Revisién Bibliogréafica Elena Gomez-Villalva Pelayo

TRANSFORMACION Y MEJORA DEL VALOR
NUTRITIVO DE LA HARINA DE GUISANTE
MEDIANTE LA ADICION DE ENZIMA FITASA

7%

UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Fisiologia

Elena Gomez-Villalva Pelayo



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Elena Gémez-Villalva Pelayo

D.L.: Gr. 2255 - 2005

ISBN: 84-338-3672-2



Revision Bibliografica Elena Gomez-Villalva Pelayo

UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

TESIS DOCTORAL

TRANSFORMACION Y MEJORA DEL VALOR NUTRITIVO
DE LA HARINA DE GUISANTE MEDIANTE
LA ADICION DE ENZIMA FITASA

ELENA GOMEZ-VILLALVA PELAYO
2005



Revision Bibliografica Elena Gomez-Villalva Pelayo

A mis padres y Beatriz por

animarme

A Francisco por ...
soportarme... y alegrame

cada dia.



Revision Bibliografica Elena Gomez-Villalva Pelayo

AGRADECIMIENTOS:

Quiero aprovechar para dar las gracias a todas aquellas personas que han colaborado

en la realizacion de esta Tesis Doctoral, y en especial:

A la Dra. Gloria Urbano Valero, por sus constantes orientaciones y certeros consejos.

A la Dra. Pilar Aranda Ramirez, por que sin su permanente estimulo e ilusién este

proyecto no hubiese alcanzado el final. Gracias Pilar, por tu animo constante.

A la Dra. Maria L6pez-Jurado, por tu amable trato y tu gran ayuda en todas las fases

de este trabajo. Gracias por tu apoyo.

A Jesus Porres, por encontrar siempre un momento para ayudarme y por su estimable

consejo sin el cual no habria podido culminar este trabajo.

A Rosi, por conseguir sacarnos cada dia una sonrisa y por esa alegria que transmite

en todo momento. Gracias Rosi, eres genial.

A todos los componentes del Departamento de Fisiologia que se han visto

involucrados en este proyecto.

A mis padres, por ser los que mas empefio han tenido y ser el mejor ejemplo en mi

formacioén personal y profesional. Gracias por vuestro constante optimismo.

A Beatriz, por tu animo, tus consejos y consuelos. Gracias hermanita hay poca gente

como td.

A Francisco, por tu carifio, apoyo y consejo. De nuevo hemos conseguido superar una

meta juntos.



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

INDICE _

L OBIETIVO e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 9
1. INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt ettt ettt ee et ee et et ee e 12
2.1. Importancia de 1as [egUMINOSAS ........ccocuiiiiiieiiiiiiaci e 12
2.1.1. Origen de 1as I€QUMDIES ....couieiieee e e eeeeeaaeens 13
2.1.2. Lafamilid FADACEA ... cc.ueeeeeeeee e 15
2.1.2.1. Descripcion Botanica del guisSante ...........cccccviiiieiniiiiienieeie e 15
2.1.3. Cultivo y Consumo de 1as [€gUMDBIES ....covuiiiviiiiiieieeeeee e 16

2.2. Composicion cuantitativa y cualitativa de Pisum sativum L. Utilizacion

LU R A2 R PRSP PP PPPP PP 18
2.2.1. PIOLEINGAS ..oveiiieciiiee ettt ettt e e e e e nrrr e an 22
2.2.1.1. COMPOSICION ..vviiiniiiiiieiiieie ettt ettt e e e e e e s neneee s 22
2.2.1.2.  Fracciones y CaracterizaCion ..........ccoouuueeeiiuiieeeeniieeeesssnieeeesseeeneeeenens 23
2.2.1.3. ComposiciON AMINOACIAICA .......covveeiriiiiiiiee it 24
2.2.1.4.  ULIlIZacion NULITIVA .....ocoiiieieeeiiiiee sttt 25
2.2.2. HidratoS de CarbONO ........cuuiiiiiiiiiiiiiiee et 28
2.2.2.1. CompOSICION QUIMICA ....vvveeiiiiiiiee et ee sttt e e eeeee s 28
2.2.2.2.  Clasificacion NULHCIONAL ..........cuieeiiiiiiiiiiiiie e 31
2.2.2.3. Valor NULTTIVO ..ot 35
2.2.3. FIDra DIBLELICA ..vvvveivvrieeeieiiiee ettt ettt sttt e e ennbbe e e s nnee s 39
2.2.4. LIDIAOS ..ttt ettt 46
2.2.5. VITAMINGS ....oeiiieiiiiiiee ettt et e e e et e e e e e s s e annin e ee e e s 48
2.2.6. MINEIAIES ...ooiiiieieee et e e e 49
2.2.6.1.  MAGNESIO ...ooiiiiiie ettt 50
2.2.6.1.1. ASPECIOS GENETAIES .....ccoiiiiiiiieee ettt 50
2.2.6.1.2. Absorcion, transporte y eliminacion ............ccccooevveriiiiiieeeiiieeeens 52
2.2.6.1.3. Ingesta RECOMENUATA .......cceeeriiiiiiiiiiiiiie e 56
2.2.6.2. CINC Lottt et ra s 57
2.2.6.2.1. ASPECLOS JENETAIES ....oeiiiiiiiiiiiiiiiei e 57
2.2.6.2.2. Absorcion, transporte y eliminacion ............ccccooevveiiiiiiieeeiiieeeene 58




Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

2.2.6.2.3. Ingesta recomendada y toxXiCidad ..............cccvriiiiiiiiiiiiiiiiiie e 66
2.2.6.3.  HIERRO ....oiiiiiiiiie ettt 67
2.2.6.3.1. ASPECIOS JENETAIES .....ccoiiiiiiiieee et 67
2.2.6.3.2. Absorcion, transporte y eliminacion ............cccccoovveeiiiiiiee e 69
2.2.6.3.3. Fuentes alimentarias .........c.ceeeeeeeriiiiiiie et 77
2.2.6.3.4. Ingesta recomendada y toxXicidad ..........ccccceeriiiiiiiieeeiiiiniiieeeeen 78
2.2.7. FactoreS NO NULMLIVOS .......uueiiieiiiiiiiiiiiiie et a e 79
2.2.7.1. Inhibidores de la Actividad TriPSINGA .......cceeeieiiiiiiiiiiiiie e 80
2.2.7.2. a-GalaCtOSIAOS ....cccoiiiiiiiiiiiiie ettt 83
2.2.7.3. ACIHO FIHICO ...vcveevitecteee ettt ee e en e eae e eee e 87
2.2.7.3.1. Empleo de enzimas comerciales en la industria alimentaria ......... 91
2.2.7.3.1.1. ¢Qué son las enzimas alimentarias? ..........ccccccceeevvvvieeieeeeenennns 92
2.2.7.3.1.2. Clasificacion de enNzimas ..........cccccoiiiiriiiiiiiiie i 92
2.2.7.3.1.2.1. ¢Porqué son necesarias las enzimas alimentarias? ............ 92
2.2.7.3.1.2.2. LA enzima FitaSa .........ccceeriiiiiiiiiiiieeeeeiiisiiiiieee e 93
2.2.7.3.1.2.2.1. Localizacion de la fitasa ..........cocvveiiiiviie i 95
2.2.7.3.1.2.2.2. Propiedades cataliticas de la fitasa ............cccceeevvvrreeennne 98
2.2.7.3.1.2.2. 3. Hidrdlisis del fitico a través de la fitasa ..........c..cccvveeennnee 98

lll. HARINAS FUNCIONALES DE GUISANTES MEDIANTE LA ADICION DE

FITASA COMER CIAL oo et r e 101
Bl MATEITAL oo et e e e e e e e e e e e e e 101
3.1.1. DiSeN0 eXPEIMENTAL ....coeeeeee et e e ans 101
3.1.2. Desarrollo de 10S EXPEIIMENTOS .....oevveneeeee et ae e 102
3.2, TECNICAS ANAITHICEAS ..uvvveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 104
3.2.1. Humedad (IMAEIIA SECA) ...uuveeeeeeeee e e e e e e e e aeeanaaaa 104
3.2.2. NItrOQEN0 tOTAl ..o, 104
3.2.3. Nitrégeno insoluble v nitrégeno soluble proteico v no proteico ....... 105
i 2.4 PH e 105
3.2.5. AzUcares solubles disponibles vy a-Galactdsidos .......cccccvvevvvevevennnn... 105




Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

3.2.6. Almidon Total y Aimidén Utilizable ... 105
3.2.7.Vitaminas B1 Y Bo ..ooooieiiieciiiece e 106
3.2.8. Minerales Totales (CENIZAS) ....cccurvirieiriiiiiiieie s 106
3.2.9. Magnesio, HIEIO Y CINC .....oceeuieiiiiiiiieiee et 106
3.2.10. Fibra alimMentaria .........ccoereeieiiee et 106
3.2.11. Actividad Inhibidora de [8 TripSiNg ........cccooeerieiiianeiieii e 106
3.2.12. INOSItOlES fOSTALOS ......oovveieieei e 107
3.3. Parametros e indices Bioldgicos Utilizados ...........cccoeveeveeeeererennnnnn. 107
3.4. Tratamiento EStadiStiCo .....ccccciviiieieiiiicice e 109
V. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ene e 110
4.1. Composicién Quimica de las Dietas Ensayadas ..........cccccoceeveivniennenne. 110
4.1.1. ANaliSiS QUIMICOS .....c.ccvvieriiirieiiitie ettt 110
4.1.2. ANAliSiS BIOIOGICOS ...cvveeveevierieitieiie et e ste ettt 115
4.1.2.1. Ingesta de Nutrientes y Factores No NUtritivos .............cccccceeenne. 115
4.1.2.2. Utilizacion Digestiva y Metabolica de Nitrégeno ............cc.ccce..... 120
4.1.2.3. Utilizacion Digestiva y Metabolica de Magnesio ..........c..ccee..... 122
4.1.2.4. Utilizacion Digestiva y Metabolica de Cinc ..........ccocceeviveeeenee 124
4.1.2.5. Utilizacion Digestiva y Metabolica de Hierro ..o, 126
4.1.2.5.1. Analisis HematolOgiCOS .........ccovriiiriiiiiieieee e, 128

V. DISCUSION ..ottt 130
5.1. Analisis Quimico de las Dietas Ensayadas ........c.ccccccoeveiieiinineneenenn 130




Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

5.2.Valoracion BiOlOQICA ....cc.ouiiiieie et 141
5.2.0. INGESLA ..ot 141

5.2.2. Utilizaciéon Digestiva y Metabdlica de la Proteina e Hidratos de

(O 1 01 ] [0 [OOSR 142

5.2.3. Utilizacién Digestiva y Metabdlica del Magnesio ............cccceeveeneee. 148
5.2.4. Utilizacién Digestiva y Metabdlica de Cing .........ccccceveeeieeveecveen, 153
5.2.5. Utilizacién Digestiva y Metabdlica de Hierro ...........ccccceeveiveceenene. 157

VI. CONCLUSIONES ...ttt erraae e 161
VI BIBLIOGRAFIA ...t 162




Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

. OBJETIVO -

El interés nutricional de las leguminosas se basa en su alto contenido en
nutrientes. Las semillas de guisantes son pobres en grasa y son una excelente fuente
de proteina (alrededor de un 25% de proteina cruda), almidén (35-45%)), fibra dietética
y una variedad de micronutrientes y compuestos bioactivos (minerales, vitaminas y
antioxidantes) (Paul y Southgate, 1988; Hedley, 2001; Alonso y col., 2000; Salgado y
col., 2002). El consumo de legumbres puede tener efectos beneficiosos para reducir la
incidencia de ciertos canceres (Lamartiniere, 2000; Williams y col., 1999), proteger
frente la osteoporosis (Messina, 1999), reducir el colesterol sérico (Duane, 1997) o

disminuir la acumulacién lipidica corporal (Pusztai, 1998), entre otros.

Como contrapartida a su alto contenido en nutrientes, el guisante posee una
cierta cantidad de factores no nutritivos como inhibidores de tripsina, a-galactésidos,
acido fitico, taninos, inhibidores de amilasa, lectinas (Gupta, 1987; Adsule y Kadam,
1989; Liener, 1989; Gatel y Grosjeam, 1990; Hedley, 2001). Todo ello provoca un
empobrecimiento de la calidad nutritiva de la semilla, limitAndose su consumo y

empleo en la industria alimentaria humana y animal (Periago y col., 1998).

Por ello se han desarrollado mdaltiples estudios para encontrar procesos o
metodologias capaces de descender o eliminar totalmente estos factores no nutritivos
con el minimo deterioro de los nutrientes, tales como: germinacion, descascarillado,
remojo, coccion, tostado, autoclave, fermentacién, extrusion, suplementacion con
enzimas, irradiacion, extraccion de oligosacéaridos a-galactésidos (Gazy, 1990; Kim y
Barbeau, 1991; Urbano y col., 1995, 2005a, b y c; Frias y col., 1996b, 2000, 2001 y
2003b; Fernandez y col., 1997; Alonso y col., 2000c y 2001; Fredrikson y col., 2001;
Khalil, 2001;Vidal-Valverde y col., 2002a y b; Martin-Cabrejas y col., 2003; Nestares y
col., 2003; Aranda y col., 2004; Porres y col., 2005).

Alrededor del los ultimos veinte afios, el empleo de enzimas en la industria de
procesado del alimento se ha extendido rapidamente (Faergeman, 1994). La adicién
de fitasa ha sido identificada como un método efectivo, econémica y productivamente,

para mejorar la calidad de las legumbres (Fredrikson y col., 2001).

El objetivo principal de este trabajo ha sido la obtencion de harina funcional de
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guisantes (Pisum sativum, L. var. Esla) con elevada calidad nutritiva para utilizarla en

nutricion humana y animal.

Para alcanzar dicho objetivo se ha realizado un proceso enzimatico,
adicionando a la harina de guisante enzima fitasa en condiciones Optimas de actuacién
tratando de disminuir la cantidad de factores no nutritivos, en especial de inositoles
fosfato, y aumentar la biodisponibilidad de los minerales sin detrimento de la calidad

del resto de los nutrientes.

En la harina de guisantes sin procesar (guisante crudo) y procesados (harina
de guisante remojado a pH 5.5 y temperatura de 37°C durante 60 minutos y harina de
guisante tratada de igual forma que la anterior y adicionada de fitasa) se ha realizado

un estudio quimico y biolégico en ratas Wistar en crecimiento que comprende:

@ Estudio del contenido en nutrientes (proteina, monosacaridos,
disacéaridos, almidén total y disponible, vitamina B;, vitamina B,, minerales
totales (fésforo, magnesio, cinc y hierro) y factores no nutritivos
(oligosacéridos a-galactésidos, inhibidores de la tripsina y acido fitico) de
Pisum sativum, L. var. Esla.

@ Valoracién en ratas de la calidad nutritiva de la proteina juzgada
por su utilizacion digestiva y metabdlica.

@ Valoraciéon en ratas de la biodisponibilidad de magnesio, cinc y
hierro juzgada por su utilizacion digestiva y metabdlica.

@ Estudio en ratas de la calidad nutritiva de la harina funcional
obtenida, mediante el incremento de peso de los animales, Coeficiente de
Eficacia en Crecimiento de la Proteina, indice de Transformacion de los
hidratos de carbono utilizables e indice de Transformacién del alimento, asi
como el depdsito de nitrégeno, magnesio, cinc y hierro en distintos érganos y

tejidos (fémur, esternon, rifién, corazén, higado y sangre).

Este trabajo se enmarca en una linea de investigacion desarrollada en
colaboracion con el Instituto de Fermentaciones Industriales del CSIC y financiada por
diferentes fondos del Plan Nacional de |+D+l. En concreto, esta Tesis Doctoral esta

incluida en los proyectos de investigacion financiados por la CICYT:

ALl 97-0636: “Transformacion y mejora del valor nutritivo de leguminosas

10
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mediante adicidon de enzimas”.

