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Evaluacion de la capacidad prebidtica de fibras para la utilizacion como
ingredientes funcionales en modelo experimental en rata.
El calcio es uno de los nutrientes prioritarios en la poblacion infantil, cuya deficiencia
puede conducir a la osteopenia y osteoporosis. Una estrategia para paliar esta
deficiencia, es la utilizacion de alimentos con una buena biodisponibilidad de calcio.
Con este objetivo se desarrolld una galletita fortificada con carbonato de calcio y
adicionada con fibras prebitticas (inulina y oligofructosa 70:30), para aumentar la
biodisponibilidad de este mineral. Para comprobar los beneficios propuestos se llevo
a cabo un modelo experimental en ratas Wistar en crecimiento, alimentadas con tres
diferentes dietas: Dieta Galletita, Dieta Control y Dieta Control de Fructanos. Los
resultados obtenidos demostraron que la ingesta de la galletita elaborada aumento el
porcentaje de absorcion aparente y la retencion de calcio con respecto a la dieta
control. Asi mismo se observd un aumento del peso del ciego y disminucion del pH
cecal ambos indicadores de fermentacion colonica. Se puede concluir que la
galletita desarrollada podria mejorar el estado nutricional con respecto al calcio en la
poblacién infantil, debido a que se trata de un alimento saludable y de amplio

consumo.

Palabras claves: Inulina, oligofructosa, calcio, absorcion aparente, peso del ciego,

pH cecal, poblacion infantil.



Evaluation of the prebiotic capacity of fibers for use as functional

ingredients in experimental rat model.

Calcium is one of the priority nutrients in the child population, whose deficiency
can lead to osteopenia and osteoporosis. One strategy to alleviate this deficiency
is the use of foods with a good bioavailability of calcium. With this objective, a
cookie fortified with calcium carbonate and added with prebiotic fibers (inulin and
oligofructose 70:30) was developed to increase the bioavailability of this mineral.
To test the proposed benefits, an experimental model was carried out on growing
Wistar rats, fed on three different diets: the Biscuit Diet, the Control Diet and the
Fructan Control Diet. The results obtained showed that the ingestion of the
elaborated cookie increased the percentage of apparent absorption and the
retention of calcium with respect to the control diet. Likewise, an increase in the
weight of the cecal and decrease in the cecal pH were observed both indicators of
colonic fermentation. It can be concluded that the developed cookie could
improve the nutritional status with respect to the calcium in the children

population, because itis a healthy and widely consumed food.

Keywords: Inulin, oligofructose, calcium, apparent absorption, weight of the cecum,

cecal pH, infant population.
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. INTRODUCCION

En la actualidad se ha puesto énfasis en los alimentos que promueven la salud, para
mejorar el bienestar fisico y reducir el riesgo de contraer enfermedades,
considerando los efectos de la nutricion sobre el desarrollo cognitivo y psicomotor,

inmunidad, crecimiento y composicién corporal, entre otros (Olagnero et al., 2007).

En el mundo occidental la mala nutricién ha sido considerada un problema propio de
los paises en desarrollo o de sectores de bajos ingresos de los paises desarrollados,
aunque la causa fundamental es el consumo de dietas poco saludables (OMS/FAQ,
2003), que son las principales causas de las Enfermedades Cronicas No
Transmisibles (ECNT), como accidentes cardiovasculares, la diabetes tipo I,
determinados tipos de cancer, caries dental, osteoporosis y enfermedades

relacionadas con la deficiencia de calcio.

En la Argentina, de acuerdo a datos obtenidos de la Encuesta Nacional de Nutricién
y Salud (ENNyS, 2007), se observd una marcada deficiencia en la ingesta de calcio
en la poblacion infantil la cual aumentaba con la edad. ( Porcentaje de inadecuacion:
Niflos de 6-23 meses: 9%, de 2-5 afos: 46%, adultos 10-49 afios: 94% vy
embarazadas: 88% ).

La falta de calcio durante la infancia puede conducir a la osteopenia y osteoporosis,
en la edad adulta mientras que en el embarazo puede devenir en hipertension
inducida por el embarazo, preeclampsia y nacimientos prematuros con bajo peso al

nacer (ENNyS, 2007).



La ingesta de alimentos aportadores de calcio o de alimentos funcionales con alta
biodisponibilidad son estrategias para evitar las consecuencias de la deficiencia de

este mineral.

Un alimento puede considerarse funcional si se demuestra de forma satisfactoria
gue ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas del
organismo del consumidor, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal
gue permita mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad,
o0 ambas cosas. Numerosas investigaciones de indole epidemiol6gica y experimental
han demostrado que el consumo de algunos alimentos puede ser un factor de
proteccion (frutas, verduras, cereales no refinados, leguminosas) o de riesgo
(alimentos ricos en grasas saturadas, colesterol, sal, azlicares simples)(Araya et al.,

2009).

En la Argentina el Codigo Alimentario Argentino (CAA) no cuenta, por el momento,
con una definicion de alimentos funcionales, pero posee un capitulo en el que se
ocupa especificamente de los alimentos de régimen o dietéticos. En este capitulo se
hace mencién a los alimentos modificados en su perfil nutricional, enriquecidos y
fortificados, que de acuerdo a la definicibn de la Asociacion Dietética Americana
(ADA) quedarian incluidos dentro del concepto de alimentos funcionales (CAA,

2013).

Los alimentos que contienen cereales y en particular los productos de panificacion,
como panes, galletitas, etc; representan una alternativa interesante como productos

funcionales ya que tienen propiedades nutricionales propias de los cereales y sus

2



derivados (harinas, salvado, germen o mezclas de ellos) y al adicionar bioactivos se
podria desarrollar alimentos mas saludables (Araya et al., 2009).

