte de datos cuantitativos y cualitativos segun el caso

= Publicaciones cientificas en idioma inglés y espafiol

Fueron incluidos los estudios que cumplian con los siguientes criterios: a) Identificacion de
las matrices alimentarias utilizadas para fortificacion de hierro y zinc, b) Identificacion del
tipo de sal empleada en la fortificacién y ¢) Descripcion del método de bioaccesibilidad in

vitro.

Se excluyeron estudios con los siguientes criterios: a) estudios de biodisponibilidad, b)
estudios de bioaccesibilidad que no incluyeran hierro y zinc, ¢) matrices alimentarias con

muy bajo consumo y d) estudios sobre alimentos biofortificados.

3.5 Obtencion y recopilacion de los datos

Para la revision y analisis de los articulos se procedio a la lectura y verificacion de titulos,
resumenes identificados en la busqueda y posteriormente los textos completos de los no
excluidos, seleccionandose asi los que cumplian con los criterios de inclusién

mencionados inicialmente.

Para los articulos seleccionados, se procedio a la revision de los métodos utilizados para
obtener los datos de bioaccesibilidad del hierro y zinc incluyendo variables como el tipo de
alimentos fortificados y las sales utilizadas en la fortificacion, con el fin de abordar los temas
gue se consideran de mayor interés. lgualmente se consultaron articulos originales que
contenian de manera completa algunas metodologias citadas, con el fin de realizar una

exploracién mas a fondo de estas.
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Se construy6 una matriz de andlisis donde se consignaron las caracteristicas de cada uno

de los articulos para la posterior seleccion por parte de los evaluadores. (Anexo 2).

Aspectos éticos.
En el presente trabajo, no existe conflicto de intereses y las ideas presentadas solo

representan la posicion del investigador y no la de la Universidad Nacional de Colombia






4 Resultados y Discusidén

4.1 Resultados de la busqueda

Posterior a la realizacién de la busqueda mencionada en el item: estrategia de busqueda, se
identificaron 31 articulos, 19 de los cuales se descartaron, por diferentes criterios. 13 de ellos
informan sobre la realizacion del proceso de bioaccesibilidad, pero no reportaban la
metodologia empleada por lo que no era posible adelantar algin tipo de analisis al respecto,
3 no contenian analisis de bioaccesibilidad especificos de hierro o zinc, 1 de los estudios se
aplicaba a una matriz alimentaria de muy bajo consumo, 1 se aplicaba para alimentacion

animal y 1 se realiz6 utilizando alimentos biofortificados. (llustracion 4-1)

llustracion 4-1 Identificacién de estudios seleccionados para bioaccesibilidad

Publicaciones
identificadas de bases
de datos Pubmed
(n=31)

Aplicaciéndela
metodologiade
busqueda

Titulosy resimenes
revisados (n=31)

I Publicacionesexcluidas(n=19)
| *No datos de bioaccesibilidad o estudios de
L) biodisponibilidad(n=13)
1 *nutrientes diferentes a hierroy zinc(n=3)
: *Matrices alimentarias de muy bajo consumo(n=1)
I *Alimentos paraanimales(n=1)
| *Alimentos biofortificados(n=1)

Publicaciones
completasrevisadasy| |
seleccionadas (n=12)

Fuente: elaboracion propia
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4.2 Variables analizadas reportadas en la literatura
cientifica

Se analizaron las siguientes variables: naturaleza de la matriz alimentaria, tipo de fortificacion

(sal mineral), y método de bioaccesibilidad empleado. Los principales aspectos de las

variables analizadas se encuentran resumidas (tabla 4-1)

Tabla 4-1 Estudios de estimacion de bioaccesibilidad in vitro de hierro y zinc en diferentes
matrices alimentarias fortificadas

Compuestos para

Afo Autor Objetivos Matriz Alimentaria fortificacion Método bioaccesibilidad
Digestion pasiva método
de Minekus.

. . . Fase oral, gastrica e
Investigar la bioaccesibilidad Arroz parborizado intestinal.
5 Wahengbam |de Fe y FA en el arroz o A
019 . fortificado y no FeNaEDTA Andlisis de los
(54), sancochado fortificado y no fortificad b d | hi
fortificado ortificado sobrenadantes y el hierro
' bio accesible con
espectrofotometria de
plasma.
Comparar la bioaccesibilidad | Suplementos Método estéatico con
del hierro de dos | nutricionales adicién de enzimas, fase
Brvszewska preparaciones: suplementos | comerciales, sulfato y Sulfato ferroso gastrica e intestinal.
2019 (5%/) dietéticos y fortificantes de | lactato ferroso lactato ferroso’ Posterior solubilidad y
alimentos que  contienen | encapsulado, pany andlisis por
sulfato ferroso micro | sandwich para el espectrofotometria de
encapsulado o lactato ferroso. | desayuno. absorcion atémica.
Describir el efecto de ilg;?ﬁig?;rt(;z% (FS)
g:Ler:gnjzﬁziggsuzsrf;]‘so?tieﬁcar fumarato ferroso Método estéatico con
la harina de tri opinte ral (FF), hierro reducido | adicién de enzimas, fase
Rebellato sobre las caragterl’sti(?as Harina de trigo integral | (RI) , &cido férrico, gastrica e intestinal.
2017 (56) reolbaicas de la masa. las (WWF), Panes de NaFeEDTA, sulfato Posterior solubilidad y
0 igdades de calida,d del trigo integral (WWRB) | ferroso micro dializabilidad, andlisis por
panpinte ral v la encapsulado (FSm) y | espectrofotometria de
P graly fumarato ferroso absorcién atomica.
bioaccesibilidad de Fe, Zny micro encapsulado
ca (FEm)
. . Pasta de malz mas Método estéatico con
Evaluar la bioaccesibilidad del | salsas vegetales de adicion de enzimas. fase
hierro y el zinc en salsas de hoja de amaranto y oral, gastrica e inteétinal
2016 Icard- amaranto y malva judia, solo o | malva judia. Pasta NaFeEDTA o sulfato Posterior dializabilidad y

Verniéere (57)

mezclado con una porcién de
pasta de maiz, como se
consume habitualmente.

espesa de cereal "td"
a partir de harina de
maiz, la mezcla de los
dos llam plato entero.

de Fe

andlisis por
espectrofotometria de
absorcion atémica.
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Compuestos para

Afio Autor Objetivos Matriz Alimentaria fortificacion Método bioaccesibilidad
Determinar el aporte de (F::Zg)izic?nl_a\l/es de
minerales de diferentes platos - Método estatico con
tradicionales de verduras de verduras de hoja . - adicion de enzimas, fase
2015 Kruger, hoja verde (GLV) de Africa verde) coladas de Hierro electrolitico, astrica e intestinaly
Johanita (58) susJ comidas compuestas CO):’I maiz fortificadas y sin  { 6xido de zinc gosterior dializabilidad
achas de maiz fgrtificadas fortificar, platos analisis por colorimetriay
’ sin fortificar g compuestos por P .
verduras y colada.
Estudiar los efectos de la Método estatico con
refinacion, el procesamiento y adicion de enzimas, fase
el enriquecimiento de la harina gastrica e intestinal.
de mijo y sus productos en Posterior dializabilidad y
2012 | Oghbaei,(33) [ términos de contenido Productos a base de Fumarato ferrosoy analisis de hierro en el
9 ’ : o . g0 ¥ mijo, fideos y obleas sulfato de zinc. - . .
bioaccesibilidad / digestibilidad dializado por colorimetria.
in vitro de nutrientes, El Zn por
antinutrientes  y fitoquimicos espectrofotometria de
seleccionados. absorcion atbmica
Evaluar la influencia sobre la Método estéatico con
bioaccesibilidad de minerales adicion de enzimas, fase
Binaghi del consumo conjunto de |infusiones de yerba El sulfato ferroso, El | oral, gastrica e intestinal.
2011 Marig J&60) infusiones de yerba mate y|matey leche bisglicinato ferroso, | Posterior dializabilidad y
leche fortificada de infusiones | fortificada NaFeEDTA. andlisis por
de yerba mate y leche espectrofotometria de
fortificada absorcion atémica.
Determinar la viabilidad del Método estatico con
enriquecimiento con zinc y Mijo de sorgo adicion de enzimas, fase
determinar la bioaccesibilidad I h 9 | | . L . . I'
_ _ del mineral fortificado y la (S__org um vulgare) y e Estearat_o,de_' zinc, gastrica e intestinal.
2010 | Tripathi (61) estabilidad al almacenamiento | ™i° de perla EDTA disddico y Posterior dializabilidad y
- (Pennisetum acido citrico. andlisis por
en el mijo (Sorghum vulgare) y .
. . glaucum). espectrofotometria de
el mijo de perla (Pennisetum > L
absorcion atomica.
glaucum).
. Método estatico con
Explorar el mijo dedo, =y :
- . adicion de enzimas, fase
ampliamente cultivado y - . .
. . , X . . gastrica e intestinal.
Tripathi, comunmente consumido en el . - . | Oxido de zinc h . .
2010 . ; Harina de mijo "dedo . Posterior dializabilidad y
Bhumika (62) | sur de la India como un Estearato de zinc P
p L, analisis por
vehiculo para la fortificacion .
. espectrofotometria de
con zn. absorcion atdmica
Examinar la influencia del Método estatico con
hierro y el calcio afiadidos | . adicion de enzimas, fase
exdgenamente a niveles Cereales - arroz, rigo gastrica e intestinal
2009 Hemalatha terapéuticos sobre la y S0rgo, y garbanzos, | Sulfato ferroso, Posterior dializabilidad
(63) bioaccesibiidad del zinc de | 1ol mungoy carbonato de calcio, | 5 4jisis por !
. . Guandul. b .
granos alimenticios espectrofotometria de
seleccionados. absorcion atémica.
Sulfato ferroso,
Seleccionar compuestos de fumarato ferroso y el Método estatico con
hierro prometedores para su bisglicinato ferroso "y :
e adicion de enzimas, fase
uso en la fortificacion de guelado, cloruro Astrica e intestinal
atoles, utilizando técnicas de | Atole de maiz férrico, citrato de |9 o
i . o AU o RS Posterior dializabilidad y
2007 | De-Regil (64) didlisis enzimatica in vitro fortificado y amonio férrico y analisis por
dialisis, y al mismo tiempo pretratado. acido P

considerar su respuesta a los
potenciadores e inhibidores de
absorcion de hierro conocidos.

etilendiaminotetraacé
tico de sodio férrico
quelado
(NaFeEDTA).

espectrometria de emision
atomica de plasma
acoplado inductivamente.
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. _ . . . Compuestos para 2 n T
Ao Autor Objetivos Matriz Alimentaria fortificacion Método bioaccesibilidad
Determinar la biodisponibilidad Método estatico con
in vitro de hierro de la harina de | Harina de trigo bien adicion de enzimas, fase
trigo  fortificada  mediante | molida grado 1 géstrica e intestinal.
2002 | Bilal, (65) digestién enzimatica in vitro y | (extraccién al 80%) Sulfato ferroso Posterior dializabilidad y
fermentacién simulando la | para fines de analisis por
condicion del intestino delgado | fortificacion espectrofotometria de
y el colon en el laboratorio absorcién atémica.

Fuente: elaboracién propia

Los objetivos planteados en los diferentes trabajos estan orientados en su mayoria a evaluar
la bioaccesibilidad de minerales de las diferentes matrices alimentarias fortificadas, asi como
también a determinar la viabilidad de enriquecimiento o fortificacion con diferentes sales

minerales.

4.2.1 Matrices alimentarias

Las matrices alimentarias empleadas para la medicion de bioaccesibilidad fueron en su
mayoria (92%) a base de cereales (Tabla 4-1). Los cereales mas evaluados fueron en su
orden mijo, trigo, maiz y arroz. Dentro de las caracteristicas de estas matrices se pueden
mencionar: Alimentos preparados que incluyen panes, pastas, coladas; bebidas como
infusiones de yerba mate y leche fortificada; granos cocidos; harinas crudas, platos mixtos y
suplementos nutricionales comerciales. La distribucion del tipo de matrices se puede observar
(grafica 4-1).

Gréfica 4-1Tipos de matrices utilizadas en los estudios de medicion de bioaccesibilidad

m Alimento preparado
= Granos crudos/ cocidos
Harinas Crudas / alim

preparado

= Plato mixto

2
Suplementos
Nutricionales
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Los cereales empleados en la elaboracion de las matrices fueron el arroz, maiz, trigo y mijo,

la distribucion porcentual de los mismos se presenta (gréfica 4- 2).

Gréfica 4-2 Porcentaje de participacion de los diferentes tipos de cereales en las matrices
alimentarias para medicion de bioaccesibilidad

Arroz

Maiz
25%

Trigo
25%

WArroz WMaiz ETrige ®mijo

4.2.2 Tipo de sales empleadas en la fortificacion

Se puede observar que en los diferentes estudios se empled una alta variabilidad en tipos de
sal de hierro para la fortificacion, como sulfato ferroso, fumarato ferroso, FeNaEDTA, lactato
ferroso, hierro reducido, sulfato ferroso micro encapsulado, fumarato ferroso micro
encapsulado, hierro electrolitico, bisglicinato ferroso, cloruro férrico, citrato de amonio férrico.
Las sales de zinc se limitaron a 6xido de zinc, estearato de zinc y sulfato de zinc. (Gréfica 4-
3).

Gréafica 4-3 Porcentaje de participacion de sales para fortificacion de las matrices

Lactato ferroso 3.3%

Hierro reducido 3.3%

Sulfato ferroso microencapsulado 3.3%
Fumarato ferroso... 3.3%
Hierro electrolitico 3.3%

sulfato de zinc 3.3%

Cloruro férrico 3.3%

Citrato de amonio férrico 3.3%
Oxido de zinc 6.7%

Bisglicinato ferroso 6.7%
Estearato de zinc 6.7%
Fumarato ferroso 10.0%
FeNaEDTA 20.0%

Sulfato ferroso 23.3%
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Para la realizaciéon de los estudios se incluyeron diferentes variables, como, por ejemplo, los

niveles de fortificacion, tipos de preparacion y tipos de sal utilizados (Gréfica 4-4).

Gréfica 4-4 Variables aplicadas a las matrices en los estudios de bioaccesibilidad

Tipo de sal para fortificacion/ Tipo de

preparacion
Tipo de sal para fortificacion

Tipo de preparacion/ Tipo de sal para

I 16.7%
R
I 16.7%

fortificacion

Tipo de preparacion/ Nivel de fortificacion

R
R

Tipo de preparacion

Nivel de fortificacion/ Tipo de preparacion/
Tipo de sal para fortificacion/

R
I, 25.0%

Nivel de fortificacion /Tipo de preparacidén

Nivel de fortificacion

I s 3

4.2.3 Método de medicion de bioaccesibilidad

Teniendo en cuenta que se pretende en las investigaciones imitar las condiciones en las que
se da la digestion in vivo, es muy importante presentar los resultados teniendo en cuenta la
secuencia del proceso desde el tratamiento preliminar de la materia prima, hasta la fase final

del método, fase intestinal.

= Tratamiento preliminar de la muestra

En lo referente al tratamiento aplicado a las matrices, previo a la fase oral/gastrica, se
evidencia la aplicacion de diferentes tratamientos, dentro de los que se encuentran, para los
alimentos preparados, actividades relacionadas con el acondicionamiento de las materias
primas, la preparacion del producto: masas, pastas y atole, adicién de los nutrientes a fortificar
etc. (Tabla 4-2)

Como paso previo al proceso de digestion in vitro, la mayoria de las muestras se homogenizan

0 se muelen.
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Tabla 4-2 Tratamientos preliminares realizados a las matrices de alimentos preparados

ALIMENTO
PREPARADO

harina
fortificada

20 ° C)

Matriz TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
Tipo de Matriz | alimentaria 1 2 3 4
Arroz . Remojo iz Re_h.idrafczflcién,
parbolizado Pulido de arroz fortificaéién Vaporizacion I|of|I|za}C|or)
pulverizacion
Preparacion de
Pan integral pan integral con | Congelacion (- Homogenizacion

Productos a

Preparacion de
fideos y obleas

Calentamiento

base de mijo, . de fideos y . L
) con harina Molienda Congelacion
fideos y o obleas durante
fortificada y no .
obleas o 10 minutos
fortificada
Mezclas de e Fortificacion de
Fortificacion de . > o
leche con leche la infusion de Mezclado Homogenizacion
mate cocido mate
Atole de maiz | Preparacion del Fortificar a Incubacion con
temperatura

fortificado y

atole 30 g / 500

ambiente con

o sin fitasa 'y

Homogenizacion

pretratado. | mL agua hierro acido ascorbico
Preparacion de Preparacion de
Chapatis y chapatis NAN chapatis y NAN Molido con
NAN con P Y con harina de Liofilizacion mortero y molino

harina de trigo

con harina de
trigo fortificada

trigo no
fortificada

eléctrico

Elaboracion propia

Para las matrices alimentarias que se clasifican como granos crudos/ granos cocidos, se aplica

principalmente la coccion, la adicién de los nutrientes a fortificar y la homogenizacion. (tabla

4-3)

Tabla 4-3 Tratamientos preliminares realizados a las matrices de granos crudos/ cocidos

Matriz TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
Tipo de Matriz alimentaria 1 2 3
. Los granos
Arroz,- trigoy alimenticios se Adicién de L
sorgo; garbanzos, ; X Homogenizacién
Granos crudos/ | frijol mungo y cocinaron a mlr)erales antes de su uso
id Guanddl presién durante | exégenos
cocidos 10 minutos

Elaboracion propia
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Las matrices de plato mixto refirieron la preparacion de recetas estandarizadas con

ingredientes

que

incluyeron ademas de cereales, verduras propias de

la region,

posteriormente homogenizacion y congelacion entre otros tratamientos (tabla 4-4).