AGL 2002-02905 ALI: "Procesos biotecnolégicos para incrementar la

capacidad antioxidante de leguminosas”.
Parte de los resultados presentados se incluyen en la siguiente publicacion:

& Urbano G, Aranda P, Gémez-Villalva E, Frejnagel S, Porres J, Frias J,
Vidal-Valverde C, Lépez-Jurado M. 2003. Nutritional evaluation of pea (Pisum sativum
l.) protein diets after mild hydrothermal treatment and with and without added phytase.
J. Agric. Food Chem. 51, 2415-2420.

11
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Il. INTRODUCCION

2.1. IMPORTANCIA DE LAS LEGUMINOSAS

El incremento de las necesidades de proteina en el mundo ha estimulado a los

cientificos y agronomos a buscar nuevas fuentes de proteina.

Desde la antigiedad el hombre ha sabido seleccionar e incorporar las
leguminosas a su alimentacion y hoy estan formando parte de la dieta tradicional de
una amplia poblacién mundial. Las legumbres son consideradas como una buena
fuente de proteinas, carbohidratos, fibra, minerales y vitaminas hidrosolubles. Se
emplean ampliamente en nutricion animal y humana. En los paises en desarrollo son
la principal fuente proteica y energética, por ello, frecuentemente nos referimos a ellas
como el alimento del hombre pobre (la mayoria contiene unos 600 g/Kg de
carbohidratos, principalmente almidén) (Reddy y col, 1984; Wiserman y Cole, 1988;
Wiryawan y Dingle, 1995).

En muchos paises las leguminosas se encuentran extensamente cultivadas
para obtener suplementos proteicos buenos y baratos con el fin de alimentar a

animales y humanos (Duke, 1983; Savage y Deo, 1989).

Las proteinas son los principales componentes de la semilla de las
leguminosas. Sus propiedades funcionales y nutritivas afectan la calidad global de la
semilla y a su comportamiento tecnolégico (Duranti y Gius, 1997). A menudo
representan un suplemento necesario para otras fuentes proteicas. El contenido en
leguminosas de proteinas es de dos a tres veces superior al de los cereales. A escala
mundial, los 2/3 del consumo de proteinas provienen de las leguminosas y los
cereales (Salunkhe y Kadam, 1989), de lo que se deduce el papel tan importante que
juegan este grupo de alimentos en la poblacion mundial (Singh y Singh, 1992). Por
otra parte en los paises desarrollados, las proteinas vegetales pueden ser actualmente
consideradas como ingredientes funcionalmente versatiles o como componentes
activos biolégicamente mas que como nutrientes esenciales. Esta evolucién hacia
salud y funcionalidad es debido, en primer lugar, a las demandas de consumidores y

profesionales de la salud en sustituir parcialmente los alimentos de origen animal por

12



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

legumbres para asi mejorar los status nutricionales generales, ya que estas son
consideradas buenas para la salud debido a su compatibilidad con los cereales y sus
propiedades en prevenciéon de enfermedades de tipo cardiovascular, diabetes tipo 2,
obesidad y, posiblemente, cancer de colon (Guillon y Champ, 1996) y en segundo
lugar, a las necesidades de la industria alimentaria (Duranti y Gius, 1997). Las
legumbres mas comunes para consumo humano son judias, lentejas, guisantes,
garbanzos y habas. La mayoria de las legumbres se consumen después de un simple
procesado o tras su coccion en forma de ensaladas, menestras, sopas o0 cremas
(Guillon & Champ, 2002).

Asi pues desde el punto de vista cuantitativo las leguminosas se consideran
como buena fuente de proteinas pero con limitaciones desde el punto de vista
cualitativo debido a su bajo contenido en aminoacidos azufrados y la presencia de
inhibidores de proteasas que, aungue son destruidos parcialmente durante el
cocinado, disminuyen la digestibilidad de la proteina considerablemente. Estos valores
dependen tanto de la variedad de leguminosa como de la zona de produccion, pero en
general, el contenido en proteinas de las semillas de leguminosas para consumo
humano es de dos a tres veces mas que el de los cereales (MAPA, 1984; McPhee and
Muehlbauer, 2002). El valor biolégico de la proteina de las leguminosas es algo inferior
al de las proteinas de origen animal, debido a que, aunque contiene lisina, es
deficitaria en triptéfano y aminoacidos azufrados: metionina y cisteina (Gatel, 1994),
como hemos comentado anteriormente. La gastronomia tradicional ha sabido salvar
este problema mezclando las leguminosas con cereales (alimentos ricos en
aminoacidos azufrados y pobres en lisina), obteniendo una combinacién con un

excelente balance en aminoacidos y consiguiéndose asi mejorar la calidad proteica.

A pesar de ser una importante fuente de macro y micronutrientes, su
composicion varia entre las distintas especies de leguminosas, pudiendo encontrarse
incluso dentro de la misma especie diferencias notables entre las distintas variedades
0 genotipos, segun las diferentes condiciones edafoclimaticas y las practicas de cultivo
(Singh, 1985; Mosse y col., 1987).

2.1.1. ORIGEN DE LAS LEGUMBRES

Las legumbres han desempefiado un papel vital en casi todas las culturas y

civilizaciones antiguas que conocemos hoy en dia.

13
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El uso de las legumbres como dieta basica puede remontarse a mas de 20.000

afos en algunas culturas orientales.

Son multiples las indicaciones sobre su cultivo, preparacion y consumo: desde
las tumbas reales del antiguo Egipto hasta la lliada de Homero en la antigua Grecia, e

incluso en el Antiguo Testamento.

El hallazgo de restos carbonizados en la Cuenca del Mediterrdneo nos indican
que guisantes, lentejas y garbanzos fueron cultivados junto con cereales 7000 afios
A.C. (McPhee and Muehlbauer, 2002). Ademas el guisante fue hallado en tumbas
egipcias y en palafitos suizos y se sabe que se comia en la época romana, aungque no

era un alimento prestigiado. La lenteja aparece citada en la Biblia.

Se encontraron almortas en estudios arqueoldgicos realizados en el Turkestan.
Las judias (frijoles, entre los mejicanos) se encontraron en las cuevas de Ocampo, en
Méjico, con una antigiiedad de méas de cuatro mil afios. El cacahuete llegé a Europa

traido por los espafioles después del Descubrimiento.

La soja es una leguminosa cuyas referencias datan 2800 afios a.C., en los
escritos del emperador Shen Nung, donde habla de los cinco cultivos sagrados de la
China: arroz, soja, trigo, cebada y mijo. Los chinos preparaban con la soja requeson,
queso, salsas, etc. Entre los occidentales para ser aceptada como alimento necesita

un alto tratamiento industrial.

La alubia comun, la alubia de lima y la alubia pinta se cultivaron por primera
vez en las primeras civilizaciones mejicanas y peruanas hace mas de 5.000 afios, y
eran populares tanto en la cultura Azteca como en la Inca. Aunque los historiadores no
estan seguros de si las alubias fueron introducidas por primera vez en Europa tras el

descubrimiento de América, lo cierto es que su cultivo data de esas fechas.

Estas culturas antiguas ya sabian que el secreto de las legumbres estaba en su

diversidad y su inmenso valor nutritivo.

Por ello, el escritor y académico italiano Umberto Eco sostiene que : “el cultivo
de alubias en Europa durante la Edad Media desempefi6 un papel monumental
"salvando" a los europeos de un aun mas triste destino de desnutricion y posible
extincion...” (McPhee and Muehlbauer, 2002).

14
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2.1.2. LA FAMILIA FABACEA

Las leguminosas se incluyen dentro de la familia botanica Fabaceae, rica en
especies y enormemente difundida, que se desarrolla preferentemente en terrenos
calcareos y secos, aunque también, como en el caso de los altramuces, requieren
suelos acidos. Se caracterizan, fundamentalmente, porque sus frutos se encuentran
encerrados entre dos vainas denominadas legumbres. Su interés no solo se centra en
la superficie mundial que se dedica a su cultivo y su produccion como pienso para
alimentacion animal, sino como hemos dicho, por ser fuente de nutrientes destinados
al consumo humano y animal. Las legumbres mas utilizadas son los garbanzos (Cicer
arietinum), las lentejas (Lens culinaris), las alubias (entre las que se encuentran
diversas variedades del género Phaseolus), los Guisantes (Pisum sativum), las habas

(Vicia faba), y algunas variedades del género Vigna.

2.1.2.1. DESCRIPCION BOTANICA DEL GUISANTE

El guisante (Pisum sativum L.) pertenece a la familia Fabacea. Debido a la
evidencia citogenética y a los cruces entre las distintas especies, se ha generado la
reduccion del numero de especies con los genes Pisum a dos, viz., Pisum sativum y
Pisum fulvum (Janoria, Gour y Singh, 1984). Pisum sativum incluye las siguientes
subespecies: (1) P. sativum ssp. Guisante hortens 0 jardin, (2) P. sativum ssp.
Guisante arvens o de campo, (3) P. sativum ssp. Guisante macrocarpum o podado-
aremolinado, (4) P. sativum ssp. elatius (antigua P. elatius Beib), y (5) P. sativum ssp.
syriacum (antigua P. humile Boiss y Noe). Las dos ultimas especies son las formas
silvestres de P. sativum. Sobre 1000 variedades de guisante se diferencian en altura,
periodo de maduracion, talla de la vaina, tipo y caracteristicas de la semilla (Gentry,
1971). Los guisantes cultivados en la actualidad son de dos tipos, guisantes de jardin y
de campo (Daniel, Sundarraj y Thulsidas, 1957). Los guisantes de jardin (P. sativum
ssp. hortens) tienen las semillas grises, lisas 6 arrugadas cuyas jovenes semillas
verdes normalmente son usadas como un vegetal 6 para enlatar. Las semillas de los
guisantes de campo (P. sativum ssp. arvens) son pequefas y redondeadas 6 con
hoyuelos. Las semillas maduras son usadas como un grano de legumbre. Las semillas

jovenes verdes e inmaduras también son usadas como un vegetal.

15



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

2.1.3. CULTIVO Y CONSUMO DE LAS LEGUMBRES

A pesar del déficit en materiales ricos en proteinas dentro de diversos paises
de la Unién Europea, desde los ultimos afos las legumbres no juegan el papel
importante que deberian, ni en Espafia ni en los otros paises de UE; aproximadamente
dos terceras partes de las proteinas son importadas, principalmente del norte y el sur
de América. Si en Europa el consumo medio de leguminosas es aproximadamente de
1.4 Kg/afo/habitante en un pais en vias de desarrollo se puede transformar en 16

Kg/afio/habitante, como es el caso de Brasil.

Actualmente en la Unién Europea el primer pais productor de legumbres es
Francia (2.622.000t) MAPA (2001).

En Espafa la produccion de legumbres se redujo a partir de 1999 y, como
ocurre en el resto de los paises de la UE, la principal razén de su cultivo es que el ser
una alternativa ideal para la rotacibn de cereales ademas de su capacidad de
retencion de nitrégeno y enriquecimiento mineral del suelo (Pahl, 2001; Funk y col.,
2001). Sin embargo, la implantacién de una dieta mas vegetariana, la cual ya ha
empezado en el norte de Europa, podria permitirnos desear una resurreccion del

consumo de legumbres en toda Europa (Gatel y Champ, 1998).

Actualmente, los europeos que consumen grandes cantidades de judias son
los britanicos, mientras que los espafioles y los italianos son grandes importadores de
guisantes, judias, lentejas y garbanzos. Estas legumbres proceden principalmente de
paises no europeos, por ejemplo, los Estados Unidos exportan la mitad de las judias
consumidas en Europa, Canada es el principal exportador de lentejas y guisantes a
Europa, China es con diferencia el principal exportador de judias y finalmente, Turquia

es el que exporta todos los garbanzos a Europa (FAO, 2001).

Dentro de la produccion mundial de legumbres alimentarias el guisante ocupa
el cuarto rango, por debajo de la soja, el cacahuete y la judia. La produccion total de
guisante seco en el afio 2000 fue exactamente de 11.704.701 m.t. (FAO, 2000)
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Figura 1. Produccion mundial de guisante seco [Total: 11 704 701 m.t.]
(FAO, 2000).

Como indica la figura 1 los guisantes son producidos en casi todos los paises
del mundo. Canada es el principal productor (aproximadamente el 25% del la
produccion total mundial) y el principal exportador (40% de las exportaciones totales
mundiales) de guisantes secos en el mundo. Mas de la mitad de toda la produccion de
guisante de Canada es exportada como semilla sin someterla a ningin procesado.
Alrededor del 10% es empleado como semilla para los cultivos, las semillas enteras o
rajadas son utilizadas para guisos, sopas o alimentos enlatados, la cubierta se
adiciona a panes ricos en fibra, aunque la mayor parte es destinada para la
alimentacion animal (Agriculture and Agri-Food Canada, 2000). El amplio uso del
guisante seco en Europa y Norte América es en la composicion de la industria
alimentaria, donde las semillas enteras son molidas y mezcladas con harinas de
cereales para producir alimentos. El principal uso de esta legumbre en Asia y América
del Sur es para el consumo humano, donde las semillas enteras o rajadas son
hervidas y después ingeridas. La proporcion mundial de guisante seco que es
procesado en fracciones de proteina, almidon y fibra es muy pequefia en estos

momentos (Ratnayake y col., 2002).

Las principales razones por las que las legumbres de consumo humano se

emplean tan poco en la mayoria de los paises europeos son:

| 3 La mala imagen que ha sufrido este alimento desde hace mucho

tiempo.
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X Necesitan mucho tiempo para ser cocinados, lo que no es compatible

con el estilo de vida actual.

é La mayoria son una fuente de flatulencia, lo cual no estd muy bien

aceptado en la sociedad urbana del mundo occidental.

Al contrario que para la nutricion humana donde las legumbres pueden ayudar
a la diversificacion de las proteinas de origen vegetal, en nutricibn animal las
legumbres tienen que competir con otros ingredientes, en un mercado relativamente
abierto. La formulacién con minimos costes es empleada ampliamente para elaborar
dietas animales. Esto significa que al igual que para cualquier ingrediente crudo, las
legumbres se emplean en la alimentacién de diferentes especies animales de acuerdo
a sus precios en el mercado y a su valor nutricional (principalmente valor energético).
Los guisantes son con diferencia los mas utilizados en nutricion animal
(aproximadamente el 90%) seguido de judias. La cantidad de legumbre afadida en
una dieta para animales es del 4.4%. Excepto en Espafia que importa la mayoria de
sus legumbres de paises no Europeos, las legumbres consumidas en Europa son
principalmente de origen europeo, Francia, Reino Unido, Alemania y Dinamarca son
los principales productores. Las legumbres europeas representan alrededor del 5.3%
del total de proteina empleada en alimentacion animal, aunque este porcentaje varia
mucho entre los distintos paises europeos (Gatel y Champ, 1998). Su empleo en

alimentacion animal se encuentra limitado por una serie de condicionantes:

8 Precios diferentes entre legumbres y otros ingredientes crudos

disponibles.

&  Valores nutricionales requeridos en la formulacién de la dieta.

%)

Niveles méaximos de inclusion.

2.2. COMPOSICION CUANTITATIVA Y CUALITATIVA DE
PISUM SATIVUM L. UTILIZACION NUTRITIVA

Como ya comentamos anteriormente, el guisante es una fuente rica de
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proteinas, carbohidratos y ciertos minerales (tabla 1).