Una estrategia para alcanzar una nutricion éptima y disminuir el riesgo de ECNT
podria ser el disefio de un alimento de consumo habitual como las galletitas con el

agregado de calcio y fibras prebidticas.

I.1. Fibra dietaria

La Fibra Dietaria (FD) fue definida por D.P. Burkitt y H.C.Trowell 1975 como los

“polisacaridos vegetales y lignina, que no son digeribles en el tracto gastrointestinal

humano” (Burkitt & Trowell, 1975).

Dentro de la fibra dietaria se distinguen dos fracciones: soluble e insoluble. Dentro
de la fraccion de fibra soluble, los compuestos de bajo peso molecular resistentes a

la hidrolisis de las enzimas del tracto digestivo humano, se denominan prebidticos.

Gibson y Roberfroid definen a un prebidtico como: “Un ingrediente alimentario no
digerible que afecta de modo beneficioso al huésped estimulando selectivamente el
crecimiento y/o la actividad de una o de un limitado niumero de bacterias del colon”

(Gibson & Roberfroid, 1995).

Criterios que debe cumplir un prebidtico

- Resistencia a la acidez gastrica: ensayo realizado como indicador de que el
prebidtico no es modificado por la acidez estomacal.

. Resistencia a la absorcién gastrointestinal: ensayo realizado como indicador de
gue el prebidtico no se absorbe a nivel del epitelio intestinal.

. Fermentacion por la microflora intestinal.
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. Estimulacién selectiva del crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales

benéficas que contribuyen a la salud y bienestar.

El proceso de fermentacién de la fibra en el colon posibilita el mantenimiento y
desarrollo de la flora bacteriana, asi como el de las células epiteliales (Fernandez-
Banares F & Gassull, 1992). En el colon ocurren fundamentalmente dos tipos de
fermentacion; la fermentacion sacarolitica y la proteolitica. La primera es la mas
beneficiosa para el organismo y produce principalmente acidos grasos de cadena
corta (AGCC): acético, propiénico y butirico; en una proporcién molar casi constante

60:25:15, gases y disminucion del pH luminal.

Gibson, en el Reino Unido presidié un grupo de expertos para evaluar distintos
ingredientes alimentarios candidatos a prebio6ticos. Este grupo de trabajo establecié
gue los compuestos que cumplian de forma estricta las condiciones anteriormente
descriptas eran los fructanos inulina, fructo-oligosacaridos (FOS), los galacto-

oligosacéridos (GOS) y la lactulosa (Guillotg & del Monte, 2015).

l.2. Fructanos

Los fructanos estan formados por una molécula de sacarosa a la que se unen
sucesivas moléculas de fructosa por enlaces B 2—1 o B 2—6. En las plantas
superiores se han encontrado cinco clases de estructuras diferentes de fructanos:

inulina, levano, levano mixto, neoseries de inulina, y neoseries de levano.

1.2.1. Propiedades de los fructanos

Los fructanos de diferente grado de polimerizacion poseen diversas propiedades

tanto fisicas como tecnoldgicas. Los FOS, por su menor tamafio de cadena, tienen



un 30 % del poder edulcorante de la sacarosa, y su capacidad para retener agua es
superior. Como no son azUcares reductores, no favorecen a la reaccién de Maillard,
son estables a pH >3 y a temperaturas de hasta 130 °C. Pueden ser usados como
ingredientes en tortas o productos de panificacion, cereales para desayuno, barras

de cereales y productos lacteos (Franck A, 2006).

1.2.2. Inulina- definicién

La inulina es un polisacarido con cadenas lineales de uniones [ 2—1 de unidades
fructosilo, siendo el trisacarido mas pequefio de la serie la isocestosa. Se encuentra
en diferentes vegetales donde se concentra o almacena en el tejido fino de la planta,
generalmente en raices y rizomas que contienen las concentraciones mas altas.
Entre las especies de plantas que contienen fructanos se identifican las del grupo
Liliace [ajo (Allium sativum), cebolla (Allium cepa), esparrago (Asparagus officinalis),
puerro (Allium ampeloprasum var. porrum)] y Compositae [achicoria (Cichorium
intybus), alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus L.) y yacon (Smallanthus

sonchifolius)] (Roberfroid, 2005; Van Loo et al., 1995).
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Figura I. 1. Estructura quimica de los fructoligosacaridos (Inulina). Con una molécula
terminal de glucosa (B-D-glucopiranosil) (A) y con una molécula terminal de fructosa

(B-D-fructopiranosil) (B) Fuente: Extraido de (Madrigal & Sangronis, 2007).

El consumo promedio de inulina y oligofructosa en Estados Unidos es de 1 a 4 g/dia
y en Europa es de 3 a 10 g/dia (Van Loo et al., 1995). El valor energético estimado

tanto para la inulina como para los FOS es de 1,5 kcal (Roberfroid, 1999).

1.3. Aplicaciones en alimentos

La inulina y la oligofructosa se utilizan en los alimentos por sus ventajas nutricionales
y por sus propiedades tecnoldgicas. Debido a que son compuestos con alta
solubilidad y a que no producen cambios en las caracteristicas organolépticas son
apropiados para su utilizaciéon en alimentos liquidos como leches, jugos, yogures
bebibles y helados entre otros.

Numerosos estudios sefialan que los prebidticos ademas tienen un efecto

potenciador sobre la absorcion de ciertos minerales, entre ellos el calcio.