Tabla 4-4 Tratamientos preliminares realizados a las matrices de plato mixto

Matriz TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
Tipo de Matriz| alimentaria 1 2 3 4
Preparacion de
salsas con
Salsas no receta L .,
e . Preparacion del | Preparacion del
fortificadas y | estandarizada A L
o t6", pasta plato entero con | Homogenizacion
fortificadas, con amaranto y
S espesa a base |la mezcla antes de su uso
platos enteros | malva judia, ! . )
de maiz. anterior 2:1
preparados. |pastade
cacahuate,
Plato mixto pescado seco
Alimentos Preparacion
individuales, muestras de los Elaboracion de | Preparacion del .,
. platos de GLV . Congelacion,
GLV+maiz no gachas de maiz |plato enterocon | .2~ .~
- elaborados . . liofilizacion y
fortificado, fortificadas y sin | la mezcla :
. durante todo el e . almacenamiento.
GLV+ maiz eriodo de fortificar anterior.
fortificado. | P
cosecha.

Elaboracion propia

La matriz que corresponde a suplementos nutricionales refirié la adicién directa de

suplementos comerciales o micro encapsulados a pan tipo rollo o sandwich para el desayuno,

asi como la homogenizacion final de la muestra (tabla 4-5).

Tabla 4-5 Tratamientos preliminares a las matrices de suplementos nutricionales

adicionados al
pan o sandwich

convencional

almacenaron

Tipo de Matriz TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENT | TRATAMIENTO
Matriz alimentaria 1 2 03 4
Suplementos Preparacion de
nutricionales P: . Submuestras de
. un sandwich de . o
comerciales o 1 g se pesaron | Adicién del Homogenizacio
Suplementos . desayuno, e
g micro A con precision, se | suplemento o n antes de su
nutricionales Utilizacién de
encapsulados, rollo de pan congelarony se | encapsulado uso

Elaboracion propia
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Fases oral, intestinal y gastrica: en todos los trabajos seleccionados se aplicaron metodologias
para estimar la bioaccesibilidad in vitro, (tabla 4-1) previamente utilizadas y probadas por otros
autores. Los resultados en su mayoria coinciden con la aplicacion de parametros que
involucran algunas diferencias en cada una de las fases de la digestion simulada. Dentro de
ellos se resaltan el pH, tipo y concentraciones de enzimas y el uso de otras sustancias
adicionadas en los fluidos oral, géstrico e intestinal. Todas las investigaciones coinciden en la
utilizacién de la temperatura de 37° C (cuerpo humano), conservando asi condiciones ideales

para la actividad enzimatica.

La determinacion de incluir las tres fases: oral, intestinal y gastrica en gran medida pudo estar
determinada por la naturaleza de la matriz alimentaria a estudiar o en su defecto por otros
factores contemplados en la investigacion. En el 25% de estudios se aplicaron tres fases: oral,
gastrica e intestinal, mientras que en el porcentaje restante 75%, solamente se realiza el

proceso para fase gastrica e intestinal (gréfica 4-5).

Gréfica 4-5 Fases realizadas en los estudios de bioaccesibilidad

14

Numero de Estudios

[~

0 -

Fase Oral Fase Gastrica Fase Intestinal

Fases de la Digestion in vitro

=  Fase oral:

En la informacion de los estudios, no se refieren datos sobre el pH aplicado en la simulacion
de esta fase. En todos los casos se aplica como unica enzima la a-amilasa; para uno de los
estudios, se empleo de origen humano, el segundo de origen microbiano y el tercero no reporta
origen. Asi mismo, en los pocos estudios (3) que consignan informacion sobre la concentracion
de la enzima se observa una variabilidad en la forma de reportar la concentracion de esta, lo

que dificulta su analisis. Solamente 1 de los estudios reporta un dato de actividad de a-amilasa
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de 25 U/ml, mientras que en otro se informa sobre el uso de la enzima diluida al 0.3% sin
reportar su actividad, (tabla 4-6). En uno de los estudios se reporta la inclusién de NaCl, KCI
y CacCl,, como parte integral de la saliva, para las demas investigaciones no se reporta adicion

de fluido salival.

Se evidencia variacion del tiempo empleado en esta fase (grafica 4-6), se emplearon tiempos

con un margen de variacién entre 2 a 30 minutos.

Gréfica 4-6 Duracion de la fase oral de la digestién in vitro en minutos

30
25
20
15

10

Wahengbam Icard-Verniére Binaghi

Tiempo en minutos

Tabla 4-6 Enzimas utilizadas en la etapa oral para cada uno de los estudios

Fase Oral
Enzima a-amilasa
Actividad (U/ml) Origen
Wahengbam 25 Humana
Bryszewska No se realiza
Rebellato No se realiza
Icard- No especifica _ Bacillus
Verniere licheniformis
Kruger No se realiza
Oghbaei No se realiza
Binaghi SOISJ%?/: al No especifica
Tripathi No se realiza
Tripathi No se realiza

Hemalatha No se realiza
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Fase Oral
Enzima a-amilasa
Actividad (U/ml) | Origen
De-Regil No se realiza
Bilal No se realiza

Elaboracion propia

= [Fase gastrica

En todos los estudios, se hace énfasis en verificar que para la adicion de la enzima se debe
haber alcanzado el pH adecuado para garantizar la actividad de la misma, el cual fue
establecido en un valor de 2, que se alcanza con la adicion de HCI generalmente 6M. La
enzima empleada de manera unanime es pepsina de origen porcino con valores de actividad

variables, (tabla 4-7).

Tabla 4-7 Enzimas utilizadas en la fase gastrica para cada uno de los estudios

Fase Géstrica
Enzima Pepsina
Actividad Origen
(U/ml) 9
Wahengbam 177 Porcina
Bryszewska 45 NO. .
especifica
Rebellato 848 Porcina
Icard- 14900 (1 ml) | Porcina
Verniere
Kruger Porcina
- 1200 X
Oghbaei Porcina
Binaghi 1131 Porcina
Tripathi Porcina
Tripathi 1200 Porcina
Hemalatha Porcina
De-Reqil 150 Porcina
Bilal 3692 Porcina

Elaboracion propia

Para el tiempo de duracion de la etapa gastrica, (tabla 4-8 y la gréafica 4-7), en general los
autores mencionan una duracion de 2 horas, con excepcion de Icard-Verniere, quien propone
una duracion de 1 hora, lo mismo que De-Regil. El investigador que mas tiempo asigna en

digestion gastrica es Bilal con 3 horas.
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Tabla 4-8 Tiempo de duracién de la fase gastrica en cada estudio

Estudio Duraglor! Fase
Gastrica
Bilal 3h
Rebellato, Kruger, Oghbaei, Binaghi, Wahengbam, Bryszewska, Tripathi, 2n
Hemalatha
De-Regqil, Icard-Verniére 1h

Elaboracion propia

Gréfica 4-7 Tiempo de duracion de la fase gastrica en horas en los estudios de
bioaccesibilidad y distribucion porcentual

3 horas 8% 1 hora 17%

2 horas 75%

= Fase intestinal

En esta fase, nueve (75%) de los estudios revisados refieren la aplicacion de metodologias
gue proponen tomar alicuotas del alimento digerido por la pepsina para comenzar la etapa
intestinal, e incluir una bolsa de didlisis, que contiene una solucién de bicarbonato de sodio y
agua equivalente a la acidez titulable del digerido, medida previamente, para posteriormente
adicionar la mezcla de pancreatina y bilis, continuando con la digestion intestinal. En los otros
tres estudios (25%) se adiciona la mezcla de pancreatina y bilis a la solucién digerida de

manera directa, previo ajuste del pH.

Se muestran las caracteristicas de las enzimas de la fase intestinal (tabla 4-9) las cuales
provienen de la pancreatina, de origen porcino. Igualmente se puede observar que la bilis en
su mayoria es de origen porcino, reportando también origen bovino y ovino, en el estudio de

Bryszewska no se reporta de donde proviene. La concentracion de bilis en todos los casos
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esta reportada en mg/ml, presentdndose una gran variabilidad, con datos desde 0.9 a 12.5

mg/ml.

Las concentraciones tanto de enzimas como de bilis son variables, puesto que éstas dependen
directamente de la cantidad de volumen de fluido a trabajar, de su composicion y de la
concentracion de electrolitos de la mezcla final.

Tabla 4-9 Caracteristicas de las enzimas y bilis utilizadas en la fase intestinal en cada uno
de los estudios

Fase Intestinal
B 1 . L e
Enzima Pancreatina (compos!uon y concentracion de Bilis
enzimas)
Cantidad Origen Cantidad Origen

Wahengbam 0.1 mg/ml Porcina 0.9 mg/ml Porcina

Bryszewska 0.04 mg/ml NO. ' 0.25 mg/ml No especifica
especifica

0.65 mg/ml (Lipasa 5 U/ml, Amilasa . . .
Rebellato 65 U/mly Proteasa 65 U/ml) Porcina 4.09 mg/ml | Bovinay ovina

Icard- . 11 mg/ml . .
Verniére 1.85 mg/ml (5ml) Porcina (5ml) Bovina y ovina

Kruger Porcina Porcina

Oghbaei _ Porcina Porcina

Binaghi 0.4 mg/ml (Lipasa 3.2 U/ml, Porcina Porcina

- - Amilasa 40 U/ml y Proteasa 40 - 2.5 mg/ml :

Tripathi U/ml) Porcina Porcina

Tripathi Porcina Porcina

Hemalatha Porcina Porcina

2.04 mg/ml (Lipasa 16 U/ml,
De-Reqil Amilasa 202 U/mly Proteasa 202 Porcina 4.24 mg/ml Porcina
U/ml)
. 2 mg/ml (Lipasa 16 U/ml, Amilasa . .
Bilal 200 U/ml y Proteasa 200 U/ml) Porcina 12.5 mg/mi Porcina

Elaboracion propia

Respecto a la duracion de la fase intestinal, la mayor parte de los estudios, 59% reportan una

duracion de 2 horas, el 33% emplean entre 2 y media y tres horas. Dentro de las metodologias

1 La concentracion de las enzimas fue elaborada por el autor con base en la informacion suministrada
en los articulos.



50 Estado actual de los métodos de estimacion de la bioaccesibilidad
in vitro de hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados: una revision

aplicadas, en uno de los estudios se reporta una duracion de 12 horas, con toma de muestras
alas 3, 6,9y 12 horas. (tabla 4-10 y grafica 4-8)

Tabla 4-10 Tiempo de duracién de la fase intestinal para cada uno de los estudios

Tripathi, Hemalatha 3h
De-Reqgil 25h
Rebellato, Kruger, Oghbaei, Binaghi, Wahengbam, Bryszewska, Icard-Verniére 2h
Bilal 3,6,9y12h

Elaboracion propia

Gréfica 4-8 Duracion fase intestinal en horas y distribucion porcentual

3, 6,9,12 horas
8%

Los valores de pH para la fase intestinal, en su mayoria (76%) fluctian entre 7 y 7.5; 3 estudios
(24%) emplean pH por debajo de 7. En la grafica (4-9) se encuentran los valores de pH, asi

como su distribucion porcentual.

Gréfica 4-9 pH de la digestion in vitro Fase Intestinal

Valor de pH

ma5
me7
m68-7
m7
m72
m75
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Sobre el proceso de separacién del mineral bioaccesible se observa que se aplicaron dos
métodos, el de solubilidad y dializabilidad. Para el primero se aplica baja temperatura a las
muestras digeridas, para dar paso a la centrifugacion, separando los sobrenadantes, los
cuales contendrian la fraccidn soluble del nutriente. Este método es aplicado por Wahengbam
y Bryszewska. Nueve de los autores recurrieron a la dializabilidad, que consiste en hacer pasar
el material digerido por una membrana semipermeable con cantidad determinada de
bicarbonato de sodio, hallandose el nutriente soluble dentro de la membrana. Rebellato aplica,
tanto dializabilidad como solubilidad, con el fin de comparar los resultados obtenidos por cada
uno de los dos métodos. En la grafica (4-10) se observa la distribucién porcentual de la

aplicacion de las técnicas mencionadas.

Gréfica 4-10 Distribucion porcentual del procedimiento utilizado para separacién del mineral
bioaccesible.

80%
7%
60%
S50%

4086 m Solubilidad

W Dializabilidad
3086

PORCENTAJE ESTUDIOS

20%

0% .
PROCEDIMIENTO SEPARACION MINERAL

=  Métodos de determinacion del mineral de interés

En la informacion reportada por los estudios revisados se encuentran los diferentes métodos
que se utilizaron para determinar el contenido de hierro o zinc. Dentro de los mencionados
métodos se encuentra: colorimetria, espectroscopia de absorcion atomica y espectroscopia

de emision atdmica de plasma acoplado inductivamente. (Grafica 4-11)
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Grafica 4-11 Métodos de determinacion del mineral de interés

Espectroscopia de emision atomica de
plasma acoplado inductivamente

EspeCtroscopia s _

Colorimetria -

=  Tratamiento estadistico

0% 10% 20%

30%

40% 50% 60% 70%

Los estudios analizados dan cuenta de los diferentes métodos para realizar el analisis de los

datos. La eleccion del método de analisis depende de los objetivos planteados en la

investigacion, asi como de las caracteristicas propias de las matrices alimentarias. (Tabla 4-

11)

Tabla 4-11 Tratamiento estadistico utilizado en los estudios de bioaccesibilidad

~ . . . Compuestos para . L
Afo Autor Matriz Alimentaria T el Tratamiento estadistico
Se utilizaron tres repeticiones para determinaciones
analiticas.
: Se realiz6 un andlisis unidireccional de la varianza
Arroz parborizado ara el andlisis de datos y se aplico la prueba de
2019 | Wahengbam, | fortificado y no FeNaEDTA P o, oS y P P
fortificado comparacion de medias de Duncan con una
probabilidad de P = 0.05 para determinar las
diferencias entre los tratamientos utilizando IBM
SPSS Statistics 20.
Suplementos El analisis estadistico de los datos se realizé en
nutricionales lenguaje computacional R. Para las pruebas post
comerciales, sulfato hoc, se utiliz6 el paquete Agricolae. Los datos se
Sulfato ferroso, lactato . o .
2019 | Bryszewska |y lactato ferroso f analizaron usando un ANOVA unidireccional (p
erroso ) Iy i
encapsulado, pany <0.05) seguido de una comparacién multiple usando
sandwich para el una prueba de Tukey, con un significado establecido
desayuno. en p <0.05.
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Compuestos para

Afo Autor Matriz Alimentaria e Tratamiento estadistico
fortificacion
Sulfato ferroso
monohidratado (FS),
fumarato ferroso (FF),
hierro reducido (RI),
Harina de trigo acido férrico, Todos los datos se analizaron mediante el analisis
integral (WWF), NaFeEDTA, sulfato de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (p
2017 | Rebellato - ot : e
Panes de trigo ferroso <0.05) para la comparacion de medias utilizando el
integral (WWRB) microencapsulado software Statistica 7.0.
(FSm) y fumarato
ferroso
microencapsulado
(FFm)
Pasta de maiz méas
salsas vegetales de Los andlisis se realizaron por triplicado. Se
hoja de amaranto y promediaron los valores. Los datos se sometieron a
lcard- malva judia. Pasta NaFeEDTA o sulfato de a_naI|S|s _de varianza (A_l_\IO\_/A) y Ias_ pruebas de
2016 Vernie espesa de cereal diferencia menos significativa de Fischer se usaron
erniere An . Fe ; . N -
t6" a partir de para comparar medias al nivel de significancia del
harina de maiz, la 5%, utilizando el software Statgraphics Plus version
mezcla de los dos 5.1.
llam plato entero.
Todos los andlisis se realizaron en dos muestras
Platos GLV das individual | spli d d
(tradicionales de preparadas indivi ua’mente, y las réplicas dependen
. de la precision del método.
verduras de hoja Se utiliz6 Statistica 12 para analizar las diferencias
Kruger, verde) coladas de Hierro electrolitico, 6xido | =~ ~. ~ p ; g
2015 . . " . significativas en los datos mediante el analisis de
Johanita maiz fortificadas y | de zinc - g "
. o varianza de una via (ANOVA). Se aplicé la prueba
sin fortificar, platos P .
multiple post-hoc de Tukey para determinar
compuestos por di / o di i
verduras y colada |feren0|§s S|gn|f|cat.|vas entre medias especificas
' con un nivel de confianza del 95% (p<0.05).
Todos los andlisis se realizaron por duplicado o por
triplicado. La prueba t de Student se utilizé para
determinar las diferencias en los nutrientes totales y
Productos a base ) . :
. N, Fumarato ferroso y bioaccesibles. Para estudiar el efecto del
2012 | Oghbaei, de mijo, fideos 'y : X ) ) .
sulfato de zinc. procesamiento, se determinaron diferencias
obleas LT ) .
significativas entre fideos y obleas mediante el
andlisis de varianza y la prueba post hoc de Tukey
usando SPSS 18.0.
Binaghi, Infusiones de yerba E.l s“.'f‘.”“" ferroso, El El analisis estadistico se realiz6 utilizando ANOVA y
2011 Maria J mate y leche bisglicinato ferroso, Test de Dunnet a posteriori con p< 0,05
fortificada NaFeEDTA. P p=5
. La fortificacién y las determinaciones analiticas de
Mijo de sorgo ; . .
las harinas de mijo se realizaron de forma
(Sorghum vulgare) . . . . L
. . - Estearato de zinc, EDTA | independiente en cinco repeticiones, y los valores se
2010 | Tripathi y el mijo de perla P L L ;
; disddico y acido citrico. | presentan como media + SEM de estas
(Pennisetum . El analisi distico de los d
laucum) repeticiones. El analisis estadistico de los datos
9 ' analiticos se realiz6 utilizando la prueba t de Student
. . . - . . El analisis estadistico de los datos analiticos se
Tripathi, Harina de mijo Oxido de zinc RN .
2010 . " " . realiz6 utilizando la prueba t de Student segun
Bhumika dedo Estearato de zinc