Tabla 1. Composicién aproximada de la semilla de guisante crudo desecado (g
Kg * de sustancia seca) (Savage and Deo, 1989; NRC, 1994; 1998; Periago y col.,
1996; Igbasan and Guenter, 1997; Zdunczyk y col., 1997; Caribe y col., 1997b,c;
Gelencseér y col., 1998a; Gouveia et Davies, 1998; Fontinhas-Fernandes y col., 1999;
Grala y col., 1999; Alonso y col., 2000a; Booth y col., 2001; Cruz-Suarez y col., 2001,
Ereifej and Haddd, 2001; Guillon y Champ, 2002; Habiba, 2002; Mariscal-Landin y col.,
2002; McPhee and Muehblauer, 2002; Wang y Daun, 2004)

Nutriente Contenido
Proteina 156 - 347
Extracto de nitrogeno libre 566 - 740
Grasa 8-61
Carbohidratos 474 - 713
Fibra 10-210
Minerales 22-41
Humedad 66-113
Valor energético (MJ Kg™) 12-83

La semilla de guisante esta constituida por tres componentes principales:
cotiledon (89%), embridén (1%) y cubierta (10%), los cuales difieren significativamente
en su composicion quimica; los cotiledones son los componentes mayoritarios de la
semilla y su reserva de nutrientes, ya que contribuyen a la mayor proporcion de
proteinas (96%), grasa (90%), carbohidratos (77%) y minerales (89%); por ello el
descascarillado y la eliminacion del embrion no afectarian en gran medida a la
concentracion de nutrientes de la semilla (tablas 2 y 3). La cubierta de la semilla
contiene la mayoria de los carbohidratos no digeribles y es rica en calcio y fésforo. El
germen tiene una elevada concentracion de proteinas y minerales pero su contribucion
a toda la semilla es insignificante en un peso total base (Lynch y col., 1959; Rodriguer
y col., 1979).
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Tabla 2. Composicién quimica de las partes de la semilla del guisante seco
(Singh y col., 1968).

Nutriente Cubierta Cotiledon Embrion
Sustancia Seca® 10.00 89.28 1.26
Proteina ® 3.1 30.1 47.9
Extracto de éter?® 0.4 3.3 10.2
Fibra cruda® 46.9 1.2 2.6
Extracto N-libre ® 47.2 62.6 35.3
Cenizas? 2.42 2.83 4.03
Fosforo” 14 311 814
Hierro® 6.1 4.9 19.2
Calcio® 900 181 461

% g/100g de sustancia seca
® mg/100g

La humedad es el mayor componente de los guisantes verdes, se encuentra de
un 74 a un 81% (Pruthi, Saxena y Manan, 1980). En las semillas desecadas, la
humedad es de un 16% (Gopalan, Ramasastri y Subramanian, 1982). Para un
almacenamiento duradero, los guisantes deben ser desecados hasta una humedad
inferior del 7% (Lynch, Mitchell y Casimir, 1959).

La harina de guisante, procedente de la molienda de las semillas, es una buena
fuente de proteinas (alrededor del 30% de la composicién total) (Periago y col.,
1996a). Ademas contiene elevadas cantidades de polisacaridos no amilaceos o fibra
dietética y almidon resistente (Periago y col., 1994, 1996b) (Tabla 4).
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Tabla 3. Porcentaje de distribucién de los constituyentes quimicos en la semilla

de legumbre (Singh y col., 1968).

Nutriente Cubierta Cotiledon Embrion
Proteina 1 96 2
Extracto de éter 1 90 3
Fibra cruda 80 17 0,5
Extracto N-libre 8 92 0,6
Cenizas 9 89 1,7
Fosforo 0,5 97,1 3,5
Hierro 18 84,3 4,6
Calcio 35 62 2,2

Establecer los requerimientos para un nutriente en particular es complicado
debido a las numerosas interacciones entre los diversos componentes del alimento y
teniendo en cuenta que el defecto o exceso de uno de los nutrientes puede afectar a la
biodisponibilidad de otros relacionados con él. Estas interacciones seran comunes en
las leguminosas debido a su alto contenido en la mayoria de los nutrientes esenciales
para el organismo. Ademas la composicion proteica y mineral asi como el valor
nutritivo del guisante dependen de diferentes factores tales como condiciones de
cultivo, talla, condiciones climaticas y del suelo durante el crecimiento de la planta
(Geervani and Devi, 1988; Savage and Deo, 1989; Ros and Rincon, 1990). Periago y
col. (1996) concluyeron que la composicién quimica, el valor nutritivo de la proteina, la
composicion mineral y de factores no nutritivos de los guisantes dependia del
desarrollo de la semilla y el tipo de cultivo cuando eran estudiados bajo las mismas
condiciones de crecimiento. Asi pues las semillas inmaduras contenian elevadas
cantidades de nitrdgeno no proteico y aminoacidos libres y pequefios niveles de
proteina, almidén, fibra, minerales, acido fitico e inhibidores de la actividad de la

tripsina que las semillas maduras.
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Tabla 4. Composicion proteica de la harina del guisante crudo (% sustancia

seca) (Periago y col., 1998)

Nutriente Contenido
Nitrégeno total (%) 4.18+0.05
Proteina cruda (%) 26.1+0.29
Nitrégeno proteico (%) 3.12+0.31
Proteina verdadera (%) 19.5+0.43
Nitrégeno no proteico (%) 1.00+0.02
Aminoécidos libres (%) 0.28+0.01

Digestibilidad in vitro de la

proteina (%) 82.3+0.55

2.2.1. PROTEINAS

Las legumbres son una importante fuente de proteinas desde un punto de vista

nutricional y econémico (Anon, 1975; Orr, 1978; Wiserman y Cole, 1988).

El consumo de proteina de origen vegetal disminuye considerablemente los
niveles de colesterol circulante al contrario de la proteina de origen animal que
aumenta estos niveles. Independientemente de la presencia de otros factores
hipocolesterionemiantes en la proteina vegetal, parece existir una relacion entre la
fraccion lisina/arginina (menor en las proteinas vegetales que en las animales) de la
proteina y los bajos niveles de colesterol plasmético que se obtienen tras su consumo
(Giese, 1994).

2.2.1.1. Composicién

Las semillas de las legumbres acumulan grandes cantidades de proteinas
durante su crecimiento (Duranti y Gius, 1997). El contenido proteico de los guisantes

verdes es de 6.3% segun Salunkhe y col. (1974). Los guisantes secos contienen entre
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un 23% y un 31% de proteina (Bajaj y col., 1971; Guillon & Champ, 2002; Urbano y
col., 2003). Baudet y col. (1977) determinaron un mayor contenido proteico en los
guisantes secos (21.5%-37.5%), mientras que Salgado y col. (2002) encontraron unos
niveles significativamente inferiores (19,9%). El contenido en nitrégeno no proteico del
guisante seco es pequefio, oscilando entre un 6 y un 9% (Savage y Deo, 1989; Urbano
y col., 2003). Del mismo modo Periago y col. (1996a) establecieron que la harina de
guisante, obtenida tras la molturacion de la semilla, es una buena fuente de proteina

(aproximadamente el 30% de su composicion total).
2.2.1.2. Fracciones y Caracterizacion

La mayoria de las proteinas de las semillas de las legumbres estan
desprovistas de la actividad catalitica y juegan un papel no estructural en los tejidos
cotiledonicos. Estan almacenados en los organulos ligados a la membrana en las
células parenquimatosas de los cotiledones, soportan la desecaciéon en la semilla
madura y aguantan igualmente, la hidrélisis y la germinaciéon, de esta manera
proporcionan amonio y esqueletos carbonicos a las cabezas en desarrollo. Las
proteinas de las semillas que se comportan asi son llamadas “proteinas de
almacenamiento”. Sin embargo, debido a su insolubilidad en agua y solubilidad en
soluciones salinas, estas proteinas de almacenamiento son denominadas también

como globulinas, ambos términos son cominmente utilizados.

En menor proporcion, las semillas de las legumbres contienen proteinas
cataliticas. La mayoria pertenece a la inmensa, aunque menos abundante, clase de
las albuminas (solubles en agua), representadas principalmente por miles de enzimas
diferentes necesarios para el metabolismo de las células cotileddnicas (Duranti y Gius,
1997) como inhibidores de la tripsina, lectinas, lipooxigenasa y ureasa, la cual es

relevante en la calidad nutricional de la semilla.

El contenido en globulina y albumina, expresado como porcentaje de la fraccion
proteica, es del 55-65% y 20-25%, respectivamente (Marzo y col.,, 1997; Crevieu-
Gabriel y col., 1998).

Como otras proteinas de legumbres, las proteinas de los guisantes estan
fraccionadas en funcion a su solubilidad, asi Boulter y Derbyshire (1978) las

clasificaron conforme a esta propiedad: albumina, 21%; globulina, 66%,; glutelina, 12%.
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Las globulinas constituyen entre el 65 y el 80% de las proteinas extraidas de los
cotiledones de los guisantes (Gwiazda, Schwenke y Rutkowski, 1980; Boulter y
Derbyshire, 1971; Millerd, Thompson y Ryall, 1979).

Las globulinas estan generalmente clasificadas como proteinas 11S y 7S de
acuerdo a sus coeficientes de sedimentacion. Las bien estudiadas 11S y 7S proteinas
del guisante son denominadas legumina y vicilina, respectivamente. Estas difieren
entre si en su tamafio, peso molecular, estructura de sus subunidades y su contenido
sulfarico (Varner y Schidlovsky, 1963; Thompson y col., 1978; Grant y Lawrence, 1979;
Millerd y col., 1979; Gwiazda y col., 1980).

Las fracciones de albumina contienen dos componentes polipeptidicos
principales con pesos moleculares de 8.000 y 22.000. Estos dos polipéptidos
constituyen el 34% de la fraccion proteica de albumina y son ricos en aminoacidos
sulfurados (Murray, 1979; Schroeder, 1984). Las albuminas son generalmente
consideradas como proteinas enzimaticas y metabdlicas. No obstante, alguna de las
albuminas puede comportarse como proteinas de almacenamiento durante la
germinacion, en concreto se trataria de la fraccion que tiene un peso molecular de
8.000 (Bajaj y col.,1971a; Boulter & Derbyshire, 1971; Murray, 1979; Schroeder, 1984).

2.2.1.3. Composicion Aminoacidica

El perfil aminoacidico de una proteina alimentaria es importante ya que su
utilizacion depende del contenido limitante de sus aminoacidos. La composicion de
aminoacidos de las proteinas de la semilla del guisante (Tabla 5) ha sido estudiada
extensamente (Patwardhan, 1962; Bressani y Elias, 1974; Eppendorfer y Bills, 1974;
Evans y Boulter, 1980; Gopalan y cols, 1982).

Las proteinas del guisante son deficientes principalmente en aminoéacidos
azufrados vy triptéfano, aunque entre las legumbres alimentarias son ellos los que
tienen relativamente los mayores niveles de estos aminoacidos (Evans y Boulter,
1980), sin embargo, contienen niveles altos de lisina (Gatel, 1994). Distintas
fracciones proteicas del guisante difieren en su composicién aminoacidica. La fraccion
de la albumina es relativamente rica en aminoacidos azufrados (Murray, 1979;
Schroeder, 1984). La albumina de los guisantes contiene mas triptéfano, treonina y

metionina pero menos arginina, leucina y fenilalanina que la fraccién de la globulina
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(Holt y Sosulski, 1979). Las globulinas aisladas de la harina de guisante tienen un
mayor contenido en acido glutamico, acido aspértico y arginina pero un menor
contenido en aminoacidos azufrados que las albuminas (Gwiazda, Schwenke y
Rutkowski, 1980).

Tabla 5. Composicion aminoacidica del guisante crudo (g Kg™ de sustancia
seca) (Chen and Thacker, 1978; NRC, 1994; 1998; Igbhasan and Guenter, 1997,
Zdunczyk y col., 1997; Caribe y col., 1997a,c; Gelencsér y col., 1998a; Grala y col.,
1999; Pérez-Maldonado, 1999; Booth y col., 2001; Mariscal-Landin y col., 2002)

Sustancia seca 859.8 - 913 Proteina 156 — 347
Aminoacidos esenciales Aminoé&cidos no esenciales

Arginina 11.13 - 28.24 Acido aspartico 16.60 - 30.56
Histidina 4.20 - 6.67 Acido glutamico 30.90 - 53.16
Lisina 13.00 - 19.87 Serina 7.30 - 13.00
Fenilalanina 9.70 - 13.18 Prolina 6.40 - 11.66
Leucina 13.40-21.10 Glicina 8.00 - 14.50
Isoleucina 6.20 - 12.50 Alanina 8.80 - 14.90
Valina 9.10-13.90 Cisteina 2.40 - 5.00
Metionina 1.60 - 3.70 Tirosina 6.10-9.31
Treonina 7.20-10.90

Triptéfano 1.80 - 3.60

2.2.1.4. Utilizacién Nutritiva

La calidad nutricional de las proteinas depende de su digestibilidad y de la
biodisponibilidad de sus aminoacidos. La utilizacién neta de la proteina de los
guisantes es del 34%, la cual es mayor que la de la soja pero inferior que la mayoria
de los alimentos comunes. Las distintas fracciones de proteina del guisante, se
diferencian en su perfil aminoacidico y en su calidad nutricional. Se ha demostrado
que la albumina existente en los cotiledones es nutricionalmente superior que la
globulina (Boulter y Derbyshire, 1971; Murray, 1979; Bajaj y col., 1971b; Hurich y col.,
1977; Chen & Thacker, 1978).
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Todas las proteinas de las legumbres son pobres en aminoacidos azufrados,
pero las cantidades de otros aminoacidos esenciales, como la lisina, es mucho mayor
que en los cereales (Duranti y Gius, 1997). Por lo tanto, con respecto al contenido en
lisina y aminoacidos azufrados, los cereales y las legumbres son nutricionalmente
complementarios. El grado de suplementacién debe también depender, sin embargo,
de los contenidos de los segundos aminoacidos limitantes: treonina, en cereales y
triptéfano, en legumbres. Los bajos niveles de aminoacidos azufrados es la principal
causa de su escaso valor bioldgico, se ha demostrado que a través de la adicién de
metionina a las dietas que contienen guisantes y otras legumbres se puede mejorar
dicho valor (Patwardhan, 1962; Urbano y col., 1995).

Habiba (2002) observé que la digestibilidad in vitro de la proteina del guisante
crudo era de 73.5%. Como ya hemos indicado anteriormente el guisante es una fuente
excelente de proteinas, pero al igual que ocurre con el resto de las proteinas de origen
vegetal tienen inferior calidad nutricional que las de origen animal, debido a su bajo
contenido en aminoacidos azufrados (Sarwar y Peace, 1986), la estructura tan
compacta de las proteinas (Hsu y col., 1977) y la presencia de factores no nutritivos,
tales como inhibidores de las proteasas, taninos y acido fitico (Savage & Deo, 1989;
Nielsen, 1991; Bishnoi & Khetarpaul, 1994a; Chau & Cheng, 1997; Alonso y col.,
2000a). Los taninos y el acido fitico se acomplejan con proteinas e incrementan su
resistencia a la degradacion proteolitica y las enzimas inhibidoras (de tripsina y
quimotripsina) interfieren la accion de las enzimas proteoliticas digestivas afectando la
digestibilidad de las proteinas y su posterior absorcion (Jaffe, 1950; Liener, 1979;
Gwiazda y col.,, 1980; Evans y Boulter, 1980; Bressani y col., 1982; King and
Puwastien, 1987; Huisman y col., 1990). De manera que la reduccién o eliminacion de
dichos factores no nutritivos es importante para mejorar la utilizacion biologica de la
proteina de las legumbres, incluyendo el guisante. Mdltiples procesos tanto a escala
industrial como casera han sido empleados para mejorar las propiedades nutricionales
de la legumbre (Melcion and van der Poel, 1993; Campbell y Van der Poel, 1998),
tales como, remojado (Vidal-Valverde y Frias, 1993a; Vidal-Valverde y col., 1994 y
1997), descascarillado (Davedy y col., 1998; Booth y col., 2001; Cruz-Suarez y col.,
2001; Mariscal-Landin y col., 2002), molienda (Periago y col., 1998), germinacion
(Urbano y col., 1995; Wanasundara y col., 1999), fermentacién, coccion (Abd el-
Moniem y col., 2000; Habiba, 2002), extrusion (Fernandez y col., 1996; Vidal-Valverde
y col., 1997; Alonso y col., 2000a y b; Burel y col., 2000; Mariscal-Landin y col., 2002),
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microondas (El-Adawy y Tarek, 2002; Abd EI-Rahman y Abd EIl-Aleem, 1996; Habiba,
2002), tostado (Caribe y col., 1997a,c), fritura (Abd EI-Moniem y col., 2000).