I.4. Calcio

El calcio es el cation mas abundante del organismo, representando el 2,24% del
peso corporal libre de grasa. El organismo humano contiene entre 850 y 1500 gr de
calcio que representa alrededor del 1,7% del peso corporal,(American Society for
Bone and Mineral Research, 2013; Pita Martin de Portela, 2003) formando junto con
el fosforo (P) un fosfato complejo de cristales de hidroxiapatita, que se encuentra en
los huesos. El 1% restante del calcio esta en fluidos y tejidos, siendo esencial para
regular funciones fisiolégicas como irritabilidad neuromuscular, contraccion
muscular, automatismo cardiaco, coagulacion sanguinea y un gran nidmero de
reacciones bioquimicas cuyo conocimiento se incrementa dia a dia (Fernandez et

al., 2011).

1.4.1. Metabolismo y absorcion del Ca

El calcio de los alimentos es ionizado en el medio acido del estbmago y en el

intestino interacciona con los demas componentes de la dieta formando complejos

cuya solubilidad depende del pH del medio.

El calcio es absorbido en el intestino delgado por dos mecanismos:

e Transporte pasivo 0 no saturable.

El tranporte pasivo, mecanismo independiente de la vitamina D, depende de la
concentracion de calcio intraluminal y ocurre en toda la longitud del intestino delgado

y grueso. Esta ruta puede ser estimulada por la presencia de sustratos fermentables.



La fermentacion de la fibra prebidtica, al disminuir el pH intestinal produce cambios
gue aumentan la solubilidad y el intercambio iénico de hidrégeno celular por calcio,

estimulando el transporte pasivo o paracelular.

e Transporte activo o saturable, dependiente del metabolito de la vitamina D,

predominante en el duodeno proximal.

El butirato producido en la fermentacion de los prebioticos provoca el aumento de la
concentracién de calbindina y de la actividad de los receptores a vitamina D3

estimulando el trasnporte activo del calcio (Tablal.1.) (Maiyar & Norman, 1992).

Los carbohidratos no digeribles de baja polimerizacién tales como los FOS son mas
activos en el colon proximal, mientras que las moléculas de cadena mas larga
podrian tener su efecto en la parte distal. Combinar ambos tipos de componentes en
un producto puede ofrecer un efecto sinérgico sobre la absorcion del calcio, ya que
dicha absorcién ocurre a lo largo de todo el intestino (Lavanda, Saad, Lobo, & Colli,

2011).

Tablal. 1: Mecanismos de absorcion de Ca afectados por los prebioticos:

EFECTO SOBRE VIA MECANISMO
*Transporte + SCFA + JpH : T solubilidad
Pasivo (acetato>propionato>buti- + Tintercambio i6nico
rato >lactato) (Hx Ca)

* Propionato > acetato

*Transporte activo * Butirato + TSintesis CaBP
+  Treceptor
1,25 diOH vit D3

SCFA: Short-chain fatty acid. ( Acidos grasos de cadena corta)



1.4.2. Factores que afectan la absorcion de Ca

e Estimuladores de Ca

La biodisponibilidad del calcio en la dieta es del 30-40%, y los factores que estimulan
la absorcion son: lactosa, acido citrico, aminoacidos basicos, péptidos y las fibras

prebidticas.

e Inhibidores de Ca

La absorcion se ve afectada por varios compuestos como: oxalatos, fosfatos, fitatos,
fluoruros, acidos grasos de cadena larga y fibra (Mota-Blancas & Perales-Caldera,

1999).

1.4.3. Requerimientos de Ca

El tejido 6seo es un tejido dinamico en el cual existen dos procesos simultaneos:
deposicion de calcio y resorcidon 6sea. Desde el nacimiento hasta la adolescencia la
deposicion de calcio supera la resorcién de manera que se produce un aumento del
contenido de calcio en el hueso hasta llegar al “pico maximo de masa ésea” entre los
18 a 25 afos. Posteriormente ambos procesos se producen en igual magnitud y a
partir de la cuarta a quinta década de vida se produce un incremento de la salida de
calcio que supera la deposicion de este mineral, por lo cual hay una disminucion de
la masa 6sea corporal.

Por este motivo, la ingesta de calcio durante la nifiez debe ser la adecuada para
lograr alcanzar el pico maximo de masa 0sea, de manera que durante la vejez se
disminuya la posibilidad de la aparicion de procesos osteopénicos que devengan en

osteoporosis (American Society for Bone and Mineral Research, 2013).
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En la tabla 1.2., se pueden observar los requerimientos de calcio para distintos
grupos etarios, que indican la ingesta recomendada de este mineral, teniendo en

cuenta que la absorcién de una dieta mixta se encuentra dentro del 30%

Tabla I. 2: Ingesta de Ca en mg/dia (DRIs): Estimulate Average Requirements Food

and Nutrition Board, Institute of Medicine, National Academies).

GRUPO (anos) Ca (mg/dia)
Lactantes (0-1) 200-260 (Al
Nifios (1-3y 4-8) 700-1000
Hombres (9-18; 19-70; >70) 1300-1000-1200
Muijeres (9-18; 19-50; 51-70 y >70) | 1300-1000-1200-1200
Embarazo (<18 y > 18) 1300-1000
Lactancia(<18 y > 18) 1300-1000

SOURCES: Dietary Reference Intakes for Calcium Phosphorous, Magnesium, Vitamin D, and Fluoride
(1997); Dietary Reference Intakes for Calcium (2011). These reports may be accessed va
www.nap.edu.(Food and Nutrition Board; Institute of Medicine; National Academies, 2011).
Al: Adequate Intake (Ingesta Adecuada)

I.5. Disefio de alimentos paraincrementar la biodisponibilidad de Ca

Los alimentos fortificados con calcio son una opcion que puede utilizarse en el
desarrollo de alimentos para nifios que no logran cubrir las recomendaciones citadas

anteriormente con la dieta habitual.

Una de las formas de agregar calcio a los alimentos es utilizando sales como el
Carbonato de Calcio el cual presenta una adecuada disponibilidad (Fernandez et al.,

2011).