Snedecor y Cochran.
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Afio Autor Matriz Alimentaria Co?;[r)tlijf?:;c():isépr)]ara Tratamiento estadistico
La determinacion de la bioaccesibilidad de zinc y
Cereales - arroz, hierro en muestras de alimentos, asi como todos los
trigo y sorgo, y Sulfato ferroso, demés analisis quimicos se llevaron a cabo en cinco
2009 | Hemalatha 2 . P P e
garbanzos, frijol carbonato de calcio, réplicas. El andlisis estadistico de los datos
mungo y Guandul. analiticos se realizé de acuerdo con Snedecor y
Cochran, utilizando la prueba t de Student.
El analisis de varianza unidireccional (ANOVA) se
utilizé para evaluar el efecto de diferentes
Sulfato ferroso, fumarato | compuestos de hierro, potenciadores y contenido de
ferroso y el bisglicinato | &cido fitico sobre la dializabilidad del hierro y otros
. ferroso quelado, cloruro | minerales en el atole. Cuando se encontraron
. Atole de maiz - . X . ; -
2007 Luz Mar'la fortificado y fgrr!co, CI!:I’B..tO de amonio | diferencias, se utlllzaron'prgebas de Tukey o]
De-Regil retratado férrico y acido Games-Howell (para variaciones no iguales) para el
P ) etilendiaminotetraacético | andlisis post hoc. Las comparaciones entre atole
de sodio férrico quelado | tratado con fitasa y sin modificar se realizaron
(NaFeEDTA). mediante la prueba t de Student. Se establecieron
asociaciones entre compuestos o minerales con la
correlacion de Pearson.
Harina de trigo bien
Bilal, molida g_r'ado 1 _
2002 Rakhshanda (extra_cmon al 80%) | Sulfato ferroso No refiere
para fines de
fortificacion

= Resultados Globales de los Estudios

Mediante la aplicacion de los diferentes procedimientos para determinar la bioaccesibilidad de

los nutrientes, se lograron identificar los siguientes resultados por cada uno de los estudios
(Tabla 4-11)

Tabla 4-12 Resultados generales de los estudios de bioaccesibilidad

encapsulado, pany
séndwich para el
desayuno.

Afo Autor Matriz Alimentaria Resultados bioaccesibilidad
*El % de bioaccesibilidad de Fe aumento al aumentar la
. concentracion de fortificacion.
Arroz parborizado . o . . . .
o Reduccion en el contenido de Fe bioaccesible cuando el tiempo de
2019 | Wahengbam, | fortificado y no . -
o molienda del arroz se aumenté.
fortificado . S e .
A mayor concentracion de fortificante mayor absorcion en el grano
sin embargo se queda en la parte exterior del grano.
*Mayor contenido de hierro soluble en las preparaciones que
contienen hierro encapsulado.
Suplementos . ; L - .
g La bioaccesibilidad del hierro fue menor en las matrices de
nutricionales ; .
. alimentos con suplementos que en los micro encapsulados.
comerciales, sulfato |, : . e .
Se observaron diferencias significativas en las micro encapsulados
2019 | Bryszewska y lactato ferroso

cuando se incluyé vitamina C. El agente antioxidante protegio los
iones ferrosos contra la oxidacion.

*La encapsulacion parece una forma efectiva de limitar la
inmovilizacion de hierro por el acido fitico y de aumentar su
accesibilidad para la absorcion.
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Afo Autor Matriz Alimentaria Resultados bioaccesibilidad
*El NaFeEDTA demostro ser el compuesto de hierro mas efectivo en
la fortificacién de Harina de trigo integral, ya que presento los niveles
Harina de trigo mas altos de solubilidad y dializabilidad seguido de fumarato ferroso
integral (WWF), micro encapsulado.
2017 | Rebellato Panes de trigo *El sulfato ferroso micro encapsulado y el hierro reducido
integral (WWRB) presentaron la solubilidad mas baja. La dialisis de Zn fue
influenciada positivamente por NaFeEDTA, sulfato ferroso micro
encapsulado y fumarato ferroso.
Pasta de maiz mas *En las salsas dg amaranto fqrtificgdas con NaFeEI?TA y sulfato de
salsas vegetales de hierro se qk?servo el porcen_taje mas alto de hierro dializable en
hoja de amaranto y comparacion con_la sa}lsg sin fortificar. )
malva judia. Pasta *La fra_ccn,)n del_z_lnc dializable aument6 en salsas de amaranto y
2016 | Icard-Verniére | espesa de c;ereal malva judia fortlflcadas con NaFeEDTA, mientras que no se modificd
"td" a partir de con S”'TQ‘O d.(? hierro. . . -~
harina de maiz. la *La fortificacion con hierro podrla ser una forma eficiente de
mezcla de los dos: aumentar el con.tenldo de hierro disponible en [as salsgs de
plato entero vegetales d_e hojas verdes el NaFeEDTA es mas efectivo que el
) sulfato de hierro.
Platos GLV
(trad|0|onalesh d_e *Los platos de GLV contenian cantidades promedio de zinc, pero
Kruger xg:gg)risoﬁ;iagjge tenia_n un alto pontenido_de hi_erro y anti nutrientes. ) _
2015 Joh t iz fortificad El bajo contenido de anti nutrientes de las gachas de maiz, condujo
ohanita ;Ti]r?lérgfri:::rap;stgs a mayores cantidades de hierro y zinc bioaccesibles en las comidas.
compuestos por
verduras y colada.
*El tamizado disminuy6 el contenido de nutrientes y componentes
bioactivos en la harina de mijo; Sin embargo, hubo un aumento en la
bioaccesibilidad de todos los componentes, lo que indica una mejor
2012 | Oghbaei Pr_pduptos a base de | absorcion. _ _ N
! mijo, fideos y obleas | *Los productos preparados con harina tamizada exhibieron una
mayor bioaccesibilidad de todos los nutrientes.
*Los productos fortificados tenian una bioaccesibilidad
significativamente mayor de los nutrientes respectivos.
*El consumo de infusiones de yerba mate no aportaria Fe.
Binaghi, Maria infusiones de yerba |*Las i_nfusiones en _mezc!a_t_:on leche fortificada con Fe no afectarian
2011 3 ' mate y leche negativamente la disponibilidad de Fe.
fortificada *La preparacion de infusiones-cocciones con leche puede disminuir
la bioaccesibilidad de Fe y Zn.
*La harina de mijo perla fortificada proporcioné una mayor cantidad
de zinc bioaccesible, esto se atribuyé a la presencia de EDTA, mas
Mijo de sorgo que al ziryc_fortificado._' 3 _ ) _ _
(Sorghum vulgare) y *El beneficio de la fortlf!(facmn con zinc fue mas evidente en la harina
2010 | Tripathi el mijo de perla de sorgo, en comparacion con la harlne} de mijo perla, el aumento en
(Pennisetum el contenido de zinc b|o§90e5|ble es més de 1.5 veces mayor como
glaucum) resultad(_) dela f(_)(tlflcauon. )

’ *Las harinas fortificadas de sorgo y mijo perla fueron estables
durante el almacenamiento. Por lo tanto, parecen ser buenos
candidatos para la fortificacion con zinc.

*La inclusion de EDTA junto con la sal de zinc mejor6
significativamente su bioaccesibilidad en las harinas fortificadas.
2010 Tripathi, Harina de mijo *La inclusion de acido citrico junto con la sal de zinc y EDTA durante
Bhumika "dedo" la fortificacion no tuvo ningun efecto beneficioso adicional sobre la

bioaccesibilidad del zinc.
*Tanto el 6xido de zinc como el estearato de zinc fueron igualmente
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Ano Autor Matriz Alimentaria Resultados bioaccesibilidad

efectivos como fortificantes, cuando se usaron en combinacién con
EDTA como co-fortificante.

*Las preparaciones con harinas fortificadas almacenadas no
comprometieron de manera significativa en el contenido de zinc
bioaccesible.

2009 | Hemalatha

Cereales - arroz,
trigo y sorgo, y
garbanzos, frijol
mungo y Guandul.

*La presencia de cantidades moderadas de hierro exégeno no
inhibi6é severamente la bioaccesibilidad de zinc de los granos.
*Cuando los niveles de hierro exégeno correspondieron a niveles
suplementarios, hubo una reduccién significativa en la
bioaccesibilidad de zinc de los granos.

*Cantidades moderadas de calcio agregado exégenamente
influyeron negativamente en la bioaccesibilidad del zinc del trigo.
*La influencia negativa de tales niveles exdgenos de hierro y calcio
en la bioaccesibilidad del zinc se observo tanto en granos crudos
como cocidos

Atole de maiz

*La dializabilidad del hierro fue mayor con NaFeEDTA que con todos
los deméas compuestos de hierro.

*La adicion de acido ascdrbico no tuvo un efecto significativo en la
dialisis de hierro, mientras que el Na2EDTA la mejor6 de manera

al 80%) para fines
de fortificaciéon

2007 :;;éz il?/larla De- fortificado y significativa en atole preincubado con fitasa.
9 pretratado. * La adicion de Na2EDTA siempre aumentd la dializabilidad
intrinseca de zinc.
*El pretratamiento con fitasa generalmente aumenta la dialisis del
mineral.
*El proceso de fermentacion aumenta el porcentaje de hierro
*Se us6 harina de liberado debido a la accion de las fitasas.
Bi trigo bien molida *El Nan fortificado mostr6 una liberacion méxima de hierro, lo que
ilal, - S L »
2002 Rakhshanda grado 1 (extraccion | confirmé que la levadura y la fermentacion tienen un efecto positivo

en el hierro disponible en la harina con alto contenido de fitato.
*El beneficio maximo de la harina de trigo fortificada se obtendra si
se consume como productos fermentados.

Elaboracion propia

4.2.4 Método estéatico de digestion in vitro propuesto por consenso
internacional

Con el fin de unificar condiciones para la digestion simulada de alimentos y encontrar un

consenso para un modelo de digestion, en el afio 2014 la red internacional INFOGEST publica

el trabajo titulado Standardised static in vitro digestion method suitable for food (3). Es un

método de digestion que utiliza proporciones constantes de alimento con relacién a los fluidos

digestivos, y un pH constante para cada paso de la digestion. Con este método, los alimentos

pasan por pruebas secuenciales orales, gastricas e intestinales. Los pardmetros de cantidad

de electrolitos, enzimas, bilis, dilucién, pH y tiempo de digestion, estan basados datos

fisiol6gicos disponibles (66).
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En el afio 2019 la misma entidad plantea la modificacién y ajuste del método, el cual se nombra
como INFOGEST 2.0, que incluye cambios relacionados con fase oral y gastrica, (66) las

cuales se amplian mas adelante.

En este método, se propone el empleo de diferentes fluidos gastricos, los cuales estan
constituidos por minerales y enzimas, para cada uno de los fluidos: fluido salivar simulado
(SSF), fluido géstrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF), basados en datos in

vivo en humanos (66).

=  Materiales

Los principales materiales e insumos necesarios para realizar el proceso de digestion in vitro:
Los materiales son de calidad analitica estandar. Los productos enzimaticos, deben garantizar
condiciones similares de calidad. Las actividades enziméticas se basan en ensayos de uso
comun y estan descritas en INFOGEST 2.0 (66).

= Agua ultra pura de tipo |

= o-amilasa salival humana

= Pepsina porcina

= Extracto gastrico de conejo para la lipasa gastrica

= Bilis bovina, o bilis porcina

= Pancreatina porcina 0 enzimas porcinas intestinales individuales (tripsina,
quimotripsina, amilasa, lipasa y colipasa)

= CaCl; (H20)2

= NaOH

= HCI

= KCI

= KH:;PO,
= NaHCO ;
= NaCl

" MgCl 2 (HZO)G
- (NH4 )2 COs
= CaCl; (HzO) 2
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Cada una de las fases de acuerdo con el consenso internacional requiere un tipo distinto de
fluido, fluido salival simulado (SSF), fluido gastrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado
(SIF) (tabla 4-12).

Tabla 4-13 Preparacion de soluciones stock de los liquidos de digestion simulada

SSF SGF SIF
Constituyente Conc. Solucion pH 7 pH 3 pH7
stock \ol. \ol. Vol.
Stock Conc. en SSF Stock Conc. En SGF  Stock Conc. En SIF
gL * molL" mL mmol L 1 mL mmol L 1 mL mmolL ¢
KCI 37,3 0,5 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8
KH,PO,4 68 0,5 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO3 84 1 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 - - 11,8 47,2 9,6 38,4
MgClz(H2)O¢ 30,5 0,15 0,5 0,15 04 0,1 1,1 0,33
(NH4)2COs3 48 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5 - -
Para ajuste de pH
molL 1 mL molL? mL molL? mL molL 1
Na OH 1 - - - - - -
HCI 6 0,09 1,1 1,3 15,6 0,7 8,4
CaCl,(H20), no se agrega a los fluidos de digestion simulados
gL ' molLt mmol L™t mmol L™t mmol Lt
CaCl(H20), 441 03 1.5 (0.75%) 0.15 (0.075%) 0.6 (0.3
* Entre paréntesis esta la concentracién de ca* correspondiente en la mezcla de digestion final.

Fuente: Minekus (3)

El esquema de la realizacion la Digestion In Vitro, propuesto por el consenso internacional

actualizado se puede observar en la ilustracion 4-2.
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llustracion 4-2 Esquema de realizacion de la Digestion In Vitro

Fase Oral

sélido

Alimento molido

Liquido

Opcional - -
Mezclar 1:1 con SSF + amilasa salival (75 U/

mL), 2 min pH 7

Fase gastrica

Mezclar con SGF + pepsina (2000
U/mL) + Solucién de lipasa (60 U/mL)
2hpH 3

fase intestinal
Mezclar 1:1 con SIF + enzimas 2h
pH 7

Enzimas individuales

Tripsina (100 U/mL)
Quimiotripsina (25 U7mL)
Lipasa pancreatica (2000 U/mL)
Colipasa (2:1 relacion molar con
lipasa)

Amilasa pancreatica (200 U/mL)
Bilis (10 mM)

s N
Inhibidor de enzimas

Congelacién de la muestra
o J

s N
Determinacién del micronutriente de
acuerdo con el método seleccionado

o J

Adaptado de Minekus (3)

Informacion general y diagrama de flujo de la digestion simulada en método in vitro. SSF, SGF y SIF son fluidos

simulados salivales, gastricos e intestinales, respectivamente. La actividad enzimatica esta en unidades por ml de

mezcla final en cada fase de la digestion, ajustado con INFOGEST 2.0
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=  Procedimiento

Fase Oral: La fase oral debe incluirse en todos los procedimientos de digestion simulada,
independientemente del estado del alimento (liquido o sélido) para proporcionar consistencia
de dilucion. La fase oral implica la dilucion del alimento 1: 1, con o sin amilasa salival y para
sélidos o semisdlidos, masticacién simulada de comida. Si se usa, la exposicién del alimento
a la amilasa salival se limita a 2 min a pH 7. (66).

Los pasos a seguir son los siguientes: diluir los alimentos con SSF en una proporcién de 1: 1
(peso / peso) para lograr un bolo con una consistencia pastosa similar a la de la pasta de
tomate o la mostaza al final de la fase oral. Si la consistencia del bolo es mas espesa agregar
agua para lograr la consistencia adecuada. La amilasa salival es necesaria solo para digerir

alimentos que contienen almidén. Puede omitirse si el alimento no lo contiene. (66)

= Mezclar los alimentos con SSF para lograr una proporcion final de 1: 1 (peso /
peso).

=  Sies necesario, simular la masticacion utilizando una picadora eléctrica o manual.

= Dependiendo del alimento, el picado se puede hacer junto con el SSF (sin
enzimas).

=  Adicionar la solucion madre de electrolitos SSF a los alimentos, si no se hizo en el
paso anterior.

= Agregar CaCl2 (H20) 2 para lograr una concentracion total de 1.5 mM en SSF.

= Agregar la amilasa salival, si es necesario, preparada en agua para lograr una
actividad de 75 U / mL en la mezcla final.

= Agregar el agua restante para lograr una concentracion 1 x de SSF.