Sin embargo, la eficacia del procesado y sus efectos varian notablemente
dependiendo de las técnicas y condiciones, incluyendo tiempo, temperatura, contenido
en humedad y pH (Singh, 1985; Fernandez y col., 1996; Nestares y col., 1996).

El procesado normalmente afecta a factores tales como el contenido en
inhibidores de la actividad de la tripsina (TIA) y fitatos que al reducirse mejoran la
biodisponibilidad de las proteinas y los minerales (Nestares y col., 1999). Giami y col.
(1999) observaron que tras someter a un proceso de germinacion a Telfaria
occidentales Hook se incrementaba la digestibilidad de la proteina ya que la
germinacion conduce a una reduccion del contenido en &cido fitico y polifenoles, y a
un aumento de proteina cruda y de la solubilidad del nitr6geno. Habiba (2002) sugirid
gue la digestibilidad in vitro de la proteina del guisante incrementaba en los guisantes
cocidos, en comparacion con el guisante crudo, debido a la completa eliminacién de
los TIA (Gad y col., 1982), la reduccion del contenido de taninos y acido fitico (El-
Shami, 1993), y también por el efecto del calor sobre la estructura tridimensional de las
proteinas del guisante (Hsu y col., 1977; Chau & Cheung, 1997). Aunque no podemos
olvidar que algunas proteinas, tales como las globulinas, son intrinsicamente mas
resistentes a la proteolisis (Chau & Cheung, 1997) incluso después del tratamiento

térmico (Alonso y col., 2000a y b).

2.2.2. HIDRATOS DE CARBONO

2.2.2.1. Composicion Quimica

Las leguminosas son una importante fuente de hidratos de carbono, que entran
en su composicibn en una proporcion del 24 al 68%. Esta incluye mono y
oligosacaridos, almidén y otros polisacaridos (tabla 6). Las semillas de los guisantes
contienen alrededor de un 60% de carbohidratos entre aztcares tales como mono-, di-
, oligo- y polisacaridos, los ultimos componentes del almidén y polisacaridos no
amilaceos (NSP) (Daniel, D., Sundarraj, P., y Thulsidas, G., 1970-1957).

27



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

Tabla 6. Contenido de carbohidratos en el guisante crudo (g Kg * de sustancia
seca) (Reddy, N. R., 1984; NRC, 1994; 1998; Igbasan and Guenter, 1997; Caribe y
col., 1997a,b; Periago y col., 1996; Frias y col., 1998; Gelencsér y col., 1998a; Grala y
col., 1999; Alonso y col., 2000a; Booth y col., 2001; Guillon & Champ, 2002; Mariscal-
Landin y col., 2002; Salgado y col., 2002; Wang y Daun, 2004)

Sustancia seca 859.8 — 913

Azulcares de bajo peso molecular

Fructosa ND -1
Glucosa ND
Sacarosa 7.0-39.0
Maltosa ND
Melibiosa ND
Oligosacéridos 52.8-75.8
a-galactésidos 22.9—-96.0
Rafinosa 3.0-23.0
Estaquiosa 3.0-420
Verbascosa ND —43.0
Azucares solubles totales 35-138
Almidon 247 - 574

ND: No detectado.

El contenido de azlcares puede variar dependiendo de la variedad de
guisantes, asi Reddy y col (1984) estudiaron el contenido de azlcares del guisante de
variedad lisa y rugosa observando significativas diferencias entre ambas (tabla 7), los
guisantes arrugados contienen mayores cantidades de sacarosa y de alfa-galactésidos
que los lisos. Sin embargo los guisantes arrugados tienen relativamente menos
proporcién de almidon que los lisos, coincidiendo con las determinaciones de
McCready y col. (1950) en las que los niveles de almidén eran del 34% y del 42% en

el guisante arrugado y liso respectivamente.
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Tabla 7. Composicién de carbohidratos en dos variedades del guisante (g 100g
de semilla).

Nutriente Gui_sante Guisante

liso arrugado

Azucares totales 5.3-8.7 10.2-15.1
Sacarosa 2.3-24 2.3-4.2
Rafinosa 0.3-0.9 1.2-1.6
Estaquiosa 2.2-2.9 2.9-5.5
Verbascosa 1.7-3.2 2.2-4.2

Almidon 36.9-48.6 24.0-36.6
Celulosa 0.9-4.9 1.2-4.2
Hemicelulosa 1.0-5.1 0.9-6.6
Lignina 0.5-0.9 0.3-1.0

a) Monosacéridos y disacaridos:

Las semillas contienen sacarosa y oligosacaridos mientras que la proporcion de
monosacaridos es muy baja (Vose, J.R., Basterrechla, M.J., y col. 1976; Cerning-
Beroard, J. y Filiatre, A., 1976). La proporcion de sacarosa existente en los guisantes
es de alrededor de un 3% que representa de un 22 a un 25% de los azlcares totales
(Sosulski, F.W., Elkowicz., y col.,1982; Guillon & Champ, 2002).

b) Oligosacaridos:

Los principales oligosacaridos son de la familia de la rafinosa de o-
galactésidos, fructo-oligosacaridos procedentes de los vegetales, y malto-
oligosacaridos derivados de los hidrolizados del almidén. Sucesivas uniones de una
unidad de galactosil a sacarosa da lugar a rafinosa, estaquiosa, verbascosa y ajugosa.

En concreto estos derivados de la sacarosa, contienen de 1 a 4 unidades de
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galactosa, unidas entre si a través de enlaces a-1,6, y una molécula de sacarosa,
unida en uno de los extremos mediante un enlace a-1,4 (Guillon & Champ, 2002).
Estos oligosacéaridos de la familia de la rafinosa predominan en la mayoria de las
legumbres (31.1-76%, Olson y col., 1981), en el guisante se encuentra en unas
proporciones de 32 a 46 g/Kg (Bach Knudsen, 1997). La mayor presencia de un
oligosacarido en particular parece depender del tipo de leguminosa. Guillon & Champ
(2002) observaron que el contenido en a-galactésidos del guisante (5.1-8.7%) era
inferior a lupino (7.4-9.5%), similar al garbanzo (7.4-7.5%), lenteja (3.0-7.1), judia (2.6-
6.6%) y soja (2-6%) e inferior al haba (3.1-4.2%). Vidal-Valverde y col. (1998a) dedujo
la cantidad de dichos componentes en los guisantes verdes crudos: 0.6% de rafinosa,
2.27% de estaquiosa y 2.49% de verbascosa. Cada una tiene una molécula adicional
de galactosa unida, empezando por una en el caso de la rafinosa, hasta tres en la

verbascosa.
c) Almidon:

El almidon es el principal hidrato de carbono presente en las leguminosas,
representando al 45-60% de los mismos, los guisantes contienen alrededor de un 20 a
un 50% (Guillon & Champ, 2002).

El almidén es un polisacéarido presente en los granulos amilaceos como mezcla
de amilasa (no ramificada, soluble en agua) y amilopectina (ramificada, soluble en
soluciones coloidales). El tamafio del grdnulo es bastante variable (1-80um)
dependiendo de la leguminosa, en los guisantes tiene un diametro de 40u. El tamafio
medio de los granulos de almidén es menor (30u) en los guisantes lisos que en los
arrugados (40un). La mayoria de los granulos son alargados, aunque se dan también
granulos esféricos, ovoidales, elipticos e irregulares, estan envueltos por la pared
celular, pudiendo estar también empaquetados en compartimentos con forma de saco

y se encuentran en el tejido parenguimatoso de los cotiledones del guisante.

En las leguminosas en general, la amilosa puede constituir una porcion
significativa del almidén (10-66%), siendo los guisantes arrugados los que contienen
niveles mas elevados (66-72%) (Guillon & Champ, 2002). La cantidad de amilosa en el
almidén tiene influencia en su solubilidad, unién a los lipidos y otras propiedades

funcionales. La amilopectina parece ser responsable de la solubilidad de los granulos
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de almidon, y junto con la amilosa es también responsable de la forma estructural del

granulo de almidon.

El grado de polimerizacién del almidon es variable (540-4.000), un alto grado
de polimerizacion de la amilosa puede conferir estabilidad estructural al granulo y ser

parcialmente responsable de su resistencia a la a-amilolisis in vitro.

El almidon de los guisantes esta dividido en dos clases principalmente: pobres
y ricos en amilosa. Las semillas de los guisantes lisos contienen bajos niveles de
amilosa (29 a 35%) mientras que las de los guisantes arrugados llegan a tener
elevadas cantidades de amilosa (66 a 99%) (McCready y col. 1950; Potter y col. 1953;
Lynch y col. 1959; Greenwood, C.T. & Thomas, J., 1962; Biliaderis y col. 1980; Guillon
& Champ, 2002). Potter y col. (1953) dedujeron el peso molecular medio de la amilosa
y la amilopectina de los almidones del guisante: 125.000 y 200.000, respectivamente.
El contenido proteico, la afinidad al yodo y el contenido en amilosa son relativamente
mas bajos en los guisantes lisos que en los arrugados. El almidén de los guisantes
arrugados tiene unas inusuales propiedades fisicas que le hacen gelatinizar de forma
diferente al almidon ordinario, ya que forma una suspension y no una pasta (Hilbert, G.
E. & McMasters, M. M., 1946), lo cual se ha atribuido a su elevado contenido en
amilosa. La temperatura de gelatinizacién del almidén de los guisantes lisos esté entre
los 55 y 65°C y en los guisantes arrugados esta entre 55-125°C (Guillon & Champ,
2002). Comer y Fry dedujeron que la temperatura de gelatinizacion del almidén del

guisante podia disminuirse mediante acetilacion y cross-linking.

2.2.2.2. Clasificacion Nutricional

Hay que tener en cuenta el papel que juegan la funcién que tiene cada uno de
los tipos de sacaridos: la energia necesaria para crecer (mono y disacaridos), el
almacén de carbohidratos (oligosacaridos y almidon) y los componentes estructurales
de las paredes celulares (polisacaridos no-celulésicos, pectinas, hemicelulosa y
celulosa). Desde el punto de vista de la nutricion humana los sacaridos pueden ser
clasificados en dos grupos: carbohidratos utilizables, los cuales son
enzimaticamente digeridos en el intestino delgado y los carbohidratos no utilizables,

los cuales son fermentados por la microflora del intestino grueso:
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Papel en la Tipo de Lugar de la Prggtljacto Clasificacion
planta sacarido digestion digestion fisiologica

Fuente de Momo- y

energia para disacéaridos Intestino Carbo-

el crecimiento delgado Mono- y hidratos
Almidén: (enzimatico) disacaridos Utilizables

Almacén de - amilosa

polisacéaridos - amilopectina

Almacén de a-galactosidos Acetato

oligosacaridos Propionato Carbo-
Policacaridos Intestino Butirato hidratos

Componentes no celulésicos grueso No

Estructurales Pectinas (microbial) CO, Utilizables

de la pared Hemicelulosa H.

celular Celulosa CH,

La transformacion de polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos de la dieta en

los monosacaridos correspondientes se realiza de forma secuencial en el tracto
gastrointestinal, mediante procesos de hidrolisis glucosidicas. La accion es catalizada
por una serie de enzimas hidroliticas, que reciben conjuntamente el nombre de
glucosidasas. El proceso se lleva a cabo por dos conjuntos de enzimas: a-amilasas y

oligosacaridasas (donde aqui incluimos las disacaridasas).

Dentro del grupo de los carbohidratos utilizables se encuentran los mono- y
disacaridos, que son rapidamente absorbidos en el intestino delgado en grandes
cantidades, a excepcion de los individuos con déficit congénito de malabsorcion a
glucosa/galactosa. Mientras que la absorcion de glucosa no depende de otros
azucares, la capacidad de absorcion de la fructosa, sin embargo, va a depender de si
se ingiere sola, o de si se realiza simultineamente con glucosa o en forma de

sacarosa.

Los disacaridos presentes en los alimentos son la sacarosa, que suele estar
presente en cantidades considerables en los vegetales crudos y procesados, y la
lactosa Unico disacarido de que se encuentra en los alimentos de origen animal. La

sacarosa es hidrolizada a sus monosacaridos constituyentes por la sacarasa en la
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superficie de la membrana del eritrocito.

Algunos animales de laboratorio se han usado como modelos extrapolares a
humanos en el estudio de la digestion del almidén. Las ratas tienen muchas similitudes
con los humanos en el proceso de digestion. El primer paso de la digestién ocurre en
la boca por la accion de la a-amilasa salivar, una endo-amilasa que rompe
aleatoriamente los enlaces o (1-4) de la amilosa y amilopectina. En contradiccién con
lo que tradicionalmente se ha aceptado sobre la limitada accién de dicha enzima
debido a su rapida inactivacién por las condiciones de acidez gastrica (Gray, 1992), la
amilasa salivar parece que contribuye significativamente a la ruptura del almidén in
vivo (Kurashi & Inomata, 1989). Posteriormente la digestion continda en el lumen del
intestino delgado, donde la amilasa pancreatica sigue con la ruptura de los enlaces a-
(1-4), produciendo pequefias cantidades de glucosa en mezcla con maltosa,
maltotriosa y dextrinas, que incluyen ramificaciones con enlaces o(1-6) de
amilopectina. La ruptura final de di-, tri-, y oligosacéridos se lleva a cabo en los villis
del borde en cepillo de las células de la mucosa del intestino delgado por enzimas de
la membrana, las disacaridasas. La accion de este grupo de enzimas, que incluyen
maltasa-sacarasa, maltasa-isomaltasa y maltasa-glucoamilasa (Dahlgvist & Semenza,

1985), permite la completa hidrélisis de los constituyentes del almidon a glucosa libre.

Normalmente, la mayoria de los almidones son completamente digeridos antes
de alcanzar el ileon (Rienselfd y col., 1980). Sin embargo, en época relativamente
reciente diversos investigadores han observado bajos niveles de asimilacion en
almidones que tradicionalmente eran considerados como totalmente digeribles y
asimilables (Asp, 1989; Southgate, 1989; Cummings y col., 1986). Las propiedades
nutricionales del almidén en las comidas depende de su biodisponibilidad en la
digestion y/o absorcién en el tracto gastrointestinal (Bjorck & Asp,1994). Desde este
punto de vista Englyst y col. (1982a y b y 1987) proponen la siguiente clasificacion

nutricional del almidoén:

© Almidon rapidamente digerible: almidon hidrolizado y absorbido en el
intestino delgado con respuesta glucémica elevada. Fuente: alimentos ricos en

almidon recientemente cocinados.

@) Almidon lentamente digerible: almidén hidrolizado y absorbido en el

intestino delgado con respuesta glucémica pequefia. Fuente: la mayoria de los
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cereales crudos.

® Almidén resistente: almidon que no es hidrolizado y absorbido en el
intestino delgado con respuesta glucémica nula. Fuente: granos y semillas

parcialmente molidos, patata y platano crudos, patata cocinada refrigerada, palomitas

y pan.

La digestibilidad del almidon depende de la variedad de la semilla (la cual
determina la composicion y la estructura espacial de los polimeros de amilosa y
amilopectina), y en la forma de prepararlo para su consumo, ya que durante los
tratamientos tecnolégicos (calentamiento, congelacion, etc.), una parte del almidén es
cristalizada y retrogradada. La retrogradacion es una recristalizacion de las cadenas
lineales de amilosa y, méas tarde, de las ramificaciones de amilopectina. Como
consecuencia, esta parte del almidén y el almidén no digerido en el intestino delgado
por distintas razones, por ejemplo el corto periodo de duracion de la actividad de las
enzimas digestivas sobre los granulos de almidéon cubiertos con paredes celulares
(Asp, 1989), pasan al intestino grueso en forma de almidon resistente donde seran

fermentados por la microbiota existente (Noah y col., 1998).