Los productos de panaderia de alto consumo en nuestro pais como las galletitas, se
plantean como una posibilidad interesante al momento de disefiar un producto con

estas caracteristicas.
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|.6. Galletitas

Se entiende por galletitas a los productos elaborados a base de harina de trigo u
otras mezclas, moldeadas y horneadas, con o sin el agregado de agentes quimicos
y/lo biolégicos autorizados. Las galletitas fabricadas con harina de trigo blanca

refinada son pobres en fibra dietaria (Lezcano, 2015a).

La producciéon anual de galletitas dulces y saladas registra una tendencia positiva y
creciente desde el afio 2005 hasta el 2014; se estima una produccion es de 425 mil
toneladas por afo. Las galletitas dulces figuran entre los cuatro productos masivos

gue integran la canasta basica de los hogares argentinos (Lezcano, 2015b).

11
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1. OBJETIVOS

Il.1. Objetivo general

Desarrollar una galletita a base de harina de trigo, fortificada con carbonato de
calcio, y agregar una fuente de fibra prebidtica (mezcla de inulina y oligofructosa),
para evaluar su capacidad como ingrediente funcional que contribuya a aumentar la

absorcion de calcio.

Il.2. Objetivos especificos

v Disefiar una galletita saludable para la poblacién infantil.

v' Determinar la composicion nutricional del alimento desarrollado.

v/ Evaluar la biodisponibilidad de calcio de la galletita mediante un modelo

experimental biolégico.

12
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. MATERIALES Y METODOS

[1.1. Materia prima

l.1.1. Galletita:

A continuacion, se mencionan las materias primas empleadas para la formulacién

del producto:

1. Harina de trigo: se empled harina de trigo, marca Favorita 0000.

2. Aceite de Maiz: se emple6 aceite de maiz comercial, marca Mazola.

3. Leche fluida descremada: se utilizd leche liquida parcialmente descremada,

marca comercial Sancor

4. Huevos: se utilizé huevo entero, del mercado local.

5. Fructanos: se utiliz6 una mezcla de inulina y oligofrucosa en una relacion 70:30

(Beneo Orafti® Synergyl, 2012)

6. Carbonato de Calcio: marca Biopack. (Biopack, Cod. 9780.08)

7. Orégano: se agrego orégano deshidratado, marca comercial Alicante.

8. Polvo para hornear: se utilizd polvo para hornear marca comercial, Royal.

9. Sal: se empleod sal fina marca comercial, Celusal.

13
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En la Tabla lll. 1 se detalla la composicion de la galletita con los ingredientes usados

para la elaboracién y sus cantidades respectivamente.

Tabla lll. 1: Composiciéon de la galletita / 100 g.

Ingredientes Cantidad (g)
Harina de trigo 58,1
Aceite de maiz 11,6
Leche descremada 11,6
Huevos 14,5
Fructanos 2,3
Carbonato de Calcio 0,7
Orégano 0,7
Polvo de Hornear 0,3
Sal 0,1

l.1.2. Elaboracion de la galletita:

l.1.2.1. Método de preparacion.

Se mezclaron todos los ingredientes solidos durante un minuto con cuchara, luego
se agrego el aceite, la leche y por ultimo los huevos uno a uno, amasando
manualmente la mezcla por aproximadamente 15 minutos. Luego se estird la masa
con rodillo hasta un espesor entre 0,3 - 0,5 cm, se corté con cuchillo en tiras de
aprox 10 cm de alto y 2,5 cm de ancho, posteriormente se horneé a 180 °C durante

20 minutos.

l.2. Determinacién de la composicién nutricional.

l.2.1. Determinacion de proteinas

Se emple6 el método de Kjeldahl para determinar el contenido de proteinas

utilizando el factor 6.25 (% proteinas = % N x 6.25).
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l1.2.2. Determinacion de lipidos

Se realizd la determinacion de lipidos por método indirecto de extraccion basica,

Rose Gottlieb. Se expresé como extracto etéreo %, mediante la formula.

G [%]= [(m2-m1) . 100] / M

ml: masa en gramos del matraz erlenmeyer.

m2: masa en gramos del matraz erlenmeyer con grasa tras el secado.

M: peso de la muestra en gramos.

lI.2.3. Determinacion de fibra dietaria. AOAC 991.43

Se determin6 el contenido de fibra dietaria total de alto peso molecular,
empleandose el método enzimatico-gravimétrico. Se tomoé 1 g de muestra, se agrego
buffer fosfato pH = 6 y se tratd con a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa
sucesivamente. Posteriormente, se precipito la fibra dietaria total (FDT) por adicion
de etanol 95% vlv, durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo fue filtrada y lavada en
pasos sucesivos con etanol 78%, etanol 95% y acetona pura, posteriormente fue
secada (105 °C) y pesada. A uno de los residuos de FD se le determiné el contenido
de cenizas incinerando la muestra a 550 °C, y al otro se le determind contenido de
proteinas por el método de Kjeldahl. Se determin6 como el residuo corregido por

contenido de proteinas y cenizas. (AOAC 991.43, 1995).

lll.2.4. Determinacién de humedad

Se determiné por diferencia de pesajes antes y después de desecacién en estufa, a
100 = 2°C hasta peso constante (alrededor de 48 horas) y el resultado se expresé
con la siguiente formula:
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H (%) =(m1 - m2)/(m1 - mO)* 100

donde:

mO = masa de capsula de Petri vacia ()

m1 = masa de capsula de Petri con la muestra hiumeda (g)

m2 = masa de capsula de Petri con sélidos luego del secado (g)

lll.2.5. Determinacion de cenizas

Se determind por calcinacién en mufla a 550°C, hasta cenizas blancas, y se calculd

la diferencia de peso, antes y después de someter las muestras a tratamiento.

lll.2.6. Determinacién de minerales

Se realizé la determinacion de calcio por mineralizaciéon con acido nitrico utilizando

bombas Parr para su digestion.