=  |ncubar mezclando durante 2 mina 37°C

Fase gastrica: Las condiciones experimentales para el procedimiento de digestién simulada,
como pH, tiempo de digestion y actividad enzimatica, se basan en datos fisiologicos
disponibles para una comida tipica y fueron descritos y justificados en detalle en el consenso
internacional previo. Para el método INFOGEST 2.0 mejorado, se recomienda el uso de lipasa

géstrica (66), a continuacion los pasos a seguir para esta fase:

= Precalentar la solucion madre de electrolitos SGF a 37 ° C.
= Agregar la solucion madre de electrolitos SGF al bolo oral para lograr una

proporcion final de 1: 1 (vol / vol).
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= Ajustar el pH a 3,0 agregando un volumen definido de HCI previamente
determinado con un experimento de ajuste de prueba de pH.

= Agregar una solucion de CaCl2 (H20) 2 para lograr una concentracion final de
0.15 mM en SGF.

= Agregar la solucion de pepsina porcina preparada en agua para lograr una
actividad de 2000 U / mL en la mezcla de digestion.

= Agregar la solucion de lipasa gastrica preparada en agua para lograr una
actividad de 60 U / mL en la mezcla de digestion.

= Verificar el pH y ajustar a 3,0 si es necesario.

= Agregar agua para lograr una concentracion de SGF 1x.

= Incubar las muestras a 37 ° C, mezclando en incubadora con agitacion durante
2h.

Fase intestinal: la fase intestinal comienza con la mezcla del quimo géstrico con el mismo
volumen de SIF precalentado. El pH se ajusta con la cantidad de NaOH previamente calculada
en la prueba de ajuste de pH. En esta fase, se dan dos opciones diferentes, el uso de

pancreatina y el uso de enzimas individuales:

= Precalentar la solucién madre de electrolitos SIF en un bafio de agua a 37 ° C.
Agregar SIF con electrolitos al quimo gastrico para lograr una relacion final de 1: 1
(vol / val).

= Ajustar el pH a 7.0 agregando un volumen definido de NaOH previamente
determinado durante un experimento de ajuste de prueba de pH.

= Agregar la solucidn de bilis a la solucién de SIF / quimo gastrico para alcanzar una
concentracion final de 10 mM. Colocar la solucion en un mezclador de rueda
giratoria a 37 ° C durante al menos 30 minutos para lograr la solubilizacion
completa de la bilis.

= Afadir solucién de CaCl2 (H20) 2 para alcanzar una concentracion de 0,6 mM en
SIF.

= Realizar la fase intestinal con pancreatina (opciéon A) o con enzimas individuales
(opcién B).

(A) Pancreatina: agregar la suspension de pancreatina en solucion SIF para lograr

una actividad de tripsina de 100 U/mL en la mezcla final. Puede ser necesaria
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lipasa pancreética adicional para que la digestion de alimentos que contienen
grasa alcance una actividad de lipasa de 2000 U / ml en la mezcla final.
(B) Enzimas individuales: agregar tripsina, quimotripsina, a-amilasa pancreética,
lipasa pancreatica y las soluciones de colipasa en SIF para alcanzar 100, 25, 200
y 2000 U/ mL y colipasa en un exceso molar (relacion de 2: 1 colipasa: lipasa),
respectivamente, en la mezcla final de digestion.

o Verificar el pH y ajustar a 7.0 si es necesario.

e Agregar agua para lograr una concentracién 1 x del SIF.

¢ Incubar las muestras a 37 ° C, utilizando una incubadora con agitacion durante 2

h, a partir del momento en el que se agregan las enzimas pancreaticas (66).

Tal como se ha mencionado previamente, la digestion in vitro se lleva a cabo para una amplia
gama de objetivos y también con diferentes criterios de evaluacion. En todos los casos, el
muestreo, la conservacion de las muestras y el tratamiento posterior a la digestion son
fundamentales y podrian ser necesario hacer adaptaciones segun los requisitos particulares
de cada estudio (66).

De acuerdo con lo anterior, después de la digestion gastrointestinal y para inhibir las diferentes
actividades enzimaticas de las muestras digeridas, es necesaria una congelacion instantanea
inmediata después de la toma de muestras. Sin embargo, al descongelar la muestra para un
andlisis posterior, las actividades enzimaticas residuales podrian afectar de manera
importante la estabilidad. Por lo tanto, se recomienda la adiciéon de inhibidores enziméticos de

las enzimas digestivas diana (66).

4.3 Discusion de los resultados

A continuacion, se presentaran los resultados de la evidencia de las metodologias empleadas
para la estimacion de bioaccesibilidad in vitro de hierro y zinc en diferentes matrices
alimentarias fortificadas y el método estatico de digestién in vitro propuesto por consenso

internacional.

Es bien conocido que la aplicacion de los métodos in vitro para imitar los procesos de digestion
es una herramienta de aproximacion a las condiciones del tracto gastrointestinal, aunque es
una herramienta muy valiosa tiene limitaciones, tales como la falta de movimientos naturales

de la digestion, y el hecho de no poder incluir diferentes condiciones relacionadas con el
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proceso digestivo que pueden presentarse en diferentes grupos poblacionales o en personas
con condiciones de salud determinadas (3). Este capitulo corresponde al analisis de lo
observado en los estudios sobre diferentes protocolos de métodos aplicados para determinar

la accesibilidad in vitro de hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados.

Como ya se ha mencionado los métodos in vitro son ampliamente utilizados para las
investigaciones en las que se pretende examinar el cambio que experimentan diferentes
sustancias al ser sometidas al proceso de digestién en el organismo (3). Por lo tanto es de
gran interés observar estos cambios en nutrientes esenciales para la nutricion humana,
especialmente en los que se evidencian deficiencias importantes, tanto por la proporcién de
la poblacién que resulta afectada, como por las consecuencias que traen dichas deficiencias,
este es el caso del hierro y el zinc, los cuales se consideran vitales para el ser humano,

especialmente en etapas de la vida en donde hay crecimiento y desarrollo acelerado (5).

Considerando lo anterior, con el fin de estimar la cantidad real del nutriente que es
potencialmente accesible para ser absorbido por el organismo, se han planteado multiples
metodologias que buscan realizar un proceso secuencial y organizado, pretendiendo simular
los pasos que se dan naturalmente en el sistema digestivo, estableciendo condiciones
especificas de pH, tiempo y temperatura del medio en donde se desarrolla, haciendo adicion

de enzimas y otras sustancias que intervienen en el proceso (3).

Con relacién a la importancia de este tema, es preciso que las investigaciones puedan ser
comparables, a fin de obtener conclusiones consistentes sobre la bioaccesibilidad de
nutrientes, generando recomendaciones mas precisas sobre la ingesta de estos, relacionadas

especificamente con los niveles de fortificacion necesarios para cubrir deficiencias (3).

Dentro de este marco, para el procedimiento estandarizado de digestion in vitro se tienen en
cuenta ciertas adaptaciones, con el fin de acoplarlo lo mejor posible a lo que seria una
digestion in vivo. Varias de las condiciones bioldgicas pueden ser simuladas en el laboratorio,
sin embargo, es muy dificil controlar multiples variables dentro de la digestion, tales como la
concentracion de enzimas, iones, cantidad de saliva, variaciones del peristaltismo intestinal
etc. (3).
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En el método de consenso se plantea la utilizacion de soluciones electroliticas, de acuerdo
con la etapa de la digestion, salivales, gastricas e intestinales. Las cuales se nombran como:
fluido salival simulado (SSF), fluido gastrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF).
Se componen de electrolitos correspondientes a soluciones stock, enzimas, CaCl, y agua. Las
concentraciones recomendadas de electrolitos en los fluidos simulados estan basadas en
datos in vivo en humanos (3) (57). Sin embargo, en los diferentes estudios se observa una
alta variabilidad en la concentracion de enzimas y adicion de algunas sales. Esto puede ser
debido no sélo a la naturaleza de las matrices alimentarias analizadas, especialmente a su
contenido de macro y micronutrientes; sino también a los otros componentes del alimento o

preparacion que eventualmente pueden interferir en el proceso.

4.3.1 Fase oral:

Cabe considerar, que existen multiples variables que intervienen en el alimento dependiendo
de la fase de la digestion en la que se encuentre o se pretenda aplicar. Durante la fase oral,
la salivacion y la masticacién conforman un proceso complejo que depende del tipo de
alimento su textura y su composicion. La saliva cambia su composicién de acuerdo con
factores externos que llevan a la estimulacion de las glandulas salivares, también se ve
influenciada por el volumen de comida, ciclos de

masticacion, fuerza de la mordida, la condicion de los dientes, el nivel de hambre y los habitos

alimentarios (3)-

El medio en el que encuentran contenidas
todas las sustancias que hacen parte de la
etapa oral de la digestion es la saliva, la cual se
produce por las glandulas salivales para ser
enviada a la cavidad bucal. Proviene en su
mayoria de glandulas salivales mayores, 93 %
y de las menores en 7%. Se considera una
secrecion bastante compleja. La saliva
contiene una gran variedad de electrolitos
como sodio, potasio, fosfatos, magnesio calcio
y bicarbonato. También inmunoglobulinas,
enzimas, proteinas, mucinas y productos
nitrogenados, como urea y amoniaco. Tanto los
bicarbonatos y fosfatos como la urea modulan

(27) (26) (57)
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Dentro de las funciones de la saliva esta la
de mantener y proteger la mucosa de la
parte superior del tracto digestivo, mediante
la lubricacién; mantenimiento de Ila
integridad de los dientes y las mucosas,
accion amortiguadora y de limpieza;
actividad tanto antibacteriana como vy
antiviral, asi como la percepcion del sabor,
remineralizacion, masticacion, formacién
del bolo alimenticio, deglucion y digestion.
Las proteinas como las mucinas sirven para
limpiar, agregar y / 0 unir microorganismos
orales e intervenir en el metabolismo de la
placa dental; el calcio, el fosfato y las
proteinas son un factor antisolubilidad, en
caso necesario, al tiempo que modulan la
desmineralizacién y remineralizacion; y las
inmunoglobulinas, proteinas y enzimas
proporcionan accién antibacteriana.

(27) (28)

Es importante recalcar que la fase oral representa una parte muy importante de la simulacion
in vitro, especialmente si se trata de alimentos sélidos, mucho mas si son elaborados con base
en cereales o tubérculos, debido a su alta cantidad de almidén, el cual empieza a ser
hidrolizado por la amilasa salival. Cabe anotar que en la actualizacién que se realiz6 al
consenso internacional en el afio 2019, se contempla que la fase oral debe incluirse en todos
los procedimientos de digestion simulada, independientemente del estado del alimento (liquido
0 sélido) para proporcionar consistencia de dilucién. Sin embargo, también se plantea que
pueda realizarse la dilucion del alimento en el liquido salival simulado (SSF) sin utilizar la
enzima, esto en el caso de que el alimento a analizar no contenga almidén. La fase oral implica
la dilucién del alimento 1: 1 (peso / peso) con liquido salival simulado (SSF), con o sin amilasa
salival, y para sélidos o semisélidos, masticacion simulada de comida. Si se usa, la exposicion

del alimento a la amilasa salival se limita a 2 min a pH 7 (66).



66 Estado actual de los métodos de estimacion de la bioaccesibilidad
in vitro de hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados: una revision

Para el proceso digestivo la principal enzima de la saliva es la alfa-amilasa: su
funcion es la digestion bucal del almidon de los alimentos. Cataliza la ruptura de los
enlaces polimerizantes a (1-4), desempefiando un papel importante en la nutricién.
Para una adecuada actividad la a-amilasa salival (ptialina), necesita un pH de
alrededor de 6.8. Su actividad esta limitada a la cavidad bucal cuando el pH puede
ser alto como consecuencia de la capacidad tampon de los alimentos. La capacidad
de la a-amilasa disminuye en la etapa gastrica temprana debido al medio &cido y la
actividad proteolitica en el estomago.

(26) (3)

Como ya se menciond previamente, solamente tres de los estudios revisados aplicaron la fase
oral de la digestion, Wahengbam et. al. (54), quien empleo una matriz de arroz parborizado
fortificado y no fortificado, Icard-Verniere et. al. (57), quien utilizé pastas de cereales con salsas
a base de vegetales y Binaghi et. al. (60) que trabaj6é con infusiones de yerba mate y leche
fortificada; el tratamiento preliminar de estas matrices, tabla 4-2, y 4-5, consisti6 en la
liofilizacion y pulverizacion para el arroz parbolizado, homogenizacion para el caso de
vegetales y las infusiones con yerba mate, haciendo una alusién a la etapa de masticacion y
formacion del bolo. En el consenso internacional actualizado se hace énfasis en la preparacion
previa de los alimentos para la digestion in vitro, mencionando que estos deben disponerse
de manera que se refleje su situacion real, por ejemplo, dilucién, emulsificacién, integracion
con otros alimentos, etc. Los alimentos con alto contenido de sélidos, como los polvos, deben

reconstituirse en liquidos de manera como se consumen (66).

En lo que respecta al consenso de metodologia para digestion in vitro, se indica la adicion de
a-amilasa salival humana (EC 3.2.1.1) para conseguir 75 U/ ml en la mezcla final, sin embargo
en los estudios que realizan la fase oral, solo Wahengbam (54) emplea una actividad
enzimatica de 25 U/ml, para los demas estudios no se define como tal la actividad de la
enzima. El hecho de no contar con condiciones estandar de concentracion de enzima dificulta

realizar comparaciones sobre los resultados obtenidos.

Una situacion similar se presenta con respecto a la composicion del contenido oral, por lo que
se sugiere que una concentracion final de los alimentos para SSF de 50:50 (w/ v) o (v/v) para
alimentos liquidos en los que se recomienda la aplicacion de la fase oral, para todos los

alimentos (solidos y liquidos) (66).
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En los estudios revisados no se hace mencion del uso como tal de fluidos simulados con
concentraciones determinadas de electrolitos, por lo tanto, al no utilizar los mencionados
electrolitos podria dificultarse un ajuste adecuado del pH (pH.7), e interferir de alguna manera
en la actividad enzimética como parte fundamental del proceso de digestion in vitro (3). Se
destaca el trabajo de Wahengbam (54) en el afio 2019, quien es el Unico que reporta la adicion
de NaCl, KCly CaCl, en la etapa oral, lo mismo que CaCl,en la intestinal.

Vale la pena aclarar que el KCI, se contempla en el fluido salival dentro del consenso, NacCl
en el fluido gastrico e intestinal y CaCl,, en los tres tipos de fluido, sin embargo, este ultimo no
se afiade a las soluciones de electrolitos porque puede producirse precipitacion. En lugar de
ello, se afiade a la mezcla final del liquido de digestion simulada y alimento (3). Mediante la
adicién de electrolitos en la digestion in vitro se logra una mayor similitud al consenso

propuesto para replicar las condiciones in vivo.

En ninguno de los estudios mencionados se informa sobre el pH de la fase oral, el cual es de
7 en el consenso. Por otro lado, existe una discrepancia en los tiempos de incubacién de la a-
amilasa (2 minutos, 5 minutos y 30 minutos respectivamente). Estas diferencias de tiempo
podrian estar relacionadas con la complejidad de la matriz alimentaria para el caso del estudio
de Icard-Verniére, (57) (5 minutos), por tratarse de un plato mixto conformado por cereales y
verduras. Sin embargo esto no aplicaria para Binaghi, (60) que utiliza un tiempo de incubacion
de 30 minutos para una matriz liquida de infusiones y leche que no contiene almidén, por lo
tanto la amilasa salival no tendria una accién tan importante, ademas en condiciones normales
la masticacion es un proceso corto, por lo que se considera que la aplicacion de la fase oral

por mas de 5 minutos no corresponderia a las condiciones normales in vivo.

En general, las investigaciones sobre bioaccesibilidad no emplean comunmente la fase oral,
la cual se considera importante dentro del protocolo. No solo por la accién que tiene la amilasa
sobre los carbohidratos, sino por el contenido electrolitico que facilita el mantenimiento del pH

y la consistencia en la dilucion del alimento en cada una de las fases (66).

4.3.2 Fase gastrica:

Durante la fase gastrica existe un objetivo claro, el cual es reunir y contener el alimento dentro

del estbmago, asi como disponerlo de manera gradual para ser recibido de forma adecuada
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por el duodeno (22). Se han definido aproximaciones de los rangos de pH y los tiempos en los
gue se lleva a cabo este proceso en el sistema digestivo humano. Como se ha venido diciendo,
la idea es tener condiciones estandarizadas para hacer reproducibles los experimentos y
comparables los resultados de los mismos. La fase gastrica tiene ciertas particularidades que
son relativamente mas sencillas que las de la fase oral. Tanto los tiempos de transito como el

volumen de la secrecion gastrica dependen del tipo de alimento (3).

Para la etapa gastrica se establece el uso de una solucion electrolitica especial, donde las
concentraciones de los iones varian ligeramente con respecto a la fase oral. La solucion
electrolitica trata de simular un medio propicio para las enzimas y de las condiciones biolégicas
de una digestién real (tabla 4-12). A partir de aqui, se plantea agregar la solucién madre de
electrolitos SGF al bolo oral para lograr una proporcioén final de 1: 1 (vol / vol) (66). En las
investigaciones revisadas no se encontr6 referencia a la utilizacion de fluido géstrico
estandarizado tal como se plantea en el consenso, se puede apreciar que la adicion de
enzimas se realiza en soluciones de HCI utilizadas para mantener el pH y conservar un medio
liquido similar al fluido géastrico que propicie la accién de las enzimas sobre las matrices

alimentarias a estudio.