Diferentes estudios reflejan el elevado contenido en almidon resistente,
proximo al 15% del almidén total, en distintos alimentos, incluso un contenido superior
fue determinado por Brignenti y col. (1998) en los granos de legumbres procesadas en
distintas formas en la dieta italiana. Las semillas secadas, enlatadas y congeladas de
judias, lentejas, guisantes y garbanzos contienen 116.0, 124.1, 114.4, 109.0 g/Kg de
almidén resistente respectivamente, la media en las legumbres es 116.8 g/Kg,
mientras que en cereales es 32.2 g/Kg y en patatas es 56.7 g/Kg. En los granos de
legumbres el contenido en almidén resistente es incluso superior al 20% del almidén
total (Brighenti y col., 1998).

Dentro del grupo de los carbohidratos no utilizables se encuentran aquellos
carbohidratos que alcanzan el tracto final del intestino delgado sin hidrolizar y es en el
colon donde son fermentados por la microflora microbiana. En este tipo de

carbohidratos se incluyen los a-galactosidos y los componentes de la fibra alimentaria.

Shurpalekar y col. (1979), asi como Geervani y Theophilus (1981) observan

gue no existe correlacion entre la digestibilidad in vitro e in vivo de los carbohidratos.
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Estas diferencias pueden deberse a la inhibicion de la reaccion enzimatica por parte
del producto de la amilolisis in vitro a la situacion de los productos y la reaccion en la

pruebas in vivo, donde pueden actuar otras enzimas a parte de la a-amilasa.

La menor digestibilidad de los carbohidratos procedentes de la leguminosa
parece ser debida a la presencia de otros carbohidratos ademas del almidon. Los
almidones procedentes de leguminosas reducen la digestibilidad de la caseina en un
3-4% (Fleming, 1982) y el procesado por desecacion y calentamiento no parece

aumentar la digestibilidad.

2.2.2.3. Valor Nutritivo

La respuesta glucémica desencadenada tras el consumo de ambos, azlcares y
almidones, depende del tipo de azucar presente y de la forma del almidon. Los
carbohidratos complejos necesariamente no producen una menor o inferior respuesta

glucémica que los azlcares.

Los carbohidratos que son digeridos y absorbidos lentamente dan lugar a una
repuesta postprandial de glucosa mas prolongada y menos elevada que aquellos que
se digieren y absorben rapidamente, que producen aumentos significativos en los
niveles de glucosa en sangre, necesitando una mayor respuesta de insulina (Jenkins y
Wolever, 1981). La liberacion de cantidades elevadas de insulina parece llevar a una
disminucion de la sensibilidad de los receptores de esta y a una resistencia relativa a
la misma, un factor que puede ser crucial en la aparicion de diabetes y obesidad.
También se la ha relacionado con un aumento en los niveles séricos de triglicéridos
(Albrink y col., 1979), lo cual es considerado por algunos como un factor de riesgo
cardiovascular en individuos susceptibles (Bottinger y Carlson, 1980). Los alimentos
gue producen un bajo nivel de glucosa sanguinea postprandial y una baja secreciéon de
insulina pueden, por tanto, ser efectivos en el control de la diabetes y la hiperlipemia
(Wolever, 1990).

Las leguminosas producen una baja respuesta glucémica, ya que la fraccion de
almidén que es digerida en el intestino delgado es pequefia. En comparacion con los
cereales, las leguminosas se digieren mas lentamente y causan menor respuesta

glucidica sanguinea, asi como menor secrecién de insulina.
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Con respecto al almidén de las legumbres, la naturaleza de la baja respuesta

glucémica tras su consumo, parece ser debida a:

X La baja disponibilidad del almidon debido a su elevado contenido en
amilosa, lo cual aumenta la posibilidad de retrogradacién del almidén..

X La disminuida accesibilidad fisica del almidon debida a que este se
encuentra atrapado en las paredes celulares de los cotiledones.

X Las posibles interacciones de las enzimas amiloliticas con los
compuestos no nutritivos, como los inhibidores de la a-amilasa se
inactivan durante el cocinado.

X En las semillas crudas es mas resistente que la mayoria de los almidones
de los cereales debido a su elevada cristalizacion.

X La posible gelatinizacién incompleta del almidon durante el cocinado
debido al grosor y la resistencia mecanica de las paredes celulares, ya
gue para que la gelatinizacién sea total necesita de temperaturas muy
elevadas.

X Después de una coccién adecuada tiene una mayor capacidad de
retrogradacion que la mayoria de los almidones con menor contenido en

amilosa.

Por otra parte, con respecto a los carbohidratos considerados como poco
digeribles, tales como, fibra dietética (pectinas, celulosa, inulina), almidon resistente,
oligosacaridos (fructo y galactooligosacaridos, a-galactésidos), polioles (xilitol, solbitol)
y azUcares raros (lactulosa, isomaltosa) (Livesey, 2001) se ha demostrado que al ser
resistentes a las enzimas endédgenas del intestino delgado alcanzan el intestino grueso
donde van a ser fermentados por las enzimas producidas por la flora intestinal,
principalmente por Bifidobacteria y Lactobacill, pero no por Clostridium Yy
Enterobacteriaceae (Chesson, 1995), generando acidos grasos volatiles de cadena
corta (SCFA) (acetato, propionato, butirato) y L-lactato, que reducen el pH del medio,
asi como, gases tales como, metano, dioxido de carbono e hidrégeno, responsables
de la reducida tolerancia a estos nutrientes (Cummings, 1985; Bornet, 1994; Anderson
y col., 1999; Van Dokkum y col., 1999; Ahmed y col., 2000; Topping y Clifton, 2001).

En términos generales los efectos positivos de estos carbohidratos poco

digeribles segun Livesey (2001) son:
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PROPIEDADES FISIOLOGICAS EFECTO POSITIVO
Bajo valor energético Ayuda frente a la obesidad
Escasa acidificacion oral Prevencion de la caries dental
Modificacion de los niveles Enfermedades coronarias

plasméticos lipidos

Capacidad de aumentar de tamafio al Saciedad
hidratarse

Efecto laxante, reduccion del riesgo
Aumento del bolo fecal de cancer de colon y del sindrome de
colon irritable

Produccion de butirato y acidificacion Salud del colon
del colon

Baja respuesta glucémica Diabetes tipo Il
Aumentan la biodisponibilidad de Osteoporosis

minerales (Ca*?, Mg*?, Fe*?)

Estimulacion de Bifidobacteria y

Efecto prebidtico =
Lactobacilli

La mala absorcion de estos nutrientes representa una pérdida cal6rica, ya que
no se podra obtener de ellos la energia que generan cuando son metabolizados en

nuestro organismo.

Estos efectos potenciales frente el cancer colon-rectal y enfermedades
infecciosas en el intestino grueso pueden deberse por una parte, a la estimulaciéon de
los colonocitos, ya que los acidos grasos de cadena corta son su principal fuente
energética, y por otra, a la inactivacion de las bacterias putrefactas (Clostridium
perfringens) y patogénicas (Escherichia coli, Salmonella, Listeria sp y shigella) del
colon, como consecuencia de la proliferacion selectiva de Bifidobacteria y Lactobacilli y

la acidificacion del medio (Guillon & Champ, 2002).

La posibilidad de la mejora del metabolismo de lipidos ha ganado peso desde
gue se observd como los fructooligosacaridos provocaban una supresion del

triacilgicerol hepatico y de la sintesis de VLDL en animales, resultando una reduccion
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en los niveles de triacilglicerol y, en menos cantidad, de colesterol (Taylor & Williams,
1998).

Los minerales que se encuentran fuertemente ligados a las paredes celulares
de los vegetales, almiddn resistente y oligosacaridos pueden quedar liberados gracias
a la rotura microbiana de estos complejos polisacaridos en el intestino grueso. Por ello
es importante considerar la contribucion del colon a la absorcién total de los minerales
ligados a estos compuestos. De hecho, el efecto de los carbohidratos fermentables y
el acido fitico en la biodisponibilidad de los minerales son controvertidos porque la
microflora digestiva puede expresar una actividad fitasa (Miyazawa y col., 1996, Wise
y Gilburt, 1982, Yoshida y col.,, 1985) y las fermentaciones microbianas pueden
aumentar la solubilidad de los cationes divalentes en el intestino grueso el cual
mejoraria su absorcion (Delzenne y col. 1995, Schulz y col. 1993, Trinidad y col. 1993;
Delzenne y Roberfroid, 1994; Behall y col., 2002). Asi pues, es posible desplazar la
zona de absorcion desde el intestino delgado hasta el grueso, con una mejora
potencial en la disponibilidad de absorcion, sobretodo del calcio y magnesio (Younes 'y
col. 1996). Este desplazamiento puede superar los negativos efectos quelantes de la

fibra y el acido fitico (L6pez y col., 1998).

Los carbohidratos poco digeribles han sido identificados como agentes
prebiéticos. Gibson y Roberfroid (1995) definen a un prebiético como “ingrediente
alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al huésped por la estimulacién
selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o un numero limitado de bacterias en el
colon, que pueden mejorar la salud del huésped”. Actualmente en Europa, los

principales prebiéticos empleados son inulina y fructooligosacéridos.

Por otra parte, la estimulacion de Bifidobacteria puede tener multiples

beneficios para la salud humana (O”Sullivan, 1996):

Proteccion frente a infecciones entéricas.

Reduccion del pH intestinal.

Supresion de la flora putrefacta y patogénica del colon.
Estimulacion del sistema inmune.

Reduccion de los niveles plasmaticos de amonio y colesterol.

Estimulacion de la funcién intestinal.

X X X X XK X

Favorece la digestiéon y absorcién de los alimentos.
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X Produccién de vitaminas.

De esta forma pueden mejorar el balance y la poblacién microbiana,
beneficiando la salud y el crecimiento del individuo ya que promueven unas
condiciones idoneas en el colon y reducen el riesgo de padecer cancer de colon al
normalizar el transito del bolo intestinal y reducir los niveles del potencial carcinégeno
N-nitrosamina (Koo & Rao, 1991; Rowland y col., 1998; Van Loo, 1998).

Estos potenciales efectos beneficiosos de los carbohidratos poco digeribles han
sido ampliamente estudiados en humanos (Roberfroid, 1997 y 1998; Grizard &
Barthomeuf, 1999; Anderson y col., 1999; Topping y Clifton, 2001). Van Loo y col.
(1999) identificé a los a-galactésidos como agentes prebiéticos. Gulewicz y col. (2002)
demostraron como los a-galactosidos del guisante no eran téxicos en las ratas y
estimulaban significativamente en el crecimiento de las bifidobacterias en el colon, asi

como reducian la poblacion de coliformes en el mismo.

2.2.3. FIBRA DIETETICA

La fibra alimentaria es un componente importante de los alimentos vegetales

que procede de las paredes y tejidos de frutas, hortalizas, cereales y leguminosas.

La fibra alimentaria procede principalmente de la pared celular de los
vegetales, donde se encuentra una mezcla de polisacaridos con una compleja
distribucion. Los componentes mayoritarios de la fibra alimentaria son celulosa,
hemicelulosa, pectinas, lignina, carragenatos, alginatos, gomas y mucilagos. Ademas,
otros componentes de las células vegetales estan presentes en pequefias cantidades
en las fracciones de fibra alimentaria y pueden ser de importancia fisiol6gica. Entre
estos se encuentran las proteinas de la pared celular, polifenoles de alto peso
molecular, ceras, cutinas, acido fitico, ésteres de acido acético, minerales y almidén

resistente.

Hasta hace poco tiempo, la fibra alimentaria estaba considerada como un
componente secundario de los alimentos debido a su escaso valor nutritivo y su nulo

aporte calérico. Sin embargo, su presencia en la dieta ha ido adquiriendo importancia
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a partir de 1973, cuando Burkitt sugiere la existencia de una relacion entre la carencia
de fibra alimentaria en la dieta con el desarrollo de diferentes enfermedades y
trastornos fisiol6gicos, siendo estos mas frecuentes en los paises industrializados,
caracterizados por dietas ricas en alimentos refinados. ElI consumo diario de fibra
alimentaria en Europa es aproximadamente de 12-25g (Cummings, 1993). Continuas y
fuertes recomendaciones han sido realizadas por las autoridades sanitarias para

doblar o triplicar la ingesta actual entre la poblacién.

En 1972, Trowell introduce el nombre de fibra dietética o fibra alimentaria. Este
término engloba la porcién de alimento constituida por restos esqueléticos de las
células vegetales que son resistentes a la hidrolisis por los enzimas digestivos del
hombre. Esta denominacion es posteriormente aceptada por la FAO (1982), e incluye
celulosa, hemicelulosas, sustancias pécticas, gomas, mucilagos vy lignina.
Posteriormente, Englyst y col. (1987) definen el término fibra dietética para indicar los
materiales presentes en las paredes vegetales de los alimentos, estos materiales son

principalmente polisacaridos no almidénicos (NSP).

Las leguminosas son un alimento especialmente rico en fibra alimentaria,
presentando cantidades que oscilan entre un 11% y un 25% (Reddy y col., 1984) de lo
que se deduce que las dietas ricas en leguminosas constituyen un importante aporte
de fibra alimentaria, que puede ayudar a paliar ciertas patologias asociadas al bajo
consumo de este componente vegetal. El contenido en fibra alimentaria existente en el

guisante crudo se refleja en la siguiente tabla (Tabla 8).

Cerning-Beroard & Filiatre (1976) aseguran que las semillas de los guisantes
arrugados son mas ricas en hemicelulosa. La cantidad de pentosanos liberados por
HCI 0.7 N es mayor en los guisantes arrugados (1.93%) que en los lisos (0.81%). La
misma tendencia se observd con las pentosas liberadas por H,SO, siendo 1.16 y
0.93% respectivamente. Las pentosas se encuentran en un principio asociadas a la
celulosa. La fibra cruda esta concentrada en la pared de la semilla 6 en la cascara de
la semilla del guisante que constituye alrededor del 8.2% de la semilla y contiene mas
0 menos un 55.2% de celulosa y un 23.1% de hemicelulosa (Vose y col., 1976). Los
azucares hidrolizados durante la hidrolisis acida acuosa de la cascara demuestra la
existencia de xilosa y arabinosa, pequefias cantidades de glucosa, galactosa y

ramnosa Yy trazas de fructosa y acido urénico.
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Tabla 8. Composicion quimica de la fibra alimentaria del guisante crudo
(valores expresados en g Kg™) (Reddy, N. R., 1984; NRC, 1994; 1998; Periago y col.,
1996; Igbasan and Guenter, 1997; Caribe y col., 1997a,b; Frias y col., 1998; Gelencsér
y col., 1998a; Grala y col., 1999; Pérez-Maldonado, 1999; Alonso y col., 2000a; Bruno-
Soares y col., 2000; Kozlowska y col., 2000; Booth y col., 2001; Mariscal-Landin y col.,
2002; Salgado y col., 2002; Wang y Daun, 2004).

NSP 64 — 204 NCP

NDF 77 —256.0 Rhamnosa 09-4

ADF ND - 127.3 Fructosa 04-0.6

ADL 0.35-22.0 Arabinosa 19.4 - 40

Hemicelulosa 10-124 Xilosa 7.3-14

Celulosa 9-133 Mannosa 0.9-4.9
Galactosa 8 -215
Glucosa 0,5-59.7

Acido urénico 15.0 - 27

Sustancias pécticas 1-37
Saponina 1.1-16
SDF 81 -100
IDF 91-116
TDF 61.2 - 275

NSP: polisacaridos no amilaceos; NDF: fibra detergente neutra;
ADF: fibra detergente &cida; NCP: Polisacaridos no celulésicos;
TDF: fibra total; SDF: fibra soluble; IDF: fibra insoluble.