Posteriormente el andlisis de calcio se llevd a cabo por espectrofotometria de
absorcion atomica con un espectofotometro Perkin Elmer, modelo SpectrAA-400,
con llama de aire-acetileno, slit de 0,5 mm y longitud de onda de 422,7 nm. Se
agrego cloruro de lantano, en una concentracion de 6500 ppm en la solucion de

lectura como supresor de interferencias (Perkin Elmer Coorporation, 1996).

l1.2.7. Determinacion de fructanos

Las muestras fueron analizadas por duplicado. Se realizd la determinacion de
fructanos por cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC, equipo Waters, con
una columna de intercambio iénico , Nucleogel Sugar 810 Ca, con detector de indice

de refracciéon, Waters R 401. (Zuleta, 2001)
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[11.3. Modelo experimental in vivo para la evaluacion de la biodisponibilidad de

Caen la galletita

Para la determinacion de la biodisponibilidad del calcio en la galletita, se trabaj6é con
un modelo experimental in vivo, en el cual ratas de la cepa Wistar fueron
alimentadas durante 60 dias desde el destete con tres dietas: una dieta control, una

dieta a base de fructanos y la dieta experimental elaborada con la galletita.

.3.1. Animales

Se trabaj6é con 8 ratas de la cepa Wistar por grupo al destete de 23-25 dias, (peso:
40 45 ), criadas y mantenidas en bioterio en condiciones estandarizadas de
temperatura (21+ 1 °C) y humedad (50-70%), con ciclo de luz oscuridad de 12 horas

regulado automaticamente (Fuentes, Mendoza, Rosales, & Cisneros, 2008).

Las ratas ( n= 8 / grupo ) fueron colocadas en jaulas individuales de acero
inoxidable, administrandoles agua desionizada y las dietas correspondientes durante
60 dias “ad-libitum”. (DC: Dieta Control, DF: Dieta Control de Fructanos y DG: Dieta
Galletita). Este trabajo de investigacion contd con la aprobacion del Comité de Etica,
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Departamento de Sanidad, Nutricion,

Bromatologia y Toxicologia.

Dietas experimentales

l1.3.2. Dieta control

Esta dieta se elabor6 de acuerdo a la composicién establecida por AIN-93G
(American Institute of Nutrition) y se utilizd celulosa como fuente de fibra (5%) (AIN-

93 G, 2013)
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11.3.3. Dieta control de fructanos
La dieta se elaboré de acuerdo a las recomendaciones de AIN-93G, reemplazando

la celulosa por fructanos (# Orafti® Synergyl, BENEO, Tienen Belgium).

l1.3.4. Dieta galletita

Esta dieta se elaboré utilizando la galletita molida con el agregado de los macro y

micro nutrientes necesarios para cubrir las recomendaciones de AIN-93G.

La mezcla de sales minerales agregadas no contuvo carbonato de calcio debido a
gue esta sal ya se encontraba dentro de la formulacién de la galletita elaborada. Con
este disefio se logré cubrir el 50% de las recomendaciones de calcio establecidas

para estos animales (Tabla lll.2).

Tabla lll. 2: Disefio de las dietas experimentales (g/100 g de dieta).

_ _ Dieta Dieta Dieta
Ingredientes (g/100g dieta) Galletita Control Fructanos
Caseina* 5,7 20 20
Lipidos ** 7 7
Mezcla de Minerales *** 3,5 3,5
Mezcla de Minerales sin Ca 1.4
Mezcla de Vitaminas **** 0,9 1 1
L-Cistina 0,3 0,3 0,3
Colina 0,6 0,7 0,7
Celulosa 5
Fructanos # 10
Galletita 91,2
Dextrina 62,5 57,5

*Caseinato de Potasio, Nestlé Argentina S.A, conteniendo 85.1% de proteina y 0.095 g% Ca.
** Aceite de Soja Comercial

*** Composicion de acuerdo con AIN 93 Mineral -MX

**xx Composicion de acuerdo con AIN 93 Vtamin Mix -VX

*xxxx Dextrina : Ingredion, Globe 019150
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ll.4. Determinacion de la composicion centesimal de las dietas

En las dietas experimentales se determinaron:

a) proteinas, b) grasas, c) fibra, d) cenizas, €) humedad y f) minerales, segun los

métodos descritos en el apartado II.2.

l.4.1. Determinacién de calcio (Ca)

Se realizé la determinacion de calcio segun lo descrito en lIl.2.6.

l.4.1.1. Determinacion de fosforo (P)

El Fésforo se determind por el método de Gomori. (Gomori, 1993)

[11.5. Determinaciones en el modelo experimental in vivo

l.5.1. Determinacion del consumo de dieta e ingesta de Ca.

El consumo de dieta fue registrado cada dos o tres dias utilizando una balanza
analitica Mettler con precision de + 0.1 g para calcular la ingesta diaria y total de cada
dieta. Posteriormente con el dato de concentracion de calcio en las dietas se calcul6

la ingesta diaria de calcio.

l.5.2. Absorcién aparente de Ca (% ABS)

Tres dias antes de finalizar la experiencia se midié el consumo de alimento y se
recogieron las heces. Las dietas y las heces se mineralizaron y se determiné el calcio
segun se describié en la seccion ll.2.6, posteriormente se calculdé la absorcion

aparente de calcio de acuerdo a la siguiente férmula:

% de Absorcién Aparente de Ca = Ingerido — FEC“E)? 100
Ingerido
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l1.5.3. Determinacion de la densidad mineral 6sea (DMO)
Previo al sacrificio de los animales se determind la densidad mineral 6sea. Las ratas

fueron anestesiadas con 0,1 mg de chorhidrato de ketamina/100 g de peso corporal +

0,05 ml de xilazina.