Respecto a las enzimas gastricas utilizadas para esta fase, en el consenso internacional
actualizado, se hace referencia a dos enzimas: pepsina porcina (EC 3.4.23.1) la cual se afiade
hasta alcanzar 2.000 U/mL en la mezcla de digestion final y la lipasa gastrica preparada en
agua para lograr una actividad de 60 U / mL en la mezcla de digestién, ademas de agregar
una solucion de CaCl; (H20). para lograr una concentracién final de 0.15 mM en SGF. La
inclusion de la lipasa gastrica, se realiza con el fin de simular la hidrélisis de las grasas a nivel

gastrico, la cual se constituye en un potenciador de la accion de la lipasa pancreética (66).

En los trabajos revisados la enzima empleada de manera general es la pepsina de origen
porcino, sin embargo, se encuentran reportados diferentes niveles de actividad de la misma,
los cuales varian desde 45 U/ml hasta valores cercanos a 3700 U/ml, por lo que es claro que

las condiciones de aplicacion de la digestion in vitro tienen una variabilidad muy alta.

El estudio que muestra la actividad mas alta de la pepsina es el de Bilal (65), quien trabaj6

con preparaciones de harina de trigo fortificado, aunque no reporta el contenido de proteina
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de la matriz, este pudo haber sido un factor determinante en la escogencia de la actividad de
la enzima. El valor mas bajo es el de la investigacién de Bryszewska, quien trabajé con
suplementos nutricionales aplicados a panificados, el mas cercano al consenso es el valor
reportado por autores como Kruger y Tripathi entre otros, quienes trabajaron con comidas
compuestas y mijo respectivamente. En los estudios revisados no se hace referencia a la
utilizacion de la lipasa gastrica, la cual fue incluida en la actualizacion del consenso en el afio
20109.

La pepsina es la primera enzima en actuar sobre las proteinas, especialmente en la
zona media de las cadenas peptidicas, en los enlaces hidréfobos en los aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano, presentes en la gran mayoria
de las proteinas provenientes de los alimentos. Puede afirmarse que es la Unica
enzima proteolitica en el estbmago, convierte las proteinas en peptonas y proteasas.
El pepsin6geno es su precursor inactivo, el cual es trasformado en pepsina activa por
el acido clorhidrico. El contenido de pepsina en el estbmago varia con las personas,
sin embargo, aumenta principalmente en la digestion de 0,26 (30 min) a 0,58 mg/ mL
(180 min). En los trabajos de investigacion lo mas comunmente utilizado es la pepsina
porcina, esto debido a que existe una alta similitud entre pepsinas humanas y porcinas
(84%), ademas del bajo costo de la pepsina porcina que se extrae a partir de mucosa
gastrica, lo que la hace de uso regular en los modelos estaticos de digestion in vitro

(31) (32)

Referente al pH se considera que después de ingerir alimentos, por lo general aumenta el pH
hasta un valor de 5 0 mayor, por la capacidad buffer de una dieta tipo occidental. La secrecién
de acido clorhidrico reduce el pH a los valores requeridos para que exista actividad enzimatica
adecuada. Se requieren condiciones acidas para la actividad que la pepsina, principalmente

entre pH 2 y 4. Por lo tanto se recomienda un valor estatico de pH 3.

La actividad catalitica de varias enzimas depende de la presencia de cofactores,
gue de definen como la fraccién no proteinica de una enzima, la cual es necesaria
para su activacion completa. Dentro de los cofactores se encuentran los activadores
metdlicos, los cuales son cationes monos y bivalentes como K, Mn, Mg, Cay Zny
pueden tener diferentes tipos de union a la enzima ya sea de manera firme o débil.
La actividad de enzimas como la lipasa puede estar afectada de diferentes formas
por la presencia de iones metalicos en la preparacion, ellos pueden estabilizar o
desestabilizar la estructura de las enzimas en solucién. Muchas lipasas necesitan
del ion Ca2+ para conservar una conformacion estable y/o mantener su
competencia.

(27) (67) (31)
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Igualmente se sugiere determinar la cantidad de &cido requerida para mantener este pH
mediante un experimento prueba antes de la digestion, facilitando la continuidad del proceso

3).

Para las investigaciones revisadas, el 100% de las mismas dentro de sus procedimientos
utilizaron condiciones géstricas de pH 2, ajustadas con soluciones concentradas de HCI
(generalmente 6M). En el caso de la temperatura, igualmente todas las investigaciones
mantuvieron un valor de 37 °C. Sin embargo, se observ variabilidad en el tiempo aplicado
para esta etapa, el cual va desde 1 hora, hasta 3 horas. En su mayoria (75%) se manejan
dos horas para su aplicacion. En el consenso se aclara que las condiciones del protocolo
pueden aplicarse a una gama amplia de alimentos, por lo tanto y considerando el
establecimiento de condiciones estandar, se recomienda un tiempo de dos horas para la
digestion gastrica (3).

En general para la etapa gastrica existen variaciones en la concentracion de la pepsina, lo que
puede estar relacionado con la composicion del alimento, ademas hay variacion en el tiempo
de aplicacion, sin embargo, el consenso internacional recomienda la uniformidad en este

parametro.

4.3.3 Fase intestinal:

Cuando se ha completado la fase gastrica de la digestion, el paso subsiguiente es la
simulacion de la digestion del intestino delgado. Este proceso denota un vaciamiento gradual
desde el estbmago hasta el intestino, lo que permite que haya una mezcla con las enzimas y
sales biliares y un aumento en el pH debido en gran medida a la presencia de lipasas, amilasas
y proteasas pancreaticas principalmente, para poder cumplir su funcién dentro del

metabolismo intestinal (44).

Al igual que con las dos etapas anteriores el consenso plantea la utilizacion de un fluido, en
este caso intestinal (SIF), el cual no difiere en gran medida con el géastrico, excepto por la
diferencia en la concentracion de algunas sales. Igualmente, este fluido se constituye en el
medio idoneo para que se desarrolle la actividad enzimatica. Con respecto a la etapa intestinal,

se plantea precalentar la solucion madre de electrolitos SIF en un bafio de agua a 37 ° C.
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Agregar SIF con electrolitos al quimo gastrico para lograr una relacién final de 1: 1 (vol / vol)

3.

Con referencia a los estudios revisados, solamente Wahengbam reporta la adicion de CacCl;
en la etapa intestinal, alcanzando la concentracion de esta sal referenciada en el consenso.
Para los demas estudios se refiere la adicion de enzima en solucién de bicarbonato, que
también realizaria la funcion de mantener el pH y servir como medio para que sucedan las

reacciones enzimaticas.

Sobre las enzimas, el consenso plantea el uso de la pancreatina porcina que se encuentra
disponible y contiene todas las enzimas pancreaticas importantes en diferentes cantidades.
Sin embargo, para efectos de generar un procedimiento estandarizado la recomendacion es
basar la cantidad afiadida en la actividad de una enzima especifica, la tripsina. Entonces, la
recomendacion es que la pancreatina debe proporcionar 100 unidades TAME (p-tolu eno-
sulfonil-L-arginina metil éster) por mL de contenido de fase intestinal (100 U/ml). Estos
ensayos deben realizarse previamente para determinar la cantidad de tripsina a utilizar en el

ensayo (3).

Con el fin de ampliar la informacién sobre la pancreatina, es necesario aclarar que es una
mezcla de diferentes enzimas digestivas producidas por las células exocrinas del pancreas
porcino. La pancreatina es una proteasa de amplio espectro, compuesta por amilasa, tripsina,
lipasa, ribonucleasa y proteasa. Se utiliza de manera especial para el analisis de digestibilidad
in vitro, debido a que esta combinacién de enzimas le permite hidrolizar proteinas, almidéon y
grasas (68). La pancreatina contiene adicional a las enzimas, una cantidad significativa de

sales, siendo las de calcio unas de las mas importantes.

Con relacién a esto pudo observarse que las especificaciones de las enzimas que se
encuentran contenidas en la pancreatina estan reportadas como actividad de lipasa, amilasa
y proteasa, tal como se presenta la tabla 4-9. Por lo tanto, no es posible realizar una
comparacion con el consenso. Todos los estudios reportaron que la pancreatina era de origen
porcino, con una alta variabilidad desde 0.04 mg/ml hasta 2.04 mg/ml. La concentracién mas
alta de pancreatina se da en el estudio de De-Regil, quien trabajé con atole de maiz y la mas
baja para Bryszewska, su investigacion se desarrollé6 en complementos nutricionales aplicados

a panificados. Por su parte, la cantidad de bilis también presenté una gran variabilidad, con
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valores desde 0.25 a 12.5 mg/ml, el mas bajo para Bryszewska y el mas alto para Bilal, quien
trabajo con derivados de trigo con o sin fortificar. En las investigaciones revisadas la mayoria
es de origen porcino (75%) aunque también se reporté de origen bovino (17%). La mas
utilizada es la porcina, porque es muy similar a la humana, y se prefiere al presentar un mejor

desempefio.

Sobre las caracteristicas de la bilis, es una solucién constituida por electrélitos, en su mayoria
Na+, K+, Cl- y HCOs- y otros minerales como el Caz+, y un componente organico que lo forman
los acidos biliares (65%), fosfolipidos (lecitinas) (20%), colesterol (4%), proteinas (5%) (40).
Ademas, contiene mucina, que actla principalmente sobre las grasas de los alimentos
parcialmente digeridos preparandolos para la accion del jugo pancreético. Igualmente facilita
la formacion de las «micelas» ampliando la superficie de exposicién para la accién de las
enzimas pancreaticas. También neutraliza el producto &cido que le llega del estbmago, gracias
a su contenido en bicarbonato (25). Ayuda en la emulsificacion y absorcion de la grasa, activa
la lipasa pancreatica y previene la putrefaccion (31).

Respecto a las demés condiciones de realizacién de la digestion in vitro, referente al pH, se
encuentra que cuando el bolo digestivo pasa al intestino este se neutraliza por accion del
bicarbonato hasta un valor de 6.5 y posteriormente llega a un pH de 7.5 en el ileon distal. Para
mantener unas condiciones estéticas, se establece un pH de 7.0, el cual se logra con la adicién
de NaOH 1M. (3)

En las investigaciones se reporté un pH que presenta también cierta variabilidad, el 75% de
los estudios reporta un pH igual o mayor a 7, el 17% entre 6.7y 7 y el 18% con un pH de 4.5,
el cual se considera bajo con relacion a lo recomendado por el consenso y que no permitiria

la accién adecuada de las enzimas pancreéticas.

En lo referente al tiempo, lo recomendado es que se realice la incubacion por 2 horas a 37°C
y con agitacién constante (66). Sin embargo, también se presenta cierta variabilidad,
encontrandose para el 59% (2) horas, 25% (3) horas, 8% (2.5) horas 'y 8% 3, 6,9 y 12 horas.
Este Ultimo caso corresponde a Bilal, quien realiz6 la mediciéon del mineral dializable en los
mencionados lapsos de tiempo, e incluy6 la variable de fermentacién dentro de la digestion

intestinal.
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Para continuar la digestién in vitro, se utilizaron diferentes métodos para realizar la separacion
de la fraccion accesible del mineral, es decir la cantidad que esta disponible para ser absorbida
por el intestino. Por esta razdn se plantea el uso de sistemas de dialisis con el fin de simular
la permeabilidad del intestino, para lo cual se utilizan bolsas de didlisis que contienen agua
desionizada con cierta cantidad de NaHCO3; equivalente a la acidez titulable del digerido
gastrico (previamente determinada hasta pH 7.5 con NaOH). Las bolsas se colocan junto con
el digerido géstrico y la solucion de pancreatina y sales biliares, la incubacion se realiza por 2
horas y a una temperatura de 37°C. Luego se lavan las bolsas de didlisis y de alli se obtiene
la fraccion dializable, la fraccion soluble y la insoluble (52).

De acuerdo con lo anterior, una de las técnicas in vitro que puede ser utilizada como un
estimador de la disponibilidad o bioaccesibilidad es la dializabilidad de un mineral en particular.
Esta es la proporcion de un elemento que se difunde a través de una membrana
semipermeable en la simulacién de digestion gastrointestinal, posterior a un periodo de tiempo
que permitiria llegar al equilibrio la dializabilidad, depende del tamafio de la molécula, se
considera que el nutriente que logre pasar a través de la membrana tendra una alta

probabilidad de ser aprovechado por el cuerpo humano (69).

Los métodos de estudio de bhioaccesibilidad in vitro (solubilidad y dialisis) Gnicamente miden
la primera etapa en el proceso, es decir, la solubilidad del compuesto objeto de estudio,
requisito previo para su posterior absorcién, o bien informacién relativa a la fraccién del
componente soluble potencialmente disponible para la absorcidn, que tiene un tamafo inferior
al de poro de la membrana de dialisis utilizada. A pesar de esta limitacion, los estudios de
bioaccesibilidad suministran informacién util para establecer comparaciones entre alimentos
(70) (72).
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llustracion 4-3 Representacion grafica de solubilidad y dializabilidad
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Fuente Ferruzzi (72)

Con respecto a los estudios, el 75% utilizo6 la dializabilidad como método para realizar la
separacion de las fracciones bioaccesibles, utilizando la difusién a través de membranas
semipermeables. También se ha considerado que el proceso de difusién tiene la caracteristica
de lograr un cambio de pH gradual en el medio, lo que corresponderia de manera mas real a

la situacion in vivo del intestino (71).

Para la determinacion de la cantidad de mineral que se encuentra en la muestra, la mas
utilizada es la espectroscopia de absorcidon atdmica, espectroscopia de emision atémica de
plasma acoplado inductivamente y colorimetria. Por su parte la espectroscopia de absorcion
atomica (EAA) es una técnica simple y ampliamente utilizada para la determinacion de metales
(73). La cuantificacion de la espectroscopia de absorcién atomica se basa en la medicion de
la cantidad de especies absorbentes producidas en una longitud de onda analitica especifica
(74).

Sobre los resultados globales de los estudios, se observa que la aplicacion de la digestion in
vitro fue la base para calcular la bioaccesibilidad tanto de hierro como de zinc, en diferentes

matrices alimentarias y utilizando diferentes compuestos para fortificacion. Se considera la
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bioaccesibilidad como un concepto clave para determinar la eficiencia nutricional tanto de los
alimentos naturales, como de los productos alimenticios que se desarrollan para mejorar la
salud humana. La medicion de la bioaccesibilidad da una idea mas real de la cantidad de los
nutrientes que estan disponibles para ser aprovechados por el organismo y que dependen de
varios factores como el tipo de matriz alimentaria. En lo referente a la estimacién del hierro
disponible, la dializabilidad es un indicador de la biodisponibilidad potencial, que se obtiene a
través de un método in vitro que incluye la digestién enzimatica en condiciones que simulan

las fisiolégicas (38).

En los resultados presentados, en granos como el arroz parborizado el porcentaje de
bioaccesibilidad del hierro aumento6 al aumentar en la concentracion de fortificacion, mientras
gue se redujo el hierro bioaccesible al aumentar el tiempo de molienda del arroz,
probablemente debido a que el fortificante se queda en la superficie del grano (54).

Se encontré en general mayor bioaccesibilidad en hierro encapsulado en matrices como pan
y sdndwich para desayuno. Se observaron diferencias significativas en los micro encapsulados
cuando se incluyé vitamina C, el agente antioxidante protegi6é los iones ferrosos contra la
oxidacién. Al respecto la encapsulacién parece una forma efectiva de limitar la inmovilizacion
de hierro por el acido fitico y de aumentar su accesibilidad para la absorcién en el intestino.
La técnica de la encapsulacién busca que el componente de interés se mantenga dentro de
una matriz que lo rodea buscando una liberacion dirigida y controlada, previniendo el deterioro
de caracteristicas como el color y mejorando la disponibilidad de minerales, especialmente en

fortificacion multiple (75).

Se observa también que, para la harina y los panes de trigo integral, el NaFeEDTA demostré
ser el compuesto de hierro mas efectivo en la fortificacion, ya que presentd los niveles mas
altos de solubilidad y dializabilidad seguido del fumarato ferroso micro encapsulado. En
cereales como el mijo y sus derivados existen también niveles altos de solubilidad para este
compuesto. EI EDTA se utiliza como agente quelante para los metales, debido a que la mayor
ventaja del proceso de fortificacion radica en su capacidad de evitar que el hierro se una a los

fitatos, presentes en gran cantidad en cereales y leguminosas (76).

En los platos mixtos como el de pastas de maiz con salsas vegetales de hoja de amaranto, se

evidencié que las salsas fortificadas con NaFeEDTA y sulfato ferroso tienen un porcentaje
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mas alto de hierro dializable en comparacién con la salsa sin fortificar. Se concluye que la
fortificacion con hierro podria ser una forma eficiente de aumentar el contenido de hierro
disponible en los mencionados platos, el NaFeEDTA es mas efectivo que el sulfato ferroso,
como ya se menciond. Se ha podido evidenciar alta disponibilidad en EDTA, cuando se utiliza
en alimentos con alto contenido de fitatos, como las hojas verdes. Sin embargo, una de sus
limitantes es el costo, en comparacion con compuestos como el sulfato ferroso (45). La misma
tendencia puede evidenciarse en otros platos mixtos, que contienen derivados de cereales y

hojas verdes.