Existen en la literatura cientifica varias metodologias para la determinacion del
contenido de fibra en los alimentos. Van Soest (1980) introdujo una clasificacién
basandose en la distinta solubilidad de los componentes de la fibra en soluciones
detergentes neutras o &cidas. Propone los términos de fibra detergente neutra (FDN)
que incluye almidén resistente, celulosa, hemicelulosa y lignina y fibra detergente
acida (FDA) que es la suma de celulosa y lignina. Estas definiciones son bastante

utilizadas en la literatura especializada. Cabe sefialar que en este método no se
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incluyen las sustancias pécticas.

El método descrito por Prosky y col. (1988) clasifica la fibra dietética segin su
solubilidad en agua como fibra soluble e insoluble, ambas fracciones con efectos
fisiolégicos completamente distintos. La fibra dietética soluble incluye pectinas, gomas,
mucilagos y ciertos tipos de hemicelulosas solubles y polisacaridos de reserva de la
planta. La fibra dietética soluble se caracteriza porque gran parte de ella sufre un
proceso bacteriano de fermentacion en el colon con produccién de hidrégeno, metano,
dioxido de carbono y acidos grasos de cadena corta que son absorbidos y
metabolizados. Los efectos fisioldgicos de esta fraccion de fibra se asocian
generalmente con la disminucion del colesterol en sangre y con el control de la

glucosa en sangre.

La fraccion de fibra dietética insoluble incluye celulosa, lignina y algunas
fracciones de hemicelulosa (Martin-Cabrejas y col., 2003). Apenas sufre procesos
fermentativos en el intestino grueso y tiene un efecto mas marcado en la regulacién
del transito intestinal y aumento de la excrecién fecal. Habitualmente, en la literatura
cientifica se registran los contenidos de polisacaridos y ligninas, su composicion en
monosacaridos y acidos urénicos, asi como su proporcion relativa de fibra soluble e

insoluble.

La fibra cruda no puede ser digerida completamente por el sistema digestivo
del hombre. Por consiguiente, nutricionalmente, la fibra cruda es considerada como la
porcién de la comida menos significante. La celulosa es el menos digerible y tiene un
efecto directo en la utilizacion de otros nutrientes (Ali y col., 1981), principalmente
proteinas (Wogcik & Delrome, 1982). Sin embargo la importancia de la fibra
alimentaria en las dietas de los paises desarrollados ha sido reconocida en los ultimos
afios (Ali y col., 1981; Wogcik & Delrome, 1982; Soni y col., 1979; Soni y col., 1982;
Graude y col., 1965; Mathur y col., 1964; Kritchovsk & Storey, 1974; Singh y col.,
1983).

El almidon no digerido y la arquitectura celular intacta pueden llegar a ser mas
importantes que la fibra dietética normalmente definida. Ademds, una dieta rica en
almidon y paredes celulares intactas puede tener otros beneficios como su riqueza en
micronutrientes y potasio y su baja concentracién en grasa, azucar y sodio. Tal dieta

combina virtualmente todas las guias internacionalmente aceptadas para una
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alimentacion adecuada.

Numerosos estudios experimentales y epidemiolégicos atribuyen a la fibra
propiedades diversas como las de regulador intestinal, actuando como laxante, factor
preventivo del cancer de colon, adsorbente de &acidos biliares, retardador de la
absorcion intestinal de grasa y glucosa y factor que favorece la disminucion de

colesterol en sangre.

Periago y col. (1993) han propuesto un esquema sencillo de las distintas
fracciones de fibra dietética (FD) y sus fracciones soluble (FDS) e insoluble (FDI),

describiendo sus efectos fisiologicos beneficiosos para la salud.

Los beneficios para la salud derivados del consumo de la fibra de las
legumbres, principalmente soja y guisantes, estan siendo estudiados en la actualidad

(Guillon & Champ, 2002), de los que se puede deducir las siguientes tendencias:

X El consumo de fibra de guisante o soja mejoraria la tolerancia a la glucosa.

X Algunos estudios indican el efecto positivo en la colesteronemia y/o

triglicerinemia postprandial, pero otros no demuestran ningn efecto.

X Aumento en el peso del bolo fecal tras el consumo de aproximadamente

20g/d de fibra de soja 0 guisante.

Parte de los efectos fisiologicos de estas fibras podria explicarse por la
fermentacion que sufren al llegar al intestino grueso, siendo el acetato el &cido graso
producido en mayor cantidad, seguido de propionato y después butirato (Guillon &
Champ, 2002).

hierro y cobre después del consumo de dietas que contenia almidén resistente
se debia a la fermentacion intestinal de esta fraccion de almidén. La alteracion del pH
luminal tiene un efecto estimulador en la utilizacion mineral, ya que reduce

ampliamente los efectos inhibidores del &cido fitico.

Esquema. Composicion y Efectos de las Distintas Fracciones de Fibra (tomado

de Periago y col., 1993):
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FD

Judias verdes, Guisantes, Legumbres secas

FDS

FDI

Manzanas, Zanahorias, Citricos, Avena

Cereales Integrales, Productos Integrales

Elaborados, Salvados

Pectinas, Gomas, Mucilagos,
Hemicelulosa Soluble

Celulosa, Lignina,
Hemicelulosa Insoluble

\ 4

\ 4

Captacién de
Agua

4

Tratamiento del
Estrefiimiento

FUaClOBr.]l.de Acidos Disminucién de la
rhares Absorcién Intestinal
de Lipidos y Glucosa
4
Formacion de Acidos
Grasos Volatiles
y
Tratamiento de
Enfermedades
Cardiovasculares
Y 4
Prevencién del Tratamiento de la

Céancer de Colon

Diabetes
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Sin embargo a pesar de la gran evidencia de los efectos beneficiosos de la
fibra, uno de los inconvenientes nutricionales potenciales de la misma es el efecto
adverso en la biodisponibilidad de micronutrientes, especialmente minerales y
elementos traza. Estos efectos van a variar en funcion de la digestibilidad de la fibra y
el tiempo de transito (Yiang, 1986). Algunos estudios han demostrado el efecto
negativo de la fibra, procedente de los cereales, principalmente, en la absorcion del
calcio (Reinhold y col., 1976; Behall y col., 1987; Turnlund, 1987; Knox y col., 1991,
Weaver y col.,, 1991 y 1996). Sin embargo, en otros estudios no se ha observado
ningun efecto (Sandberg y col., 1982; Van Dokkum y col., 1982; Andersson y col.,
1983; O'Brien y col., 1993). En estudios con ratas, Lopez y col. (1998, 2000a y 2001)

concluyeron que el incremento en la absorcion mineral de calcio, magnesio, cinc,

Recientemente la atencion se ha centrado en las preparaciones de fibra que
son solubles o parcialmente solubles. Por ejemplo, Hara y col., (1996) sugirieron que
la ingestion de goma guar hidrolizada y soluble, fibra alimentaria altamente
fermentada, incrementaba aparentemente la absorcion de Ca en las ratas. Harrington
y col., (2001) observaron que tras alimentar a las ratas con una dieta que contenia la
fraccion de fibra TDF del trigo se reducia la absorcion del Ca, esta reduccion no se
debia a la presencia de la fibra per se, si no mas bien al contenido en fitatos de este
cereal que acompleja a este mineral, impidiendo su absorcion. La introduccion de
fructooligosacaridos a una dieta rica en acido fitico contrarresta la capacidad quelante
de este ultimo mejorando la absorcion de Ca, Mg, Fe, Zny Cu (L6pez y col., 2000b).
Los efectos beneficiosos de estos carbohidratos se debe a las consecuencias

derivadas de su fermentacion por la microflora del colon, lo cual da lugar a:

X La formacion de acidos grasos, principalmente SCFA, los cuales forman
ligandos solubles con el mineral, previniendo la formacion de los complejos
insolubles con el fitico. Ademas se produce una acidificacion del medio que
favorece la absorcion de los minerales.

X Estimulan la hidrolisis del acido fitico inducido por la fitasa microbiana

derivada de la microflora del colon.

Son multiples los estudios que ha observado el incremento de la absorcién de
Ca, Mg, Zn y Fe tras el consumo de inulina en humanos y animales (Levrat y col.,
1991; Remesy y col., 1993; Delzenne y col., 1995; Ohta y col., 1995a; Younes y col.,
1996; Coudray y col., 1997; L6pez y col., 2000b). Este incremento de la absorciéon
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tiene lugar principalmente en el intestino grueso (Baba y col., 1996; Ohta y col., 1995a)

y da lugar a una mejora de la densidad mineral de los huesos.

Estudios realizado in vivo demuestran que la celulosa y las pectinas no afecta a
la absorcion de minerales mientras que la hemicelulosa disminuye ligeramente la
absorcién de Fe, pero no modifica la de otros minerales (Stephen and Cummings,
1980; Schlemmer, 1989).

A la lignina se le han atribuido en estudios in vitro, una alta afinidad por cobre,
hierro y cinc, aunque esta afinidad disminuye en presencia de calcio y magnesio como

consecuencia de la competitividad de estos cationes (Platt y Clydesdale, 1985).

2.2.4. LIPIDOS

Por lo que se refiere al contenido lipidico, los guisantes tienen un bajo nivel en
estos nutrientes (0.8 a 6.1%) (Tabla 9). Sin embargo, la energia bruta de los guisantes
es similar a la del trigo y la cebada (Bhatty y Wu, 1974).

Tabla 9. Composicién de acidos grasos en el guisante crudo (g/100 g de acidos
grasos totales) (Chen y col., 1975; Savage & Deo, 1989)

Semilla completa Embrién y cotiledon
Saturados
Palmitico (16:0) 8.6 —26.2 28.0
Estearico (18:0) 2.3-10.0 1.0
Insaturados
Oléico (18:1) 14.2 -33.3 5.0
Linoléico (18:2) 18.6 — 60.9 60.0
Linolénico (18:3) 3.7-134 7.0
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Podemos observar como en las distintas partes de la semilla el contenido
lipidico varia, de tal forma que se encuentran localizados mayoritariamente en el
cotiledon y embridn (principalmente se almacenan en los espereosomas). Sin embargo
en la cubierta de la semilla (la testa) los niveles de lipidos son muy bajos (Griffiths,
1981). Aunque el embrion del guisante tiene una elevada concentracion de lipidos,
aproximadamente el 90% de los lipidos se encuentra en los cotiledones del guisante
debido a la alta concentracion de cotiledones en la semilla (Reichert y Mackenzie,
1982). De esta forma deducimos que el contenido graso de los guisantes es
independiente del contenido proteico de los mismos (Reichert y Mackenzie, 1982). El
acido palmitico esta significativamente correlacionado con el contenido graso. Sin
embargo, no se ha observado correlacién entre el peso del grano con el contenido

graso.

Colonna y col. (1980) asi como Coxon y Davis demostraron que los guisantes
arrugados contienen entre 4.5 y 5.2% de lipidos totales mientras que las variedades
lisas solo alcanzan a tener entre un 2.8 y 3.1% de lipidos totales, parece ser que el
alto contenido en grasa esté relacionado con los caracteres de la semilla de variedad
arrugada. Coxon y Davies (1982) observaron que la proporcién de lipidos neutros a
fosfolipidos se incrementaba en las semillas arrugadas cultivadas y que la
composicion total de acidos grasos y de lipidos neutros era muy similar entre los dos

principales genotipos.

Miyazawa y col. (1975) dedujeron que las semillas de los guisantes contenian
diez tipos diferentes de lipidos neutros, entre los cuales se encontraban los
triglicéridos, colesterol libre y ésteres del colesterol principalmente. Monoglicéridos,
diglicéridos, acidos grasos libres, ceras y ciertos pigmentos constituyen la fraccion
minoritaria. Reichert y Mackenzie (1982) afirman que aproximadamente entre el 50 y el
60% de los lipidos totales contenidos en los guisantes se encuentran en la fraccion de

lipidos neutros.

El contenido lipidico de los guisantes, desde un punto de vista cualitativo, tiene
importancia nutricional pues son lipidos ricos en acidos grasos insaturados (alrededor
del 60%) de especial interés en fisiologia humana. El acido linoléico es el principal
acido graso de entre los lipidos del guisante. La importancia nutricional de estos
acidos grasos en la arteriosclerosis estd documentada ampliamente (Salunkhe y col.
1982; Lamptey y Walker, 1976; FAO/WHO, 1977; Alfin-Slater, 1977).
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2.2.5. VITAMINAS

Como la mayoria de las legumbres, las semillas de los guisantes son una
buena fuente de vitaminas como tiamina, riboflavina y niacina. La concentracién de
tiamina es aproximadamente equivalente o ligeramente superior a la de los cereales.
Las concentraciones de caroteno y acido ascorbico son sin embargo pequefias en las
legumbres secas. El acido ascorbico desaparece ademdas tras un periodo de

almacenamiento (tabla 10).

Tabla 10. Contenido de vitaminas en el guisante crudo (mg Kg™ de sustancia
seca) (Adsule, R.N., 1989; NRC, 1994; 1998)

Sustancia seca 890 - 900
Biotina 0.15-0.18
Niacina 31-34
Acido pantoténico 10.0-18.7
Riboflavina 18-23
Tiamina 4.7
Vitamina Bg 1.0
Vitamina B, (mg pg™) ND
Vitamina E 0.2-3.0
Betacaroteno 1.0

A pesar de los factores genéticos y medioambientales, el procesado tiene una
influencia considerable en el contenido vitaminico de los guisantes (Lynch, L.J., y col.
1959). El remojo y la coccion pueden provocar considerables pérdidas en vitaminas
hidrosolubles debido a su elevada solubilidad y su inestabilidad termal (Edijala, 1980;
Abdel-Hamid, 1983; El-Adawy, 2002; Prodanov y col., 2004).

48



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

2.2.6. MINERALES

Las leguminosas son una buena fuente de minerales tales como calcio, hierro,
cobre, cinc y potasio (tabla 11), este ultimo contribuye a un 25-30% del contenido
mineral total de la leguminosa. El contenido de minerales en el guisante es de un 2.5%
aproximadamente. Las legumbres son buenas fuentes de hierro, (7-10 mg/100g) y son
considerablemente mas ricas en calcio que la mayoria de los cereales. Asi pues,
pueden ser beneficioso incluirlo en las dietas de aquellos que toman diuréticos para

controlar la hipertensiéon y que eliminan exceso de potasio por los fluidos corporales.

Tabla 11. Contenido de minerales en el guisante (mg Kg™* de Sustancia seca)
(Adsule, R.N., 1989; NRC, 1994; 1998; Igbasan and Guenter, 1997; Alonso y col.,
2000a; Booth y col., 2001; Sandberg, 2002a; Wang y Daun, 2004).