La DMO se midié en un Densitometro DPX Alpha 8034, Lunar Radiation Corporation
(Madison, WI, Estados Unidos) con software especial para pequefios animales. Con

los datos obtenidos se calcularon la DMO de fémur, columna Yy tibia proximal.

11.5.4. Peso y pH del ciego
Después del sacrificio, se extrajo el ciego sobre el cual se determinaron el peso del
ciego y el pH del contenido cecal, como parametros para evaluar el efecto de la

fermentacion colénica de las diferentes dietas administradas.

l1.5.5. Medidas y composicion 6sea

Se extrajeron los fémures derechos, se secaron durante 72 horas en estufa a 100°C
y se eliminé el tejido graso sumergiéndolos durante 15 dias, en una mezcla de

cloroformo: metanol (3:1). Luego se secaron en estufa durante 48 horas a 100°C,

para determinar:

a) Longitud del hueso: con Vernier, con una aproximacion de 1:20 mm.

b) Peso del hueso: conuna balanza analitica Mettler con precision+ 0,1 mg.

Posteriormente se calcinaron, mediante mineralizacion por via seca, en mufla a

700°C, hasta aspecto blanco cristalino.

Sobre las cenizas obtenidas se determinaron el % de Ca y P. (mediante los métodos

descritos en el capitulo 11.2.6. y ll.4.1.1.).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Composicion nutricional de la galletita

Los resultados obtenidos del estudio realizado se presentan en la Tabla V. 1.

Tabla IV. 1: Porcentaje de nutrientes en la galletita (%) en base seca.

i 0,
Nutrientes Porcentaje (%)

(g/1009)

Proteina 11,7
Lipidos 19

Carbohidratos 60,4
Fibra TOTAL 6,2
I. FD alto PM 4,1
Il. Fructanos 2,1
Cenizas 2
Humedad 2,7

Calcio 0,296

La composicion nutricional de la galletita reflejo en términos energéticos un balance
adecuado que se adapta bastante a las recomendaciones actuales. %P: 10.4, %G:
37.2 y %CHO: 52.4, teniendo en cuenta que una dieta equilibrada tiene que tener
%P: 10-15, %G: 25-30 y %CHO: 55-65, En cuanto al contenido de fibra dietaria total,
gue incluye la FD de alto PM vy la fibra prebiotica (Fructanos) nos permitiria calificarlo

como un alimento rico en fibra. (CAA, 2013).

La ingesta de dos porciones de 30 g de galletitas por dia cubre el 18% de la ingesta

recomendada de calcio para un nifio en edad escolar.
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IV.2. Calculo de la ingesta de dieta y de la ingesta Ca durante la experiencia.

En la Tabla IV. 2 se detalla la ingesta total en gramos durante 60 dias, la ingesta

diaria en g/dia y la ingesta diaria de calcio en mg/dia de las dietas DG, DF y DC.

Tabla IV. 2: Ingesta de dieta total (g/60 dias), ingesta de dieta diaria (g/dia), e

ingesta diaria de Ca (mg/dia) en los tres grupos experimentales.

P D.Control D.Fructanos D. Galletita

Ingesta total (g/ 60 dias) <0.0001 1089+942 854 +83 7P 1262 + 113°¢
Ingesta diaria (g/dia) <0.0001 188+162 151+19b 20,8+182

Ingesta Ca (mg/dia) <0.0001 938+802 755+96P 56.2 +4.9c¢

Datos expresados como promedio + desvio estandar. Se realiz6 test de la varianza
(ANOVA) vy las diferencias intragrupo a posteriori se analizaron mediante el test de
Bonferroni. Letras diferentes indican que existen diferencias significativas.

La ingesta de dieta expresada en g/60 dias del grupo DG fue superior a DC y a DF
respectivamente (p<0.0001). Cuando se calculé la ingesta en g/dia, DG presentd
una ingesta mayor a DF, pero sin diferencias significativas con respecto a DC. DF

presentd la menor ingesta de dieta tanto a lo largo de la experiencia como en g/dia.

Este aumento en el consumo de DG podria adjudicarse a las caracteristicas

organolépticas de la galletita. (Marcel Roberfroid, 2007a).

El menor consumo de dieta DF, con respecto a los demas grupos, se podria
adjudicar al efecto sobre la saciedad de los fructanos, estudiado por numerosos

autores. (Fernandez-Bafares F & Gassull, 1992)

El contenido de calcio en las dietas medido por espectrofotometria de absorcion

atomica fue de 0.5 g Ca/100 g para DC y DF g y de 0.27 g/100 g para DG.
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Estas diferencias halladas se deben a que la galletita fue disefiada de manera tal,

de cubrir aproximadamente el 50% de los requerimientos de calcio de las ratas. Por

lo tanto, de los tres grupos, DG fue el que presentd la menor ingesta de calcio diaria

(p < 0,0001).