En productos a base de cereales como el mijo, el tamizado disminuyd el contenido de
nutrientes y componentes bioactivos en la harina, sin embargo, reporta que hubo un aumento
en la accesibilidad de todos los componentes, lo que a la larga indicaria una mejor absorcion.
Se ha observado que a través de la molienda se elimina aproximadamente el 90% del acido
fitico de los cereales, sin embargo, el 10% restante es un inhibidor potente. Por medio de
procesos tradicionales como el remojo, la germinacion y fermentacién, es posible activar las
fitasas naturales de los alimentos (41). Esto fue evidenciado también en los trabajos que se
realizaron con harina de trigo sometida a proceso de fermentacién, en donde se aumenta el
porcentaje de hierro liberado debido a la accion de las fitasas, y se observa que la levadura 'y
la fermentacion tienen un efecto positivo en el hierro disponible en la harina con alto contenido
de fitato (65).

4.3.4 Andlisis estadistico de los datos

Considerando todas las variaciones que se observan en los diferentes estudios analizados, se
hace necesaria la eleccién de una metodologia de analisis de datos que permita establecer la
influencia de cada una de las variables en los resultados de bioaccesibilidad. De acuerdo con
lo reportado en los estudios, se realizan desde dos hasta cinco repeticiones para las
determinaciones analiticas. Igualmente se emplea en la mayoria de los casos el analisis
unidireccional de la varianza (ANOVA) y la aplicacion de pruebas de comparacion como
Duncan para determinar las diferencias entre los tratamientos (p<0.05), también es utilizada
la prueba de Tukey y el test de Dunnet. La pruebat de Student se utiliz6 para determinar las
diferencias en los nutrientes totales y bioaccesibles. Como herramientas para el
procesamiento de los datos se utilizaron diferentes paquetes estadisticos como SPSS, R,

Statgraphics y Statistica
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Los diferentes autores estudiaron diversas variables como la matriz, tratamientos aplicados a
ellay los tipos de sal entre otros, por ello usaron analisis mas amplios con el fin de incluir todas

las variables mencionadas y observar la interrelacion entre ellas.



5 Planteamiento de la propuesta para la
estimacion de bioaccesibilidad in vitro de
hierro y zinc en mezclas vegetales

Posterior a la revisién y andlisis realizado sobre las metodologias aplicadas para la
estimacion de la bioaccesibilidad en diferentes alimentos fortificados, se realiza una
propuesta para la estimacion de la bioaccesibilidad in vitro de hierro y zinc en mezclas
vegetales, especificamente en la mezcla vegetal que el Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar (ICBF) desarrollo y tiene a su cargo que se denomina “Bienestarina”, considerando
su importancia como alimento de alto valor nutricional, que hace parte de los programas
de complementacién alimentaria del estado y que sirve como vehiculo para fortificacion de

nutrientes deficitarios para la poblacién obijetivo.

5.1 Estrategias para el control de las carencias de
micronutrientes

Debido a que el problema de la deficiencia de micronutrientes es multicausal, que puede
estar asociada o no al consumo de alimentos fuente, se han planteado diversas estrategias
gue impactarian en diferentes ambitos, especialmente a la poblacion mas susceptible de

sufrir enfermedades o dafios por carencia (Tabla 5-1).
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Tabla 5-1 Estrategias para el control de las carencias de micronutrientes

Nombre Definicidn
Se debe buscar que las personas consuman una
Diversificacion de la diversidad de alimentos para contar con las
Alimentacién cantidades requeridas de todos los micronutrientes
esenciales.

Se refiere al suministro de dosis relativamente
Suplementacion altas de micronutrientes, usualmente como
medicamentos.

Se encuentra el control de infecciones (vacunacion
y desparasitacién), el mejoramiento de agua y
saneamiento basico.

Fortalecimiento de Acciones
Prioritarias

Impulsada por el mercado, las empresas

Fortificacion voluntaria .
productoras de alimentos.

Adicién de micronutrientes a:

. ., . * 1
Fortificacion de alimentos Alimentos procesados _
* Enriquecimiento o fortificacion masiva

*Fortificacién de alimentos especificos: ACF.

Fuente Ministerio de Salud (77)

En concordancia con lo que se evidencia en los estudios poblacionales, se plantea la
necesidad de intervenciones especificas que puedan realizarse de manera inmediata con
el fin de disminuir los riesgos y las consecuencias asociadas a la carencia de
micronutrientes como la fortificacion de alimentos y dentro de las diferentes modalidades
la correspondientes al desarrollo y suministro de alimentos complementarios fortificados-
ACF (77).

5.2 Alimentos complementarios fortificados en Colombia

Las mezclas vegetales (ACF) se constituyen en vehiculos para la fortificacion con
micronutrientes prioritarios para la poblacién; estan compuestas por mezclas de harinas
de cereales y leguminosas, a las cuales se les agrega un preparado o mezcla de
micronutrientes que puede variar con las necesidades especificas de cada grupo y la
prioridad que se establezca segun la deficiencia, de acuerdo con los estudios
epidemioldgicos (77). A continuacion, se presenta un breve contexto de la situacion

nutricional de la poblacién colombiana con relacion al estado del hierro y del zinc en la
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poblacién menor de 5 afios, dos nutrientes prioritarios en esos grupos de edad y en la cual

se centrd la propuesta del modelo in vitro.

5.2.1 Prevalencia de deficiencia de hierro y zinc en la poblacion
colombiana

El estado nutricional de una poblacién, tiene una relacién directa con su desarrollo integral,
rendimiento fisico, capacidad intelectual, resistencia a enfermedades, estado siquico y
desempefio social (78). Los efectos mas perjudiciales de la desnutricion se ven en el
embarazo y los dos primeros afios de vida. La deficiencia de vitaminas y minerales es la
causa del “hambre oculta”, con gran impacto en la poblacién, esta relacionada con las
diversas funciones que tienen estos nutrientes en organismo. En Colombia, segun la
ENSIN 2015, la desnutriciobn por carencia de micronutrientes es un problema de salud
publica. La cuarta parte de los nifios y nifias en edad preescolar presentdé anemia, (niveles
de hemoglobina inferiores al punto de corte para el grupo de edad) con una prevalencia
nacional de para el 2015 de 24,7% (Gréfica 5-1), la prevalencia de anemia para el grupo
de 6 a 11 meses de edad es del 62,5 % y duplica la encontrada en nifios de un afio (Gréfica
5-2) (5).

Gréfica 5-1 Prevalencia de anemia y deficiencia de zinc en poblacién menor de 5 afios y
mujeres gestantes
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25.0%
20.0%
15.0%
10.0%

5.0%

0.0%
6a59m Gestantes
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Fuente ENSIN 2015 (5)
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Las prevalencias de anemia disminuyen a medida que aumenta la edad, lo que determinaria
gue en los primeros tres afos de vida existe una mayor probabilidad de presentarla y por

consiguiente de sufrir las consecuencias asociadas a ella (79).

Gréfica 5-2 Prevalencia de anemia por edad en afios en poblacion menor de 5 afios
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Fuente ENSIN 2015 (5)

Por otra parte, el 36,0 % de la poblacién infantil de 1 a 4 afios en Colombia present6
deficiencia de zinc (Gréfica 5-1) 7,3 p.p. por debajo de lo reportado en la ENSIN 2010. Sin
embargo, la prevalencia es mayor a la reportada en la region, cercana al 10% y a nivel
global del 18 %. Aun cuando la prevalencia de deficiencia de zinc ha disminuido, contintia
siendo un grave problema de salud publica en Colombia, uno de cada tres nifios y nifias

presenta deficiencia de zinc (5).

5.2.2 Mezcla vegetal: La Bienestarina

La Bienestarina hace parte de los alimentos complementarios fortificados (80). Su
composicion es a base de mezclas vegetales (cereales y leguminosas) con o sin adicién
de leche en polvo, a los cuales se les agrega un preparado o mezcla de micronutrientes
gue puede variar de acuerdo con las necesidades nutricionales especificas de cada grupo.
El maiz y el trigo se utilizan como ingredientes fuente de carbohidratos y la harina de soya
y la leche en polvo como fuente de proteina. Estos alimentos han sido los mas utilizados

para los programas de alimentacion complementaria y situaciones de emergencia (81).
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Como parte de su caracterizacion y por ser el producto hacia el cual esta orientada la

propuesta, se abordaran aspectos relacionados con sus componentes, composicion

guimica y premezcla de vitaminas y minerales.

» Ingredientes utilizados en la fabricacion de la Bienestarina:

Los ingredientes utilizados se encuentran a continuacion Tabla 5-2

Tabla 5-2 Caracteristicas de los ingredientes utilizados en la fabricacion de Bienestarina

Alimento

Caracteristica

Porcentaje

Harina de trigo

Principal producto obtenido de la molienda y cernido, del
endospermo y capas internas del pericarpio de granos de trigo
comun Triticum aestivuum L., o trigo ramificado, Triticum
compactum Host., 0 mezcla de ellos, con el fin de obtener un
tamafio de particula determinado. Con un contenido minimo de
proteina del 7 %. (NTC 267)

30

Fécula de maiz

Producto obtenido por molienda hiumeda del grano de maiz,
quimicamente es un carbohidrato exento de sustancias toxicas o
nocivas. Debe presentarse en forma de polvo fino blanco libre de
particulas negras, suciedad u otras impurezas visibles. Su
contenido de proteina varia de 0 a 0.4. (NTC 926)

30

Harina de soya

Productos alimenticios obtenidos de la soya mediante la reduccién
o eliminacién de algunos de los principales constituyentes no
proteinicos (agua, aceite almidén y otros carbohidratos) de forma
que se obtiene un contenido proteico de 50 por ciento o mas y
menos de 65 por ciento. (NTC 2457)

30

Leche en polvo

Es el producto que se obtiene por la eliminacion del agua de
constitucién de la leche higienizada. El contenido de grasa y/o
proteinas puede ser ajustados para cumplir con los requisitos de
la norma mediante la adicion o retiro de constituyentes lacteos de
tal manera que no se altere la relacién entre proteina de suero y
caseina de la leche usada como materia prima. (NTC 1036,
Decreto 616 de 2006)

Premezcla
Vitaminas y
minerales

Fosfato tricalcico, hierro aminoquelado, vitamina C, zinc
aminoquelado, vitamina A, niacina, gluconato de cobre, vitamina
D, vitamina B12, vitamina B6, tiamina, riboflavina y &cido félico.

Fuente elaboracion propia segun informacion de NTC y CONPES (82)

En el siguiente grafico se representa el porcentaje de participacion de cada una de las

materias primas empleadas para la elaboracion de la Bienestarina (Gréfica 5-3).
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Gréfica 5-3 Porcentaje de participacion por ingrediente de la Bienestarina
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Fuente CONPES (82)

= Premezcla de vitaminas y minerales

La Bienestarina cuenta con una premezcla de micronutrientes, la cual se ajusta a las
necesidades especificas de la poblacién colombiana, ya que para su formulacién se toman
como base los resultados de encuestas nacionales de situacion de nutricion y salud. Los
componentes de la mezcla de micronutrientes son: fosfato tricalcico, hierro aminoquelado,
vitamina C, zinc aminoquelado, vitamina A, niacina, gluconato de cobre, vitamina D,

vitamina B12, vitamina B6, tiamina, riboflavina y acido félico (83).

Hierro y zinc: La adicion a la premezcla se realiza en su forma aminoquelada. Los
minerales quelados se forman con el intercambio de electrones entre un metal y un agente
guelante, conformando una estructura ciclica, por enlaces covalentes. Los agentes
guelantes mas comunes son los aminodacidos, pero también péptidos, polisacaridos
complejos y acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los minerales quelados han sido
clasificados como de alta solubilidad estabilidad y disponibilidad biol6gica. El analisis de
estudios publicados demuestra que existen diferencias en cuanto a la biodisponibilidad
entre la suplementacion de minerales quelados y no quelados. Esto puede estar

relacionado con el proceso de absorcion y transporte de los metales en el intestino (41).

A continuacion, se presenta el contenido nutricional de Bienestarina para 100 gramos de

producto y por porcion de 15 gramos. (Tabla 5-3)
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Tabla 5-3 Aporte nutricional de la Bienestarina el polvo

En 100 g
Nutrientes Unidad de 2 L5 eE
producto
producto
Calorias Kcal 360 54
Proteinas g 21.0 3.2
Grasa g 3.0 0.5
Carbohidratos g 63.0 9.5
Fibra g 1.3 0.2
Calcio mg 800.0 120.0
Fosforo mg 600.0 90.0
Hierro mg 10.5 1.6
Vitamina A U.l. 3330.0 499.5
Vitamina C mg 45.0 6.8
Tiamina
(Vitamina B1) mg 1234.0 185.1
Niacina mg 12.3 1.9
Riboflavina
(Vitamina B2) mg 1.0 02
Vitamina B6 mg 1333.0 200.0
Acido félico mcg 382.3 57.3
Vitamina B12 mcg 2.3 0.3
Zinc mg 10.5 1.6
Vitamina D ul 333.3 50.0
Cobre mg 1.0 0.1
Acidos
Grasos mg 100.0 15.0
Omega 3

Fuente ICBF (83)

La Bienestarina cubre alrededor de un 50% de las recomendaciones de &cido félico, cobre,
vitaminas Bi, Bes y zinc, (grafica 5-4) y un 15% de las recomendaciones de hierro, los
porcentajes de valores diarios estdn basados en una dieta para nifios y nifias mayores de

seis meses y menores de 4 afios de edad, de acuerdo con la resolucion 333 de 2011 (83).
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Gréfica 5-4 Porcentaje de aporte por porcion de Bienestarina en cada uno de los
nutrientes de la premezcla

Acido folico
Cobre

Hierro
Niacina
Riboflavina
Tiamina
Vitamina A
Vitamina B12
Vitamina B6
Vitamina C

Vitamina D

Zinc

W % aporte de acuerdo con la recomendacion

Fuente elaboracién propia segun rotulado nutricional del empaque.

= Compuestos que inhiben la absorcion de nutrientes

Adicional a la identificacion de los ingredientes que son utilizados para la elaboracién de
la Bienestarina, las caracteristicas de la matriz y el aporte de los micronutrientes, se
considera importante tener en cuenta la existencia de factores que pueden inhibir la

absorcion de los minerales (Tabla 5-4)

Tabla 5-4 Tabla de factores que inhiben la absorcion de hierro

Factores que inhiben Alimentos fuente
la absorcién del Efectos en la absorcién de
hierro estos factores

Interfiere considerablemente en los
porcentajes de absorcion, tanto del hierro

L. . . Leche y derivados
heminico como del no heminico, reduciendo y

Calcio la tasa de biodisponibilidad gg:zg’ngteocj‘f& o
entre 30 y 50%. Forman compuestos
insolubles
Los derivados hexa y pentafosfatos del acido | gemillas de cereales
Fitatos fitico presente forman complejos insolubles a Leguminosas

un pH cercano a la neutralidad impidiendo asi Oleaginosas
la dializabilidad del hierro.
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Factores que inhiben
la absorcién del
hierro

Efectos en la absorcidn

Alimentos fuente
de
estos factores

Polifenoles (taninos)

Debido a sus numerosos radicales hidroxilos
se unen fuertemente a metales, entre ellos al
Fe, propiedad que les confiere la capacidad
de ser fuertes inhibidores de la absorcion,
disminuyéndola hasta en 60%.

Té, café,
leguminosas,
espinacas, cereales

Existen principalmente en las leguminosas,
pero debido a su caracter termolabil se logra

coccién y se disminuye la interferencia con la
absorcion del hierro.

Carbonatos reducir su concentracion con el proceso de Leguminosas
coccién y se disminuye la interferencia con la
absorcion del hierro.
Debido a su caracter termolabil se logra
) S Vegetales de color
reducir su concentracion con el proceso de
Oxalatos verde

Leguminosas

Fuente Gonzalez (84)

=  Presentacion de la Bienestarina

La Bienestarina es un alimento pre-cocido, basado en una mezcla de harinas y/o féculas

de cereales (trigo, maiz), harina de soya y leche entera en polvo, con vitaminas y minerales

(85). Actualmente se producen en presentacion de 900 gramos (llustracion 5-1)

llustracion 5-1 Presentacion del empaque de Bienestarina

Ehanss camifands o mimdo 3
=)
JES

A

BIENESTAR
FAMILIAR

DTSN GRATUTA- PROHIBIOAS3 YENTA
Su boen wsoy mae ¢ responsabiidad & tadas,

Fuente: https://www.icbf.gov.co/bienestarina-mas-r-0
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" Formas de preparacion

De acuerdo con la evaluacion de impacto de la Bienestarina, las coladas, son las
preparaciones mas consumidas por los beneficiarios de los programas del ICBF. Este
producto se usa como complemento para la alimentacién a partir de 6 meses de edad. El
98.9% de los que reciben Bienestarina para preparar en el hogar, tienen un consumo usual
de por lo menos una preparacién al mes. Entre el 80% y 85% consumen colada de
Bienestarina minimo una vez a la semana. Ademas, tiene una muy buena percepcion y
aceptacion. Las personas que la consumen consideran que contribuye al crecimiento y
salud de los nifios y gestantes. La colada se ofrece generalmente como bebida al desayuno
0 en alguno de los refrigerios (86). Por otra parte la ENSIN 2015 muestra que el 54% de
los menores de 3 a 4 afios, el 26% de los nifios y nifias de 5 a 12 y el 23% de las gestantes
consumen Bienestarina (5). Considerando tanto el consumo frecuente como la
aceptabilidad del producto, se considera importante realizar la estimacion de la
bioaccesibilidad de hierro y zinc en la colada de Bienestarina. Esta informacion seria de
gran ayuda para proponer ajustes en la formulacién de los productos fortificados, y que
puedan aportar de manera mas eficiente al cubrimiento de las necesidades de los
nutrientes de interés, primordialmente para la poblacion que se encuentra en etapas de

crecimiento y desarrollo rapido por tener mas altas demandas.