Calcio 680 -1.300
Fosforo 2.980-7.710
Hierro 28 — 201
Magnesio 780 -1.710
Cobre ND - 10,5
Sodio 77-204
Potasio 7.020 - 12.990
Sulfuro ND - 2.000
Cinc 20-63
Manganeso ND - 208
Selenio ¢ ND - 0.038

ND: No detectado.
¢+ Los valores de selenio son muy variables en funcién de las caracteristicas del
suelo y otras variables.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, por regla general, los minerales
procedentes de los vegetales son menos biodisponibles que los minerales

procedentes de fuentes de origen animal (Sandberg, 2002a).
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La utilizacién de los minerales depende de mudltiples factores incluyendo la
digestibilidad del alimento que los contiene, la cantidad y forma quimica del mineral,
los niveles dietéticos de otros nutrientes, la calidad de la proteina y el balance de
aminoacidos, las interacciones entre nutrientes, la presencia de quelantes de
minerales (promotores o inhibidores), el tamafio de particula del alimento, y las
condiciones de procesado al que se somete el alimento (crudo, cocinado, fermentado,
malteado, remojado, etc.) (House, 1999). En concreto, la biodisponibilidad de los
minerales de la leguminosa puede verse comprometida por la presencia de
determinados factores no nutritivos como el acido fitico, acido oxalico, polifenoles y
polisacaridos complejos que interaccionan con los minerales polivalentes tales como
Cu, Zn, Co, Mn, Fe o Ca, formando complejos insolubles reduciendo su
biodisponibilidad (Erdman, 1981; Harland and Oberleas, 1987; Morrow, 1991;). Otros
guelantes en cambio, aumentan la biodisponibilidad de los minerales con su presencia
en la dieta, tal es el caso del EDTA, cuya adicién a la dieta contrarresta los efectos
perjudiciales del fitato soluble sobre la biodisponibilidad del cinc, aumentando la
absorcion del cinc tanto en pollos (O'Dell y col., 1963) como en ratas (Oberleans y
col., 1966). También existen otros potenciadores como la carne de origen animal, el
acido ascoérbico, citratos, vitamina D, lactosa, fructosa asi como algunos azucares y

aminoacidos (House, 1999).

2.2.6.1. MAGNESIO

2.2.6.1.1. Aspectos generales

Este elemento es el cuarto catibon mas abundante en el organismo vy, tras el
potasio, el segundo en el espacio intracelular. El magnesio se encuentra ampliamente
distribuido en el organismo. El hueso sirve como depédsito de magnesio, alli se
encuentra aproximadamente el 50-60% del total (20-28%), de manera que en
situaciones de déficit es liberado para el mantenimiento de las concentraciones
sanguineas. Del resto, aproximadamente un 35% se distribuye en el musculo y los

tejidos blandos y un 1% en el liquido extracelular (Cashman y Flynn, 1999).

La concentracion de magnesio en el plasma esta en torno a 0.85% mmol/L y el
nivel se mantiene de forma bastante constante en individuos sanos a través de

homeostasis (Lowenstein y Stanton, 1986). Alrededor del 30% del Mg del suero se
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encuentra ligado a la proteina y la mayor parte esta en forma libre (53%) y ionizada

(13) vy filtra a través del rifion (De Rouffignac y col., 1991).

El magnesio es un mineral esencial que juega un papel fundamental en los
principales procesos biolégicos (Coudray y col., 2002). Actualmente en numerosos
trabajos de investigacion se ilustra la importancia del magnesio en la salud humana y
en las enfermedades (Saris y col., 2000; Rayssiguier y col., 2001). Su papel fisiolégico
esta principalmente ligado a acciones enzimaticas. Es esencial para muchos procesos
biosintéticos, glucolisis, formacion de AMP ciclico, transporte de membranas con
consumo de energia y transmision del codigo genético (Eichhorn y Marzilli, 1981;
Wacker, 1980; Wester, 1987; Rude, 1998). Se sabe que activa mas de 300 enzimas,
incluyendo algunas de las participantes de la sintesis de acidos grasos y en la de
proteinas, mediante la interaccion de cambios de conformacién (Cashman y Flynn,
1999). Sus funciones son tantas y tan complejas que White y Hartzell (1989)
propusieron que el magnesio debia estar cuidadosamente regulado, ya que sus
alteraciones podrian originar efectos sobre la fisiologia cardiaca, espasmos
musculares, trastornos alimenticios, alteraciones nerviosas, desarrollo de
aterosclerosis, infarto, arritmia, célculos renales, hipertension arterial, etc. Existen
algunos estudios sobre el efecto beneficioso de la administracion de magnesio a

pacientes con infartos de miocardio agudo y arritmias (Shils, 1999).

Las concentraciones extracelulares de magnesio son fundamentales para
mantener los potenciales eléctricos de las membranas nerviosas y musculares y para
transmitir los impulsos a través de las uniones neuromusculares (Aikawa, 1981). En
estos procesos, que dependen también del calcio, los dos cationes pueden actuar de

forma sinérgica o antagoénica (Iseri y French, 1984; Livinston y Wacker, 1976).

En resumen, de su importancia biolégica podemos indicar que es necesario
para la sintesis de compuestos ricos en energia, transportadores de electrones y
enzimas y para el control de sus efectos. Es un regulador esencial del ciclo celular y
tiene un papel importante en la coordinacion del metabolismo. Es un agente
estabilizador celular y subcelular necesario para la estabilidad de las membranas
plasméticas, integridad de las mitocondrias, lisosomas, polisomas y cromosomas, asi
como del DNA y RNAm y de los complejos de RNA. Por todo ello puede ser un
importante eslabén entre los sistemas de transporte y el metabolismo y probablemente

su concentracion se encuentre regulada con precision. Maguire (1982) indica que el
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Mg puede tener un papel complementario como agente regulador “crénico”, al
contrario que el Ca que seria “agudo”, ajustando la sensibilidad de la respuesta del

sistema.
2.2.6.1.2. absorcion, transporte y eliminacién

Coudray y col. (2002) llevaron a cabo una extensa revision de toda la
informacion sobre la absorcién del magnesio; En ella indican que existen mecanismos
eficientes tanto en el tracto gastrointestinal como en el rifion que regulan la
homeostasis de Mg (Rude, 1998). El rifidn es el 6rgano que mas detenidamente regula
el metabolismo de Mg. Quamme y de Rouffignac (2000) describieron la existencia de
un umbral de filtracion de magnesio en el rifidbn por debajo del cual el Mg es
avidamente conservado, asi como, cuando es superado el magnesio es excretado
completamente. La mayoria de los autores (Chutkow, 1964; Brink y Beynen, 1992)
aceptan que se absorbe mas eficazmente en las partes distales del intestino y en

menor proporcion en intestino grueso.

El Mg es probablemente absorbido a través de un transporte activo y por

difusion pasiva a través de la mucosa intestinal:

X Difusién pasiva: la fuerza motriz es el gradiente quimico de un lado a otro
del epitelio intestinal, por tanto la absorcién variara en funcién de la concentraciéon
existente de Mg (Fine y col.,, 1991; Shils, 1999). Normalmente se da a altas
concentraciones de mineral.

X  Transporte activo: mediante técnicas de perfusion intestinal in vivo se ha
manifestado la existencia de este tipo de transporte saturable. La evidencia deriva de
la observacién de que la absorciébn de magnesio no es lineal con la concentracion
luminal de Mg y se reduce a altas concentraciones. Meneely y col. (1982) observaron
que este tipo de transporte ocurre, fundamentalmente, en el intestino delgado y el
colon descendente, puede ser estimulado por la vitamina D y es importante en

ingestas bajas de magnesio.

Sin embargo, otros datos sugieren que la absorcibn de Mg ocurre
principalmente por difusibn pasiva y un mecanismo de arrastre de solvente bajo
ingestas habituales de este mineral (Harwich y col., 1990; Karbach y col., 1991; Kayne
y Lee, 1993).
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El arrastre de disolvente se caracteriza por el movimiento del agua a través del
epitelio intestinal tiene la capacidad de trasladar solutos en la misma direccion. Se
conoce que existe una correlacion positiva entre absorcion total de agua y absorcion
neta de Mg, incluso se sospecha desde hace tiempo que esta via de absorcion es la

gue sucede en primer lugar, lo que no excluye es resto de mecanismos (Behar, 1975).

Para ingestas normales de Mg, la absorcion tiene lugar predominantemente por
mecanismos de difusion intercelular y de arrastre de disolvente (Meneely y col., 1982).
Aunqgue aun existe todavia un gran incertidumbre en relacién al mecanismo preciso de

absorcién intestinal de magnesio (Schweigel y Martens, 2000).

Diversos estudios metabdlicos ponen de manifiesto que, en condiciones

normales, el magnesio se absorbe en una proporcion que oscila entre el 45y 70%.

Entre los factores dietéticos mas importantes que afectan la absorcion del

magnesio cabe destacar:

X Ingesta: es un factor fisioldgico que tiene mucha importancia en la buena
absorcion del Mg, que decae a medida que aumenta la ingesta del mineral, debido al
aumento de la excrecion urinaria del mismo. En caso de bajo aporte dietético, se
produce un aumento de la absorcién, que ira acompafiada de una menor eliminacion
urinaria (Wester, 1987; Brink y Beynen, 1992)

X Proteina: en dietas de alto contenido proteico se ha comprobado el
incremento de la absorcion aparente de Mg, seguida del incremento de la excrecion
urinaria, no sélo debida al exceso de absorcion sino también al efecto de los
aminoacidos sulfurados (Brink y Beynen, 1992).

X Grasa: el aumento de la ingesta lipidica favorece la absorciéon del Mg,
aunque inicialmente podria pensarse lo contrario como consecuencia de la formacion
de jabones. El efecto depende de las concentraciones dietéticas de calcio y magnesio
(Kaup y col., 1990).

X Vitamina D: Hardwick y col. (1991) afirman que las dosis farmacolégicas
de vitamina D elevan la absorcién de Mg en animales, ya sean deficientes o no en esta
vitamina, si bien, una cantidad considerable de Mg se absorbe independientemente de
la vitamina D. Para otros autores el efecto del 1,25-dihidroxicolecalciferol es todavia
contradictorio (Shils, 2002).
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X Carbohidratos: tanto la lactosa y la lactulosa (Heijnen y col., 1993) como
la fructosa (Vanderheijden y col., 1994) aumentan significativamente la absorcion de
Mg en el ileon y en el tracto colon rectal (Ohta y col., 1995a). El aumento podria estar
relacionado con una mayor solubilidad del elemento como consecuencia del descenso

del pH que producen estos oligosacaridos en el lumen.

X Fibra: las fuentes de fibra dietética, habitualmente cereales, han sido
frecuentemente consideradas como secuestrantes de magnesio. La formacién de
estos complejos insolubles en el intestino originan un descenso en la absorcion del
mineral (Brink y Beynen, 1992). Sin embargo, en varias publicaciones (ver capitulo de
fibra) se establece que los carbohidratos fermentables estimulan la absorcién de Mg.
Lépez y col. (1998, 2000a y b, 2001) y, posteriormente, Yonekura y col. (2004)
observaron que tras la introduccion de fructooligosacaridos (inulina) o de almidon
resistente en una dieta que contenia acido fitico, se producia un incremento en la

absorcion de Mg asi como un mejor estatus esquelético de Mg.

Idourene y col. (1995) observaron como la fibra procedente de las legumbres
(incluyendo cacahuetes y soja) parece ligar con mas fuerza al Mg que los cereales

(trigo, maiz y cebada).

X Acido Oxalico: este &cido acompleja iones Mg, pudiendo afectar
negativamente su absorcion. Asi por ejemplo, el consumo de espinacas, que son
altamente ricas en este acido, aumenta la excrecion fecal de Mg (Noonan y Savage,
1999).

X Acido Fitico: Brink y Beynen (1992) comprobaron que el &cido fitico
disminuye la absorcién de magnesio debido, probablemente, a la formacién de un
complejo intestinal 4cido fitico-magnesio-calcio. Pallauf y col. (1998) y posteriormente
Torsten y col. (2004) observaron un importante efecto inhibidor del &cido fitico sobre la
absorcion y retenciéon de Mg, siendo esta reduccion mas significativa conforme se
incrementan los niveles de fitico que se adiciona a una dieta de caseina-metionina en
ratas en crecimiento. Sin embargo, Ekholm y col. (2003) observaron que el magnesio
presenta una baja afinidad por el &cido fitico. Elhardallou y Walker (1999)
establecieron que &cido fitico no parece causar una reduccién significativa en la
retencion de Mg, ni en la concentracion de este mineral en plasma vy rifién. Wolters y

col. (1993) publicaron que la biodisponibilidad de Ca, Fe y Zn se veia fuertemente
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afectada por la presencia de acido fitico en el alimento, sin embargo, este efecto era

mucho menos patente en el caso del Mg.

X Interaccidn con otros minerales:

1.- Calcio: el procedimiento por el cual interaccionan calcio y magnesio es
poco conocido. Se ha demostrado en ratas que una elevada ingesta de Ca puede
disminuir la absorcion aparente de Mg (Vanhoof y De Schrijver, 1996); este hecho era
explicado por la creencia de que existia en el ileon un sistema de transporte comun a
ambos iones por el que competian, pero esto no llegé a confirmarse (Brink y Beynen,
1992). También se ha sugerido que la deficiencia de Mg moviliza el Ca del hueso
(Wester, 1987). Estudios in vitro han demostrado que la absorcion de Mg decrece por
la formacion de los complejos insolubles Ca-Mg-acido fitico, bajo las condiciones de
pH del intestino delgado (Cheryan y col, 1983; Champagne, 1988).
Consecuentemente con los niveles dietéticos de Ca recomendados por la NRC de 5
g/Kg de dieta, el efecto del acido fitico en la biodisponibilidad del Mg es menos
dramética (Pallauf y col., 1998; Rimbach y Pallauf, 1999).

Por otro lado, el calcio puede afectar indirectamente la absorcién de Mg a
través de modificaciones en las concentraciones séricas de las hormonas reguladoras
de Ca, tanto la 1,25-dihidroxicolecalciferol como la PTH, la cual aumenta la absorcién

tanto en humanos como en animales (Shils, 1999).

2.- Fosforo: Vanhoof y De Schrijver (1996) observaron en ratas que una

ingesta excesiva de fosforo reduce la absorcion intestinal de magnesio.

3.- Potasio: estudios en ratas indican que el potasio dietético no influencia la
absorcion de magnesio. En humanos, la suplementacién con potasio durante 40 dias

causo un incremento de las pérdidas fecales del elemento (Fisler y Drenick, 1984).

4.- Sodio: estudios in vitro en ratas sugieren que los iones sodio pueden
optimizar el transporte de magnesio, si bien no se ha conseguido demostrar un efecto

sistematico sobre la absorcion (Brink y Beynen, 1992).

5.- Aluminio: a pesar de que éste puede originar complejos insolubles con el
magnesio, no se han puesto de manifiesto alteraciones en la retencion y absorcién del

mismo como consecuencia (Greger y Baier, 1983).
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Una vez absorbido, el magnesio es transportado a los distintos tejidos, siendo
en el 6seo donde se encuentra en mayor proporcién. El magnesio 6seo se encuentra
localizado en los cristales de hidroxiapatita, al menos en dos formas quimicas, siendo
el hidroxido la porcién soluble. Un 20-30% en la superficie de los cristales facilmente
intercambiable y modificado por los niveles séricos, existiendo un equilibrio debido a
influencias fisicoquimicas mas que enzimaticas (Rapado y col.,, 1975). El resto se
encuentra intimamente incorporado y no es intercambiable. EI Mg muscular da un
indice mas real dela cantidad del catibn que existe en el organismo ya que es mas
facilmente modificable a efectos homeostaticos (Aranda y col., 1989; Planells y col.,
1993).

La via mas importante de excrecién es la digestiva, con variaciones segun el
tipo de ingesta; asi, si la dieta es muy rica en magnesio las pérdidas en heces pueden
llegar a un 75%, mientras que con dietas pobres estas pérdidas se reducen a un 30%.
Las pérdidas enddgenas son, como en la mayoria de los minerales, muy dificiles de
cuantificar, aunque se sabe que hay pérdidas a través de la bilis, jugo intestinal y

pancreatico.

La tercera parte del magnesio que entra en el organismo a través de la dieta se
excreta por la orina, la cantidad excretada por esta via es minima cuando la ingesta es
deficitaria y se estabiliza cuando los aportes son superiores a los normales. Por todo

ello, se considera que el rifion es el 6rgano fundamental en la homeostasis del catién.