IV.3. Determinaciones de peso del ciego, pH cecal, excrecion fecal de Cay %

de absorcién aparente de Ca

Con el objeto de corroborar la relacion entre la fermentacion colénica y la
biodisponibilidad de calcio se registré el pesoy pH del ciego,
Se calculd la excrecion fecal de calcio diaria y el % de absorcion aparente de calcio

en los animales de experimentacion. (Tabla IV. 3)

Tabla IV. 3: Peso del ciego (g), pH cecal, ingesta de Ca (mg/dia), excrecién fecal de
Ca diaria (mg/dia) y porcentaje de absorcion aparente de Ca (% ABS) de los tres

grupos experimentales.

p D. Control D. Fructanos D. Galletita

Peso ciego (g9) < (0.0001) 3,056+0,254 5,93 +0,28"b 6,19 + 0,53

pH ciego < (0.0001) 6,97 +0,18 2 5,52 +0,22b 5,74 £0,18b
Ingesta Ca <(0.0001) 121,7+199% 104,7 +14,7b 59,8 +84°¢
(mg/dia)
Excrecion fecal de < (0.0001) 348+4,42 152 +9,7°P 172 +20¢
Ca (mg/dia)
Absorcién < (0.0001) 714+332 854 +9,6P" 70,2+4,92

Ca (% ABS)

Datos expresados como promedio + desvio estandar. Se realiz test de la varianza
(ANOVA) vy las diferencias intragrupo a posteriori se analizaron mediante el test de
Bonferroni. Letras diferentes indican que existen diferencias significativas.

El peso del ciego de los grupos DG y DF fue mayor y el pH cecal menor con

respecto a DC (p < 0,001), sin existir diferencias significativas entre ambas dietas. El
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aumento de peso del ciego y la disminucion del pH del contenido cecal serian
consecuencia de la fermentacion de los fructanos contenidos en las dietas DF y

DG por la microflora intestinal.

Como concecuencia de esta fermentacion se produjeron AGCC, los cuales

aumentarian la absorcion de cationes, tales como el calcio. (Lavanda etal., 2011).

Si observamos la eliminacion fecal y el % de absorcion aparente de calcio, DG
presenté menor excrecién fecal con respecto a DC y DF (p<0.0001) mientras que el
% de absorcion aparente de calcio de DG con respecto a DC no present6 diferencias
significativas (p< 0,001). La baja eliminacion y el alto porcentaje de absorcion
aparente de calcio del grupo DG, implicarian una alta retencién del calcio ingerido,
debido a la presencia de los fructanos en la formulacién de la galletita. El “efecto

“

fructanos “, pudo visualizarse en la dieta DF que presentd la mayor absorcion

aparente de los tres grupos (p<0.0001).

Estos resultados también fueron observados por otros investigadores, Rémeésy et al,
fueron los primeros en encontrar un aumento de la absorcion de calcio en ratas
alimentadas con fructanos tipo inulina al 15% p/p (Rémésy et al, 1993; M.
Roberfroid, 2007). Por otra parte, Delzenne, et al., demostraron en diversos ensayos
gue la mezcla de inulina y oligofructosa al 10%, aumentaba la absorcién aparente de

calcio de la dieta al igual que en este trabajo (Delzenne et al., 1995).

IV.4. Determinacion del contenido mineral 6seo y densidad mineral 6ésea de
fémur, columna y tibia

En la Tabla IV. 4 se pueden observar los valores de contenido mineral 6seo corporal

total (CMO) expresado en g, la densidad mineral 6sea de columna (DMO c), fémur
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(DMO f) y tibia proximal (DMO t) de los tres grupos de animales experimentales al

finalizar la experiencia.

Tabla IV. 4: Contenido mineral éseo total (CMO) (expresado en g), densidad mineral
O0sea del fémur derecho, (DMO f), densidad mineral ésea de columna (DMO c) y
densidad mineral 6sea de tibia proximal (DMO t), a los 60 dias en los tres grupos

experimentales.

p D. Control D. Fructanos D. Galletita
CMO (9) <(0.001)  3693+0641% 5374+1,060° 5,107 +0,531°
DMO f ) . b
(mg/cm?) < (0.01) 263,2 + 16 278 +11,6 2875 +13
DMO c . " )
(mg/cm?) <(0.001) 231,5 £ 10,6 269,4 + 257 264,7 +9,9
DMO t (mg/cm2) < (0.0001) 220,1 £15,32 266 +14,8" 2423 +16°¢

Datos expresados como promedio + desvio estandar. Se realiz test de la varianza

(ANOVA) vy las diferencias intragrupo a posteriori se analizaron mediante el test de
Bonferroni. Letras diferentes indican que existen diferencias significativas.

El CMO de los grupos DG y DF fue significativamente mayor a DC (p < 0,001).

La DMO por areas mostré que, DG y DF presentaron mayores DMO f (p < 0,01),
DMO c¢ (p<0.001) y DMO t (p<0.001) que DC, existiendo pequefias diferencias

significativas entre ambos grupos para la DMO t (Tabla V.4).

Bosscher et al., investigaron los cambios en el contenido mineral éseo del cuerpo
entero en ratas (p = 0,02), luego del consumo de una dieta con inulina (10%) y con
bajas, medias o altas concentraciones de calcio, lo cual produjo un aumento del
contenido mineral 6seo, lo cual se corroboré en el presente estudio (Bosscher et al.,
2006;Roberfroid et al., 2002).El efecto de la mezcla de inulina y la oligofructosa

sobre la densidad mineral ésea fue investigado por Ohta et al., que report6 un ligero
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pero significativo aumento en la densidad mineral 6sea del fémur (+ 5%) (Ohta et al.,

1998).

Adicionalmente Roberfroid reporté que dietas conteniendo inulina en un porcentaje
de 5y 10% p/p y bajo contenido en calcio (0,2%), producian un aumento de la
retencion de calcio a pesar de que la cobertura de calcio era menor al 50% de las
recomendaciones para esos animales de la misma manera que se evidencié en el

presente trabajo (Roberfroid et al., 2002).

Por otra parte, Kruger realizd estudios en modelos animales alimentados con
oligofructosa (DP2-8), inulina (DP> 23) y una mezcla de 92% de inulina y 8% de
oligofructosa de cadena corta (DP2-8), demostrando que la medicién de la densidad
mineral 6sea en fémur y columna presenté valores mayores en el grupo alimentado

con inulina (DP> 23) (Kruger et al., 2003)

IV.5. Determinaciones de Cay P en los fémures derechos de los animales.