Con el fin de lograr variedad en las preparaciones con Bienestarina, se ha elaborado un
recetario, en el que se consignan preparaciones como arepas, sopas, croquetas, torrejas
0 arepuelas, tortas o ponqués y Bienestarina en jugos con o sin leche, preparaciones que
también gozan de alta aceptabilidad (86). Las cuales podrian tenerse en cuenta para

estudios posteriores.

5.3 Propuesta de estimacién de la bioaccesibilidad in
vitro

A continuacién, se describe la propuesta para la estimacion de bioaccesibilidad de los

minerales mencionados por cada una de las fases:
Materia prima: Bienestarina, colada.

Ingredientes:
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= Bienestarina 15 gramos
= Azlcar 5 gramos

= Agua 180 mililitros

Preparacion:
= En un recipiente mezclar el azlcar y la Bienestarina
= Agregar el agua mezclando continuamente
= Colocar a fuego alto y mezclando continuamente hasta alcanzar el punto de
ebullicion
= Bajar el fuego a intensidad media y dejar en ebullicién durante 5 minutos sin dejar
de mezclar.

= Retirar del fuego y dejar enfriar hasta 37 grados

5.3.1 Preparacion preliminar

- Tratamiento previo a la matriz, antes de la fase oral, se somete la muestra en
polvo a diferentes tratamientos para la elaboracion de la colada, siguiendo las instrucciones
de preparacion establecidas (Tabla 5-5).

Tabla 5-5 Tratamiento preliminar de la muestra antes de la etapa oral

mezcla vegetal

Bienestarina

alistamiento de
ingredientes

la colada

. . Matriz TRATAMIENTO | TRATAMIENTO | TRATAMIENTO
Tipo de Matriz . .
alimentaria 1 2 3
Preparacion de Colada de Pesaje y Preparacion de

Homogenizacion

= Preparacién de Materiales, equipos y reactivos

Previo a la realizacion del ensayo se debe disponer de los siguientes materiales y equipos,

como condiciones minimas para llevar a cabo el procedimiento correspondiente:

Tabla 5-6 Materiales y equipos para estimacion de bioaccesibilidad

Materiales y Equipos

Centrifuga de laboratorio estandar

Agitador vortex estandar
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Materiales y Equipos

Medidor de pH de laboratorio estandar
(con electrodo disefiado para alimentos)

Agitador

Incubadora ajustable a 37 ° C

Tubos Eppendorf

Tubos de centrifuga de plastico

Micropipetas y puntas

Matraces aforados para soluciones.

Vasos de precipitados de vidrio

A continuacion, se relacionan los reactivos necesarios para la preparacion de los fluidos
simulados utilizados en el ensayo, el procedimiento de preparacién se encuentra descrito
en el Anexo 3.

Tabla 5-7 Materiales y equipos para estimacion de bioaccesibilidad

Reactivos para preparacion de Fluidos
Digestivos Simulados
Volumenes minimos de soluciones stock
necesarios para la preparacion de 500

mL de cada fluido simulado

0,5 ml de CaCl 2 (Hz0) 2 (0,3 M)
30 ml de KCI (0,5 M)

6 ml de KH 2 PO 4 (0,5 M)

65 ml de NaHCO 3 (1 M)

25 ml de NaCl (2 M)

2 ml de MgCl > (H 2 O) 6(0,15 M)
2 mlde (NH 4) 2 CO 3 (0,5 M)

NaOH 1 My HCI 1 M (un minimo de ~5
ml): para ajustar el pH

Basado en protocolo de consenso internacional (3)
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5.3.2 Fase oral

De acuerdo con los lineamientos generales a nivel internacional, es necesario tener en
cuenta la importancia de la aplicacién de la etapa oral en las muestras en las que se incluya
la Bienestarina, debido a su contenido de carbohidratos en su composicion, (Tabla 5-2) los
cuales en su mayoria corresponden a almidén que proviene del endospermo molido de
granos de cereal y leguminosa, por lo tanto es necesaria la exposicion a la amilasa salival,
cuya funcién es la de iniciar el proceso de hidrolisis, tal como sucede en la digestion in
vivo. Por su parte en la actualizacion del consenso internacional se determind la
importancia de realizar la etapa oral en todos los casos, no solamente por la exposicion a
las enzimas, sino por la consistencia que debe mantenerse en la dilucion para la aplicacién

de las fases posteriores (66).

La fase oral implica el precalentamiento de la muestra a 37 grados Celsius (para facilitar
el control de la duracién de la fase y poder garantizar la repetitividad del ensayo) simulando
la temperatura de la cavidad oral, la diluciéon de 5ml de la muestra 1: 1 (peso / peso) con
liquido salival simulado (SSF), 0.5 ml de amilasa salival, seguido de la adicion de CaCl2 y
el agua para completar la dilucién requerida, durante un tiempo de 2 min a pH 7 (tabla 5-
8) (66). El fluido salival simulado FSS es utilizado para imitar la saliva, la cual contiene
gran variedad de electrolitos principalmente sodio, potasio, fosfatos, magnesio calcio y
bicarbonato. Tanto los bicarbonatos como los fosfatos y la urea ayudan a regular el pH 'y
la capacidad amortiguadora de la saliva (27).

Tabla 5-8 Procedimiento Digestion Oral Simulada para Bienestarina

Cantidad Caracteristica
Alimento Qolada d_e Se utilizan 15 gramos de
Bienestarina 5ml 9 9
producto por porcién
Medio Utilizado FSS 4 ml Preparacion estandar de
electrolitos
alfa-amilasa humana tipo
Enzima alfa amilasa 0.5 ml IX-A, 1000-3000 U /mg
proteina
Sales CaCly 25 pL 0,3 M
Oftras sustancias Agua 475 L
T|emp_0_<§e 2 minutos
exposicién
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Colada d Cantidad Caracteristica
. olada de -
Alimento 2 S, 5 mi Se utilizan 15 gramos de
producto por porcion
pH 7
Temperatura 37 °C

Precalentamiento de todos los reactivos a 37 °C debido a la

Recomendaciones duracioén corta de la fase.
Mezclar bien
Producto Bolo oral de Bienestarina

Calculos basados en la metodologia INFOGEST(87)

a Concentraciones finales.

5.3.3 Fase gastrica

La duracion de esta etapa para un alimento liquido se caracteriza por un vaciado de inicio
rapido (3), con un pH relativamente bajo desde el comienzo de la digestion, si no se cuenta
con el efecto buffer inicial del alimento (la capacidad amortiguadora se refiere a la
resistencia de una solucién a cambiar el pH con la adicién de un &cido o una base), lo cual
es importante en la digestién gastrica. La velocidad a la que los alimentos se descomponen
durante la digestién gastrica esta influenciada por varios factores, como las propiedades
iniciales de los alimentos, el tamafio de la comida, la cantidad de secreciones gastricas y

pH intragastrico (88).

Para la etapa gastrica se establece de igual manera, el uso de una solucién electrolitica
especial, con pequefas variaciones respecto a la fase oral, con el fin de brindar un medio
propicio para que actlen las enzimas, simulando la accién del jugo gastrico en una
digestion real. Por lo tanto se plantea agregar la solucién madre de electrolitos SGF al bolo
oral para lograr una proporcion final de 1: 1 (vol / vol) con liquido gastrico simulado y
enzimas gastricas (pepsina y lipasa) y se incuba con agitacion a pH 3,0 (aportado
principalmente por el HCI) durante 2h (66) (tabla 5-9).

Tabla 5-9 Procedimiento Digestion Gastrica Simulada para colada de Bienestarina
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Cantidad Caracteristica
Alimento E0ID G 6 P iente de la f
B 10 ml roveniente de la fase
oral
Medio Utilizado SGF 8 ml Preparacion estandar
de electrolitos
Sales CaCl2 5L
0,3M
Para ajuste a pH 3 De
Acido/base HCI 0,1 mL acuerdo con ensayo
previo
Extracto ga_stnco de LJpaga 0.5 mL 60 U/mL 2
conejo géstrica
Enzima pepsina 0.5 mL 2000 U/mL 2
porcina
Otras sustancias Agua 0,895 uL
Tlemp_o_Qe 2 horas
exposicién
pH 3
Temperatura 37 °C
Agregar, la cantidad de agua necesaria a la mezcla, para
Recomendaciones | diluir la solucién stock de SGF
Mezcla constante
Producto Quimo gastrico de Bienestarina

Célculos basados en la metodologia INFOGEST(87)

a Concentraciones finales.

En esta fase se inicia de manera incipiente el proceso de hidrélisis tanto de proteinas
(pepsina porcina) como de lipidos (lipasa gastrica), la cual se continuara y finalizara en

fase intestinal.

5.3.4 Fase intestinal

Posterior a la fase gastrica, ocurre la simulacion de la digestion del intestino delgado. Para
iniciar esta fase se da un vaciamiento de forma gradual, desde el estomago hasta el
intestino, donde el material entra en contacto con sustancias como jugo pancreatico y bilis
entre otros. Es asi como el quimo gastrico de la muestra, producto de la fase oral, se
mezcla con enzimas (tripsina, quimiotripsina, lipasa, colipasa y alfa amilasa) y con sales
biliares (en cuya composicion hay compuestos organicos e inorganicos). Con una variacion
importante en el pH, asociado a la presencia de lipasas, amilasas y proteasas pancreaticas

principalmente (66).



Planteamiento de la propuesta para la estimacion de bioaccesibilidad in vitro
de hierro y zinc en mezclas vegetales

Para esta fase, se plantea el uso de fluido intestinal simulado (SIF), el cual difiere del
gastrico por la concentracion de algunas sales. Este medio brinda el escenario adecuado
para la actividad enzimética. Se continua con la condicion de simulacién de la temperatura
corporal con el precalentamiento de la solucién madre de electrolitos SIF en un bafio de
agua a 37 ° C y adicion al quimo gastrico para lograr una relacion final de 1: 1 (vol / vol).
(Tabla 5-10).

Tabla 5-10 Procedimiento digestion intestinal simulada para colada de Bienestarina

] o Cantidad Caracteristica
Alimento Qmmo gastrico Proveniente de la
de Bienestarina 20 ml £ otri
fase gastrica
Preparacion
Medio Utilizado SIF 8.5 ml estandar de
electrolitos
Enzima Trlps.lna 1mL 100 U/mLa
porcina
Enzima Quinotrpsina 1mL 25 U/mL
ovina
Enzima Lipasa porcina 1mL 2000 U/mLa
pancreética
Enzima Colipasa 1mL 6000 U/mL 2
Enzima Alfa amilasa 1mL 200 U/mL
intestinal
Sales biliares Porcina 25 mL 10 mM@
Sales CacCl2 40 uL
Para ajuste de pH Acido/base 0.2 mL De acuerdo con
ensayo previo
Otras sustancias Agua 3.76 mL Ajuste _a, la .
concentracion final
T|emp_o_<?e 2 horas
exposicion
pH 7
Temperatura 37 °C
Verificar el pH y determinar la cantidad de NaOH / HCI
Recomendaciones requerido hacer un experimento de prueba antes del
ensayo.
Producto Digerido de Bienestarina

Célculos basados en la metodologia INFOGEST(87)

a Concentraciones finales.
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Después del vaciamiento géstrico, el quimo es neutralizado por la secreciéon de carbonato,
por lo que se encuentra alrededor de pH 6,5 dependiendo tanto de la comida, como de la
tasa de vaciamiento. El pH luego se debe aumentar a un valor cercano a 7,5 en el ileon
distal. Por lo tanto, en el modelo in vitro, se utiliza un valor medio de 7,0 utilizando la adicion
de SIF e hidroxido de sodio (3).

En los trabajos de investigacion que fueron analizados, la fase intestinal se rige por la
actividad de pancreatina, sin embargo, se sugiere preferiblemente la utilizacién de enzimas
individuales, debido a que se facilita el control y ajuste de cada una de ellas, de acuerdo
con la composicibn de la matriz alimentaria. La concentracibn de estas enzimas
proteoliticas: tripsina (100 U/mL), quimotripsina (25U/mL); lipolitica: lipasa (2000U/mL),
colipasa (6000U/mL) y amilolitica: alfa amilasa (200U/mL) se adicionan en un volumen
igual de 1 mL. (la actividad enzimatica se expresa de acuerdo con el consenso
internacional). EI HCl y el agua se deberan monitorear de tal manera que su adicion permita
el ajuste del pH.

Como parte de la fase intestinal, se propone la realizacion de diélisis como una alternativa
muy adecuada para determinar la bioaccesibilidad de los minerales. Considerando que el
nutriente que logre pasar a través de la membrana tendra una alta probabilidad de ser

aprovechado por el cuerpo humano (69).

En esta propuesta in vitro, se plantea el empleo de bolsas de dialisis bolsa de dialisis, con
corte de peso molecular de 12.000 a 16.000 y porosidad de 25 A, de acuerdo con lo
utilizado por Rebellato (56), las cuales deben contener 25 ml de agua desionizada junto
con NaHCO3 equivalente a la acidez titulable del digerido gastrico (previamente
determinada hasta pH 7.5 con NaOH). Las bolsas se colocan junto con el digerido gastrico
y la solucién de enzimas y sales biliares; se propone una incubacion por 2 horas a una
temperatura de 37°C. Posteriormente proceder a inhibir la accién enzimatica para detener

el proceso hidrolitico.
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La determinacién cuantitativa de los minerales en el dializado obtenido, en lo posible, debe
ser iniciada de manera inmediata; de lo contrario, es importante almacenar los dializados

a bajas temperaturas.

A continuacion, el diagrama del proceso que se aplicaria para la realizacién de la digestion

in vitro para Bienestarina

llustracién 5-2 Diagrama del proceso para la digestion in vitro de Bienestarina

Colada de
Bienestarina

Alimento liquido

Fase Oral

Mezclar 1:1 con SSF + amilasa salival (75
U/ mL), 2 min pH 7

Fase gastrica

Mezclar con SGF + pepsina (2000
U/mL) 2h pH 3 + Solucién de
lipasa (60 U/mL)

fase intestinal Bolsas de dialisis con 25 ml de

Mezclar 1:1 con SIF + enzimas 2h agua desionizada junto con
pH 7 NaHCO3 equivalente a la acidez

titulable del digerido gdstrico

Enzimas individuales

Tripsina (100 U/mL)
Quimiotripsina (25 U/mL)
Lipasa pancreatica (2000 U/mL)
Colipasa (2:1 relacion molar con
lipasa)

Amilasa pancreatica (200 U/mL)
Bilis (10 mM)

Determinacion del mineral por
espectrometria de absorcion
atémica de llama — FAAS
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5.3.5 Medicion del contenido de hierro y zinc

Posterior al proceso de digestion in vitro se realiza la medicion del contenido de hierro y
zinc en el producto digerido, para lo cual se contemplan diferentes metodologias, tales

como espectrometria de absorcion atdbmica y espectrometria de emision atémica.

Espectrometria de absorcion atébmica: desde su invencion, este ha ganado aceptacion
como método estandar para el andlisis de elementos metalicos y no metalicos. El método
es ampliamente aceptado, ya que la técnica es selectiva por elementos y proporciona
sensibilidades analiticas al nivel de partes por millon y menos. La cuantificacion en AAS
se logra midiendo la cantidad de especies absorbentes producidas en una longitud de onda
analitica dada (74). Consiste en la vaporizacion de la muestra a altas temperaturas,
descomponiéndola en los 4&tomos del elemento de interés. Una lampara de longitud de
onda especial excita los atomos del metal y la energia absorbida por estos es proporcional
a la concentracion del analito en la muestra. En este tipo de espectrometria existen dos
tipos de atomizacion de muestra. La primera es por llama (FAAS), que llega a una
temperatura de 2000 — 3000 °K y horno de grafito que llega a una temperatura maxima de

2825 °K, en esta Ultima la atomizacidén es mas eficiente, y aumenta la sensibilidad (89).

La espectrometria de absorcion atomica de llama (FAAS) es un método analitico maduro,
que esta presente en varios laboratorios analiticos como elemento de trabajo comun para
las determinaciones de metales. Se sigue innovando con respecto a la introduccién de la

muestra en el atomizador y los tiempos de residencia en el mismo (90).

En la espectrometria de emision atdmica la atomizacion de la muestra se realiza por medio
de plasma acoplado por induccién, el cual alcanza una temperatura de 6000 a 10.000 °K,
alli se cuantifica la concentracion del analito por medio de la energia que emiten los &tomos
del elemento de interés (89). Este método esta basado en un plasma eléctricamente neutro
y altamente energético, compuesto por iones, electrones y particulas neutras,
generalmente de argon, y recibe la energia de un campo electromagnético de alta

frecuencia o de una corriente continua (73).

La ventaja de este Ultimo método es que se pueden cuantificar varios elementos en
simultaneo, mientras que en la absorcién atémica solo se puede cuantificar un elemento
debido a las interferencias espectrales de otros atomos (89). Sin embargo, para su

aplicacion se hace necesario la utilizacion de equipos e insumos de mas alto costo, lo que
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podria limitar el nimero de andlisis a realizar, asi como la réplica de este en posteriores

estudios que permitan, por ejemplo, comparar resultados.