En la Tabla IV. 5 se pueden observar los siguientes parametros 6seos en los
fémures derechos de las ratas de los grupos experimentales: peso (mg), longitud
(cm), contenido de Ca y P (mg/100 g fémur) y la relacion entre estos dos minerales

Ca/P (mg/mg).
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Tabla IV. 5: Peso, longitud, contenido de Ca y P y relacion de Ca/ P en fémur

derecho de las ratas de los tres grupos experimentales.

p D.Control D.Fructanos  D. Galletita
Peso Fémur (mg) (0.07) 5035+ 37,4 5233 £50 552,8 + 30,8
Longitud Fémur (cm) <(001) 184+008a 169+0,16° 1,880,082
Egﬁ&gé“m%mgﬂoog <(0.001) 21,0+053b 204+06a  217+09b
E;ﬂ;?“”(mgﬂmjg <(0.0001) 126+ 123 123+052  99+06"D
(Fﬁfgﬁg;‘ CalPenFemur | _ 00001) 1,67+0122 1,66+0092  2,1940,08 ®

Datos expresados como promedio + desvio estandar. Se realizd test de la varianza

(ANOVA) vy las diferencias intragrupo a posteriori se analizaron mediante el test de
Bonferroni. Letras diferentes indican que existen diferencias significativas.

Los tres grupos experimentales no mostraron diferencias significativas en el peso de
los fémures (p< 0,007) sin embargo DG tuvo una mayor longitud con respecto a DF
(p < 0,01) pero no con respecto a DC. El contenido de calcio en fémur de DG fue
mayor a DF (p < 0,05), sin diferencias con respecto a DC. El contenido de fésforo de
DG fue significativamente menor a DF y a DC (p < 0,0001); por consiguiente, la
relacion calcio/fésforo del grupo DG fue la mayor de los tres grupos (p< 0.0001), lo
cual indica la posibilidad de una mejor osificacién que con las dietas de los otros
grupos. Estos resultados coinciden con trabajos realizados por otros autores.
Richardson trabajando con modelos experimentales en ratas, encontr6 un aumento
significativo del 14%, del contenido de calcio en fémur con respecto a la dieta
control, luego de administrar dietas con inulina durante 12 semanas (Richardson et

al., 2002).
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IV.6. Estudios en humanos
Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo de investigacion permiten corroborar
los resultados observados en humanos en diferentes estudios. En la siguiente tabla
se muestra una revisién de trabajos realizados en diferentes grupos poblacionales
en los cuales se estudiaron los efectos del consumo de fructanos, tipo inulina sobre

la absorciéon de calcio.
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Tabla IV. 6 Relacién carbohidrato ingerido, dosis administrada (g/dia), duracién (dias), grupo etario y nimero de participantes

evaluados.
Carbohidrato Dosis (g/dia) Duracion (dias) Grupo etario n Efecto Referencia
Inulina 1,3 Nifios
: ' . hfegh l., 1
Oligofructosa 35 ! Jovenes y adultos 15.000 NE (Moshfegh et al., 1999)
Mezcla de inulinay Formula para
oligofructosa 0.4 i infantes ) f (Bosscher et al., 2003)
Oligosacaridos (GOS, 0,8 Lactantes . :
), L l., 2
FOS) relacion 9:1 < prematuros 15 f (Lidestri et al., 2003)
Mezcla de inulinay 8 21 Nifias 59 1 (Griffin et al., 2002) 2
oligofructosa
Mezcla de inulina
z¢ y 8 21 Nifias 54 1 (Griffin et al., 2003) ®
oligofructosa
Fructanos tipo inulina .
de bajo y alto GP 8 60 Jovenes 98 ) (Abrams et al., 2007)
Inulina 40 28 Hombres jovenes 9 1 (Coudray et al., 1997)
sanos
Oligofructosa 15 9 Hombres jovenes 12 1 (Van den et al., 1999)
sanos
Inulina 15 1 Jovenes sanas 15 N E (Teuri et al., 1999)
Inulina 8 60 Jovenes en 48 ) (Abrams et al., 2005) °
pubertad
Inulina 0.75, 1.00y 1.25 30 Bebés sanos 36 N E (Yap et al., 2005)
Inulina 9 21 Jovenes 14 N E (Martin et al., 2010)
adolesentes

1: Efecto positivo absorcién aparente de calcio
N E: Ningun efecto (sin diferencias significativas)
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Los resultados obtenidos en los trabajos de investigacion de diversos autores,
mostraron que el consumo diario de mezcla de inulina y oligofructosa aumenta la
absorcién de calcio, dependiendo de la edad cronolégica y fisiologica de los
individuos sanos con un consumo de cantidades adecuadas de calcio. Se demuestra
la necesidad de realizar ensayos en los que la absorcién de calcio y la densidad
mineral 6sea se midan a largo plazo involucrando tanto a los adolescentes como a

nifios en edad preescolar.
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CONCLUSIONES

Se pudo comprobar la fermentabilidad de la fibra elegida a través de los
cambios producidos a nivel colénico (pH y peso cecal), luego de ingestion de
la dieta experimental que aument6é la biodisponibilidad del calcio con una
ingesta de calcio mucho menor.

La galletita disefiada produjo un aumento de la absorcién y retencién del
calcio en el modelo animal llevado a cabo, lo cual enfatiza la importancia de la
matriz alimentaria elegida.

Los resultados obtenidos con el disefio del alimento planteado en este
trabajo, permitirian la obtencién de un producto saludable y de gran impacto
en la salud 6sea de la poblacién infantil a fin de prevenir problemas futuros

como la osteopenia y la osteoporosis.
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