Dado que estos métodos tienen una gran sensibilidad, capacidad para distinguir un
elemento de otro en muestras complejas y de realizar andlisis multi elemental simultaneo
(en el caso de espectrometria de emisién atomica), asi como la facilidad con la que se
puede analizar autométicamente muchas muestras, la espectroscopia atbmica es una
técnica de gran importancia y sensibilidad en quimica analitica, por esta razén seria el

método sugerido (89).

5.3.6 Estimacion del porcentaje de bioaccesibilidad

La estimacion del porcentaje de bioaccesibilidad de los minerales mencionados, se calcula

mediante la siguiente ecuacion:
% Bioaccesibilidad = (cantidad del mineral dializado/ cantidad del mineral en la muestra) x 100

Con la aplicacion del proceso se estimara el porcentaje de bioaccesibilidad de los
nutrientes de interés (52). La informacién generada en el proceso serd Util para tener una
aproximacion mas real de la cantidad del nutriente efectivamente disponible en el
organismo para ser absorbido. De esta manera seria posible plantear ajustes a la

formulacion del producto.

5.3.7 Variacion de digestion intestinal propuesta para colada de
Bienestarina

De acuerdo con lo revisado previamente y considerando las caracteristicas de la matriz
alimentaria se propone la posibilidad de incluir una modificacién en el procedimiento de la
fase intestinal, de la siguiente manera: la Bienestarina tiene una cantidad de grasa que
corresponde a 0.5 g por porcion, lo que se considera una cantidad baja, por lo que no seria
necesaria una concentracion alta de lipasa intestinal para lograr una digestion completa
del producto. Al respecto con relacion a los estudios revisados, De-Regil, trabaj6 con atole
de harina de maiz, preparacion similar a la colada de Bienestarina, utilizando una
concentracion de 16 U/ml de lipasa pancreética, para la fase intestinal, por lo tanto, se

propone utilizar la misma concentracion de la enzima, haciendo también el ajuste de
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colipasa, conservando la proporcion indicada de relacion molar de 2:1 (colipasa a lipasa)
el ajuste propuesto se observa a continuacion (tabla 5-11)

Tabla 5-11 Variacion propuesta de digestion intestinal simulada para colada de
Bienestarina

) ) Cantidad Caracteristica
Alimento Quimo gastrico
de Bienestarina Proveniente de la fase
20 ml L
géstrica
Medio Utilizado SIF g.5ml | Freparacion estandar de
electrolitos
Enzima Tripsina porcina 1mL 100 U/mL?
Enzima Quinotipsina |- 4 L 25 U/mLe
ovina
Enzima Lipasaporcina |y ) 16 U/mL 2
pancreética
Enzima Colipasa 1mL 48 U/mL @
Enzima Alfaamilasa |, ) 200 U/mL @
intestinal
Sales biliares Porcina 2.5mL 10 mMa
Sales CaClz 40 pL
Para ajuste de pH Acido/base 0.2 mL De acuerdo con ensayo
previo
Otras sustancias Agua 3.76 mL Aluste a Iaﬁcnogcentrauon
T|emp_o_<§e 2 horas
exposicion
pH 7
Temperatura 37 °C

Verificar el pH y determinar la cantidad de NaOH / HCI
Recomendaciones | requerido hacer un experimento de prueba antes del
ensayo.

Producto Digerido de Bienestarina

Célculos basados en la metodologia INFOGEST(87)
a Concentraciones finales.
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La propuesta de estimacion de bioaccesibilidad aqui presentada, es general para la colada
de Bienestarina, como preparacion base y puede considerarse una primera aproximacion
a la medicion de la accesibilidad de minerales en la misma. Se busca que a medida que
se vaya avanzando en la aplicacion de la metodologia se realicen los ajustes a los que
haya lugar, teniendo en cuenta que la Bienestarina, como alimento complementario
fortificado, tiene una composicion a base de mezclas de alimentos pulverizados de origen
vegetal, leche en polvo y mezcla de micronutrientes que puede variar de acuerdo con las
necesidades nutricionales especificas de cada grupo (81). Estas caracteristicas permiten
Inferir que se trata de una matriz compleja, y que deben ser consideradas las potenciales
interacciones que pueden generarse y que influyen en el aprovechamiento de los

nutrientes.

Segun la literatura consultada y como se habia mencionado previamente, se presentan
dentro de las mezclas vegetales compuestos que interfieren en la bioaccesibilidad de
minerales, por lo tanto es necesario considerar el efecto sobre esta de los pretratamientos
a las materias primas como la precoccion de las harinas, debido a que muchas de las
sustancias que interfieren en la absorcion son termolabiles (84). Adicionalmente, los
efectos de la inclusion de procesos preliminares como molienda, remojo, germinacion y
fermentacion en cereales y leguminosas como materia prima (41). Otra alternativa
importante es la modificacion de la sal utilizada para fortificacion, con el fin de evaluar tanto
su efecto de acuerdo con su naturaleza, como su concentracion para obtener informacion
mas confiable que permita un ajuste adecuado de la formulacién. También es posible
evaluar la adicién de sustancias que promuevan la absorcién de los minerales como el
acido ascorbico (41). La medicion de la bioaccesibilidad es vital para medir la efectividad
de cada uno de estos procesos, los cuales van encaminados a mejorar la absorcion de

nutrientes.

Lo anterior confirma de manera concluyente que la estimacién de la bioaccesibilidad puede
ser una herramienta muy Util para verificar la capacidad del alimento para proveer
nutrientes con el efecto esperado en la poblacion que se quiere atender, en este caso

poblacién vulnerable, con deficiencias de micronutrientes.



100 Estado actual de los métodos de estimacion de la bioaccesibilidad
in vitro de hierro y zinc en diferentes alimentos fortificados: una revision

Es necesario entonces buscar el mayor impacto en las intervenciones que se realicen para
disminuir la deficiencia de micronutrientes, considerando las consecuencias que tiene la
malnutricion, como debilitar el capital humano, con consecuencias irreversibles e
intergeneracionales en el desarrollo cognitivo v fisico, afectando el rendimiento escolar y
el futuro &mbito laboral. La malnutricion esta relacionada de manera directa o indirecta con
gran parte de las defunciones infantiles, ademas de ser el factor con mas peso en la carga
de morbilidad en paises en desarrollo (91). La malnutricién afecta el crecimiento econémico
y perpetla la pobreza, trayendo pérdidas directas de productividad por el mal estado de
salud, pérdidas indirectas relacionadas con el deterioro de las funciones cognitivas y la

falta de escolaridad y pérdidas por aumento de los costos de atencion en salud (4).

5.3.8 Analisis estadistico de los datos

Para la propuesta de estimacion de la bioaccesibilidad in vitro se plantea la realizacion de
los analisis por triplicado tanto al alimento inicial, como al producto final de la aplicacion de
la digestion in vitro, para determinar la cantidad de hierro y zinc bioaccesible.

Después de realizar un estudio inicial del método se deberia realizar una validacion de
este, donde se demuestre por medio de varias herramientas estadisticas que el método
funciona para la matriz de estudio y de este modo estandarizarlo para hacer seguimiento
a las cantidades bioaccesibles de micronutrientes dentro del alimento. La validacion es el
proceso para definir un requisito analitico, asi como la verificacion de que este cuenta con
capacidades consistentes con las aplicaciones que se requieren. Unido a esto, esta la

necesidad de evaluar el desempefio del método (92).

Para efectos de validar este método se hace necesario estudiar parametros como precision

(repetibilidad y reproducibilidad), limite de deteccién, limite de cuantificacion y linealidad.

Precision: se define como la medida de que tan cerca estan los resultados entre si. Por lo
general, la precision de la medicidbn se expresa numéricamente con medidas de
imprecisién, como varianza, desviacion estandar o coeficiente de variacion, en condiciones

de medicién especificas (92) (93).
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Repetibilidad: es una medida de la variabilidad en los resultados cuando una medicion se
realiza por un solo analista, con el mismo equipo en un plazo corto de tiempo. Supone la
mas pequefia variacion en los resultados. La repetibilidad se refiere también como

” W

precision “dentro de un lote”, “dentro de la serie de medida” o “intra-ensayo” (92).

Reproducibilidad, es una medida de la variabilidad en los resultados entre laboratorios, la
variacion entre laboratorios empleando el mismo método. También puede referirse a la
variacion observada entre laboratorios empleando métodos diferentes, pero con la
intencion de medir la misma magnitud. Supone dar la mayor variacion en los resultados
(92). Incluye diferentes ubicaciones, operadores, sistemas de medicion y replicar

mediciones en el mismo objeto o en objetos similares (93).

Limite de deteccion: se define a partir de la aplicacion del método y representa la
concentracion mas baja del analito que puede ser detectada por el método a un nivel de
confianza determinado. Existen dos tipos de limite de deteccién: uno propio del instrumento
y otro propio del método. El limite de deteccién del instrumento proviene del blanco de
reactivo sometido al instrumento omitiendo cualquier paso de preparacion de la muestra.
El limite de deteccion del método proviene del andlisis de blancos que hayan sido
sometidos a todo el proceso de medicion (92).

Limite de cuantificacion: este representa el nivel de concentracion de analito mas bajo
aceptable para una aplicacion tipica. EI LOQ se puede calcular a partir de la desviaciéon
estdndar obtenida, dependiendo del numero de réplicas o efecto del blanco,
multiplicandolo por un factor Kq (que generalmente es 10). El limite de cuantificacion se

calcula multiplicando la desviacion estandar de los blancos por un factor de 10 (92).

Linealidad: se puede evaluar utilizando la curva de calibracién. Para esto se sugiere que
se tengan de 6 a 10 concentraciones de estadndares diferentes, distribuidas de manera
uniforme en el rango de interés, incluyendo el blanco. Al graficar las concentraciones contra
la respuesta generada por el equipo, se observa la tendencia que estos cumplen, sin

embargo, es necesario un andlisis matematico que permita llegar a la linea promedio (92).
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En la tabla 5-12 se pueden observar los procedimientos de analisis propuestos para la

verificacion de cada una de las caracteristicas de desempefio.

Tabla 5-12 Procedimientos de analisis para cada caracteristica de desempefio

Caracteristica de

= Procedimiento Tratamiento estadistico
desempefio

Seis soluciones por triplicado
de Bienestarina enriquecida
con concentraciones
conocidas de hierro.
Linealidad Regresion lineal
Seis soluciones por triplicado
de Bienestarina enriquecida
con concentraciones
conocidas de zinc.

Diez blancos de

Limite de deteccion (LOD) procedimiento para hierro. . -
Promedio y desviacion
Limite de cuantificacion Diez blancos de estandar
(LOQ) procedimiento para zinc.

Diez réplicas por un mismo
analista en un periodo corto

de tiempo para hierro. Promedio, desviacién estandar

Repetibilidad _ o _ y T de Student
Diez réplicas por un mismo

analista en un periodo corto
de tiempo para zinc.
Tres réplicas por cada uno de
los analistas en dos dias
diferentes (12 en total) para
hierro
Reproducibilidad ANOVA
Tres réplicas por cada uno de
los analistas en dos dias
diferentes (12 en total) para
zinc
Adaptado de Eurolab Espafia, 2016 (92)

Los procedimientos de analisis para las caracteristicas de desempefio mencionados en el
cuadro anterior estan basados en los pardmetros de Eurachem, red de organizaciones
europeas, que establece un sistema para la trazabilidad internacional de mediciones
guimicas y promueve buenas practicas de calidad. De acuerdo con lo planteado, es
importante resaltar la complejidad y los costos del proceso, sin embargo, se hace necesaria
su realizacién como parte fundamental de la investigacion sobre el tema de medicién de

bioaccesibilidad de hierro y zinc en mezclas vegetales, especialmente la Bienestarina,
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teniendo en cuenta el impacto que se quiere logar a nivel poblacional en Colombia, dando
prioridad a los grupos mas vulnerables, afectados por la carencia de micronutrientes.



6 Conclusiones y recomendaciones
6.1 Conclusiones

La revision bibliografica permitié6 compilar y sintetizar la informacion sobre las diferentes
metodologias empleadas en la medicion in vitro de la bioaccesibilidad de hierro y zinc en
diferentes matrices alimentarias fortificadas, evaluar las metodologias empleadas y de esta

manera realizar una sintesis de la evidencia disponible sobre el tema.

En las metodologias analizadas se observé una gran variabilidad en aspectos como el
namero de etapas digestivas aplicadas, la concentracién de enzimas, la adicion de sales 'y
la utilizacion de fluidos simulados. Esta variabilidad dificulta la comparacién de los
resultados de bioaccesibilidad obtenidos para las diferentes matrices alimentarias, por lo
gue es necesario recurrir a metodologias estandarizadas, que permitan establecer
condiciones similares para la realizacién de los ensayos y de esta manera lograr que sean

comparables.

La propuesta de estimacion de bioaccesibilidad se realiz6 a partir de una cuidadosa
revision y analisis de los métodos utilizados en las diferentes matrices alimentarias de los
estudios consultados. Igualmente se tuvo en cuenta el consenso internacional propuesto

para la determinacion de bioaccesibilidad in vitro.

La propuesta se planteé para la colada de Bienestarina, lo que a futuro facilitara el disefio
de nuevas metodologias para otras matrices alimentarias fortificadas, considerando que la
estimacion de la bioaccesibilidad es una herramienta muy importante especialmente para

el disefio y reformulacion de estos productos.
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6.2 Recomendaciones

Se sugiere realizar el proceso de la estimacién de la bioaccesibilidad de acuerdo con la
metodologia planteada, considerando que con los resultados obtenidos en las primeras
mediciones se obtendra informacién que permitira realizar los ajustes de acuerdo con las

caracteristicas de la matriz, y de esta manera validar el modelo.

Se recomienda, a partir de la metodologia establecida, realizar estudios de
bioaccesibilidad que sirvan como base para el planteamiento de la reformulacién de la
mezcla vegetal, orientados a evaluar el efecto de las sales empleadas en la mezcla de
micronutrientes; a proponer tratamientos adicionales a las materias primas con el fin de
mejorar la calidad nutricional del producto, como las primeras aplicaciones del método,
permitiendo llevar a cabo el objetivo de suministrar nutrientes que efectivamente

contribuyan al logro de lo establecido para la mezcla vegetal.

Se sugiere que en una nueva etapa del avance de la aplicacidon de bioaccesibilidad se
incluyan otras preparaciones con Bienestarina que gozan de gran aceptabilidad por parte
de los beneficiarios como arepas, sopas, croquetas o arepuelas, tortas o ponqués y
Bienestarina en jugos con o sin leche, para esto se hace necesario tener en cuenta las
caracteristicas de cada preparacion a fin de lograr adecuarla para el desarrollo de la

digestion in vitro.

Teniendo en cuenta que la bioaccesibilidad es un paso previo a la mediciéon de la
biodisponibilidad, se recomienda que a futuro puedan crearse protocolos para evaluar la
biodisponibilidad in vitro de los micronutrientes dentro de la mezcla vegetal, incluyendo
ademas de la solubilidad potencial de los minerales, la capacidad que tienen de ser

absorbidos y metabolizados por el organismo.



A. Anexo 1. Estrategia de busqueda

Fecha: 24/03/2020

Base de datos: Pubmed

ESTRATEGIA Resultados

1 "fortified complementary foods" OR "fortified foods" OR "Food, Fortified" 9921
OR "infant foods" OR "vegetable mixes" '

5 Bioaccessibility OR "simulated digestion" OR "mineral bioaccessibility" OR 3928

"In vitro digestion"

Iron OR "lron, dietary” OR "dietary,Iron" OR zinc OR "iron absorption" OR
3 "zinc absorption” OR "iron bioaccessibility " OR "zinc bioaccessibility " OR 351,464
“iron fortification” OR "zinc fortification"

4 1 AND 2 89
5 1 AND 3 1,962
6 2 AND 3 423

7 3 AND 4 31
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C. Anexo 3. Preparacion de soluciones stock de fluidos de
digestion simulados

Preparacién de soluciones stock de fluidos de digestion simulados

SSF SGF SIF
. Conc. Solucion pH 7 H3 H7
Constiuyente L Vo Vo Vol
Stock Conc. en SSF Stock Conc. En SGF  Stock Conc. En SIF
gL * mollL" mL mmol L™ 1t mL mmol L™ 1 mL mmol L1t
KCI 37,3 0,5 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8
KH,PO, 68 0,5 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO; 84 1 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85
NacCl 117 2 - - 11,8 47,2 9,6 38,4
MgCly(H2)Os 30,5 0,15 0,5 0,15 0,4 0,1 1,1 0,33
(NH,4)2CO3 48 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5 - -
Para ajuste de pH
mol L1 mL mol L 1 mL mol L 1 mL mol L 1
Na OH 1 - - - - - -
HCI 6 0,09 1,1 1,3 15,6 0,7 8,4

CacCl,(H20), no se agrega a los fluidos de digestion simulados
gL * molL 1t mmol L1t mmol L 1 mmol L 1
CaCl,(H20), 44,1 0,3 1.5 (0.75%) 0.15 (0.075%) 0.6 (0.3%)

* Entre paréntesis esta la concentracion de ca* correspondiente en la mezcla de digestion final.
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