Respecto a la excrecion, el rifidn es la mayor via de eliminacion de magnesio y
el proceso de reabsorciéon tubular controla la homeostasis del Mg (De Rouffignac y
col., 1991; Rude, 98; Shils, 1999). Del 95-97% del Mg filtrado es reabsorbido y s6lo de

un 3-5% es excretado.
2.2.6.1.3. Ingesta Recomendada

Para este micronutriente es dificil establecer las recomendaciones, debido a la
gran cantidad de interacciones dietéticas que origina, ademas de algunos factores mas
como pueden ser la edad y el estado fisioldgico. En el establecimiento de estas
recomendaciones ha de tenerse en cuenta las proporciones dietéticas de calcio,
vitamina D, oxalatos, fitatos y proteinas, ya que elevan los requerimientos de Mg

(Parfitt, 1980). Los requerimientos en ratas adultas son de 500 mg/dia de dieta
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(Nutrient Requeriments of Laboratory Animals, 1995).
Los requerimientos en humanos de Mg se recogen en la tabla 12.

La mayor parte de los estudios epidemiolégicos en los paises industrializados
ponen de manifiesto que un alto nimero de personas ingieren unos niveles de
magnesio inferiores a los recomendados y existen evidencias que el consumo habitual
de bajas ingestas de Mg esta asociado a varias enfermedades metabdlicas como
alteraciones cardiovasculares y disfunciones renales, gastrointestinales, neurolégicas,
musculares (Galan y col., 1997). Esta situacion mantenida durante largos periodos de
tiempo podria facilitar o ser la responsable de determinados sintomas que actualmente
atribuimos a otras causas o desconocemos. Un ejemplo son las relaciones
encontradas entre la fatiga cronica, alteraciones del suefio (Cox y col.,, 1991),
Alzheimer y depresion (Lenke, 1995; Widmer y col.,, 1995) y bajos niveles

intraeritrocitarios de magnesio, sintomas que revierten tras el tratamiento con el cation.

2.2.6.2. CINC

2.2.6.2.1. Aspectos generales

El cinc es un elemento traza ampliamente distribuido por todas las células,
fluidos y secreciones, participando en numerosas funciones cataliticas, estructurales y
reguladoras. El contenido total de este mineral en el organismo es aproximadamente
de 1.5 g en la mujer y 2.5 g en el hombre y la mayor parte esta repartida entre el
hueso y musculo esquelético. Entre los tejidos con un mayor contenido destacan los
fluidos prostaticos (650 mg/g), el hueso (100-250 mg/g), el higado (199 mg/g), el
musculo (170 mg/g) y el rifién (163 mg/g). En la sangre se encuentra
aproximadamente un 0.5% del contenido total corporal (Cousins, 1998; King y Keen,
1999).

El cinc es componente de numerosas enzimas que participan en la sintesis y
degradacion de carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, es un potente
antioxidante celular gracias a su capacidad para retardar los procesos oxidativos
(Powell, 2000), es un componente estabilizador de las biomembranas, a travées de las
metalotioneinas, desempefia un papel estructural y desarrolla una funcién bioquimica

como regulador de la expresion génica siendo necesario para la estabilidad del DNA,
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RNA y ribosomas (Bettger y O’Dell, 1993; Cousins, 1998); participa en la uniéon de
algunos factores de transcripcion; estabiliza complejos hormona-receptor y puede
tener una participacion reguladora en la polimerizacién de la tubulina; a nivel
pancreatico esta implicado en las funciones endo y exocrinas; en los testiculos
interviene en la espermatogénesis; en los eritrocitos participa en el mantenimiento del
equilibrio acido-base de los fluidos y estabiliza la membrana; en los leucocitos forma
parte de la fosfatasa carboxipeptidasas; interactla en procesos de desarrollo y
diferenciacion celular. Es también un componente esencial para el sistema inmune
(Shankar y Prasad, 1998), y una ingesta suboOptima en los animales de
experimentacion causa una atrofia marcada del timo, reduccion en el nimero de

linfocitos y disminucién en las reacciones de hipersensibilidad.

El cinc es un elemento muy importante en el ciclo reproductivo de multiples
especies. En humanos, es necesario para la formaciébn y maduracién del
espermatozoide, para la ovulacion y la fertilizacion (Favier, 1992). La suplementacion
de Zn proporciona beneficios en casos de esterilidad masculina y en la reduccién de

complicaciones durante el embarazo (Favier, 1992).
2.2.6.2.2. Absorcién, transporte y eliminacion

La homeostasis del cinc se mantiene mediante la regulacion de la absorcion
digestiva de este mineral y el control de la secrecion endégena de cinc dentro del
tracto intestinal (Finley y col., 1994; Sandstrom, 1995). El estatus de Zn en el
organismo es importante ya que parece ser que afecta la excrecion endégena de Zn

en heces, independientemente de la cantidad de mineral ingerido (House, 1999).

Cuando la ingesta de cinc es elevada, la regulacién de la absorcion de cinc
s6lo proporciona un “control grueso” del cinc total del cuerpo. El incremento de la
excrecion fecal de cinc endoégeno parece proporcionar el “control fino” necesario para
balancear la retencién neta de cinc con sus necesidades metabdlicas. En caso de
ingestas bajas o0 excesivas, cambios en las pérdidas urinarias y a través de la piel

pueden contribuir a mantener la homeostasis.

El Cinc se absorbe en el intestino delgado en una cantidad aproximada del
35%; el lugar de maxima absorcion es para unos investigadores el duodeno (Foster y

col., 1979) y para otros el yeyuno (Lee y col., 1989), aunque también en ileon se
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puede absorber (Antonson y col., 1979). El cinc se absorbe por medio de un transporte
activo, de tipo saturable y con necesidad de un transportador. En 1983, Menard y
Cousins, estudiaron la captacion por vesiculas aisladas del borde en cepillo del
intestino, encontrando que la captacion era saturable al llegar a concentraciones de Zn
de 0.2 mM. En condiciones normales el transportador no parece estar saturado (Lee y
col., 1989). La absorcion de cinc mediada por un transportador se estimula cuando la
ingesta es baja. La afinidad del transportador por el cinc no varia en una ingesta
reducida del mineral, pero la capacidad de transporte mediada por receptor si lo hace,
lo cual sugiere un aumento en el nimero de receptores. En el transporte de cinc
también interviene un componente pasivo, de tipo insaturable y sin necesidad de un
transportador intermediario, mediado por difusion (Lénnerdal, 2000). La absorcion en
este caso no se ve estimulada por el ATP ni por el sodio (Cousins, 1998). En
condiciones de alta ingesta de cinc el mecanismo no saturable se vuelve destacado,
este mecanismo puede afectar a la difusion pasiva, el movimiento paracelular de cinc
o0 ambos. La utilizacion digestiva de cinc disminuira a medida que aumenta la ingesta
de este mineral, mientras que al mismo tiempo aumenta la cantidad neta de cinc

absorbido.

Recientemente, diversos autores han hecho énfasis en la capacidad del ciego y
colon para absorber limitadas concentraciones de cinc en experimentos in vivo e in
vitro, en estos ultimos Hara y col. (2000) sugieren que el ciego y colon pueden tener
un papel importante en la absorcién de cinc cuando se dan condiciones de
malabsorcion de este mineral. Condomina y col. (2002) indican que el transporte de
cinc en el intestino grueso se basa en la difusion pasiva y por tanto tienen especial
importancia los factores que tienden a mejorar la solubilidad de este cation, tal es el
caso de la fibra soluble que al ser fermentada en el intestino grueso causa un
descenso del Ph y un aumento de la solubilidad y por tanto de la absorcion de cinc
(Goodlad y Mathers, 1992; Lopez y col., 1998; Yonekura y col., 2004).

Tras su absorcion por las células intestinales el cinc se transporta en sangre
unido a albimina, a,-macroglobulina y aminoacidos. El cinc circulante representa una
parte menor del cinc corporal total y la velocidad de turnover plasmético es elevada.
Los diferentes tejidos corporales tomaran de la sangre mayores o menores cantidades
de cation en funcién de sus necesidades. El pancreas, higado, rifion y bazo tienen las

mayores velocidades de acumulacién y recambio del mineral. La absorcion e
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intercambio de cinc en los glébulos rojos y el masculo es mas lenta que en las

visceras.

La cantidad de cinc en orina se origina principalmente de la proporcién
ultrafiltrable de cinc en plasma. En condiciones normales hasta el 95% del cinc filtrado
es reabsorbido en la porcion distal del tubulo renal (King y Keen, 1994). La cantidad de
cinc que se excreta en orina se correlaciona pronunciadamente con la tasa de
produccion de orina y excrecién de creatinina. El catabolismo del masculo e inanicion,
causan un aumento clinico en la pérdida urinaria de cinc. Una marcada disminucion o
aumento en la ingesta de cinc causara el consiguiente cambio en las pérdidas de

superficie (Milne y col., 1984).

No existe un almacén especifico de cinc en el cuerpo, pudiendo algunas
fuentes de cinc endbgeno retenerse preferentemente en ciertos tejidos como
respuesta a una disminucion en la ingesta dietética del mineral. La absorcién por parte
del hueso y su concentracion en este tejido disminuye al disminuir el cinc ingerido,
pero la velocidad de recambio y la liberaciéon de cinc no se aumenta significativamente.
Sin embargo, puede producirse un catabolismo del musculo que libere el cinc al
plasma (Masters y col., 1983). El cinc presente en el hueso que habitualmente tiene
una velocidad de recambio baja puede movilizarse en casos extremos como una

deficiencia de cinc durante el embarazo (Hurley y Tao, 1972).

Bajo condiciones fisiologicas y dietéticas normales, los factores que afecten a
la cantidad de cinc disponible para su absorcion por parte del tracto digestivo
determinan la biodisponibilidad de este mineral. La solubilidad del cinc en los lugares
preferentes de absorciéon intestinal tiene un impacto mas que probable sobre su
disponibilidad. El cinc de los alimentos se extrae con relativa facilidad en el pH acido
presente en el estdbmago, uniéndose posteriormente a diversos componentes
organicos en el pH mas basico presente en el intestino delgado. Esto se refleja en una
menor utilizacion digestiva de cinc presente en un alimento cuando se compara con la

misma dosis en una solucion acuosa (Sandstrém, 1997).

Como sucede con los minerales anteriormente citados, existen factores que

influyen en la absorcién del Zn, entre ellos:

X Tipo y cantidad de proteina de la dieta: la cantidad de proteina en la
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dieta se correlaciona positivamente con la absorcién de cinc. La utilizacion digestiva de
cinc aumenta ligeramente con los niveles de proteina en la dieta (Lonnerdal, 2000) y
algunos autores encuentran absorciones muy reducidas de este mineral o incluso
nulas con niveles proteicos del 4 0 5 % (Urbano y col., comunicacion personal; Van
Campen y House, 1974). Debe tenerse en cuenta ademas que la proteina es una
fuente importante de este mineral y aumentos en la ingesta proteica se corresponden

normalmente con aumentos en la ingesta de cinc.

El tipo de proteina presente en la dieta es asi mismo de importancia
fundamental para la absorcion de cinc. Asi, la proteina de origen animal ejerce un
efecto beneficioso sobre la utilizacion digestiva de cinc facilitando su absorciéon y
contrarrestando el efecto inhibidor de varios factores no nutritivos presentes en la
dieta (Sandstrém y col., 1980). Esto puede deberse a la liberacion de aminoacidos
durante el proceso de digestiébn que mantendrian el cinc en un estado mas soluble
facilitando asi su absorcion. Los aminoacidos, cisteina, metionina e histidina, pueden
mejorar la absorcién de cinc mediante la formacion de complejos estables con este

elemento (Schdlmerich y col., 1987; House y col., 1997; King y Keen, 1999).

X Acido fitico: De entre los elementos esenciales, el cinc es el mineral mas
vulnerable al poder quelante del fitico debido a la fuerza con la que se acompleja
(Oberleas, 1996; Oberleas and Chan, 1997; Pallauf y col., 1998). Numerosos estudios
in vivo e in vitro (utilizando técnicas isotépicas y de balance) han sefalado al acido
fitico (IP6) y a sus productos de hidrélisis, particularmente IP5, y quizas IP4 e IP3, que
también podrian participar, como potentes inhibidores de la absorcion de cinc (O'Dell y
Savage, 1960; Lénnerdal y col., 1989; Sandstrom y Sandberg, 1992; Han y col., 1994;
Oberleas, 1996; Manary y col., 2002; Lestienne y col., 2005b). Estos compuestos
pueden formar complejos insolubles con el cinc en las condiciones de pH basico
presentes en el intestino delgado. Debido a la ausencia o reducida actividad fitasa
presente en el tracto digestivo de los animales monogastricos que pueda destruir los
complejos, estos acabaran siendo excretados en la heces. Aunque la absorcién de
cinc en adultos queda totalmente inhibida por la presencia de &cido fitico en la dieta en
los nifios y bebes esta situacion no es tan clara ya que se ha observado una elevada
absorciébn de este mineral en mezclas de cereales y legumbres que contenian

elevados niveles de fitatos (Hurrell, 2003a y b).

Los fitatos pueden interferir con la absorcion de cinc exdgeno presente en la
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dieta o con la reabsorcion del cinc endégeno excretado al lumen intestinal junto a las
secreciones digestivas. Cualquier procesado de tipo doméstico o industrial que tienda
a disminuir la presencia de fitatos en el alimento dara lugar a un aumento en la
utilizacion digestiva de cinc (Lei y col., 1993; Kaur y Kawatra, 2002). Aunque
repetidamente se ha demostrado que el acido fitico de la dieta afecta negativamente
a la biodisponibilidad del Zn, debemos tener en cuenta que la mayoria del Zn de la
dieta se encuentra todavia disponible al animal, en otras palabras, la cantidad de
fitico que normalmente se encuentra dentro del alimento no previene completamente

la absorcion y utilizacion del Zn dietético (House, 1999).

El contenido de fitatos en los alimentos de origen vegetal explica en parte la
menor disponibilidad de cinc procedente de estos alimentos. Se ha desarrollado un
indice de prediccion del efecto inhibidor de los fitatos sobre la utilizacion digestiva de
cinc consistente en la relacién molar [fitato]/[Zn] (Morris y Ellis, 1980; Lo y col., 1981;
Morris y Ellis, 1989). Cuanto mayor es este indice peor sera la utilizacion digestiva del
cinc del alimento. El valor predictivo de esta relacion molar debe sin embargo ser
tratado con cautela ya que depende de las condiciones del alimento o la dieta asi
como del estado fisiolégico del individuo, pudiendo a veces no ser valido (Morris y
Ellis, 1980; Porres y col., 2003a).

X Fibra: se ha sugerido que la fibra alimentaria puede tener un efecto
inhibidor sobre la absorcion de cinc (Munoz, 1986), sin embargo este efecto no acaba
de estar claro, ya que las fuentes de fibra son normalmente ricas en &cido fitico y
parece ser éste compuesto el principal responsable de la inhibiciéon en la absorcion de
cinc (Larsson y col., 1996; Lépez y col., 1998a y 2000a). Estudios en componentes
aislados de la fibra como la a-celulosa (Turnlund y col., 1982) no muestran efecto
inhibidor alguno y estudios que utilizan preparaciones de fibra defitinizadas parecen
confirmar la falta de efecto de este componente sobre la absorcion de cinc
(Sandstrom, 1997). Lopez y col. (1998b) demostraron que la ingestion de almidon
resistente incrementaba la absorcion de cinc a nivel del colon. Posteriormente,
Sandstrom y col. (2000) observaron que la ingesta de elevadas cantidades de salvado,

afadido a una dieta basada en proteinas animales, no afectaba la absorcion de cinc.

En su relacién sobre los efectos de la fibra dietética en la biodisponibilidad
mineral Periago y col. (1993) sefialaron que la fibra dietética soluble parece tener mas

capacidad para captar cationes divalentes que la fibra dietética insoluble, aunque su
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fermentacion en el ciego y colon permitiria la liberacién y posterior absorcién parcial de
los cationes libres. Hara y col. (2000) observaron que la ingesta de fibra fermentable y
soluble en agua no mejoraba la absorcion de cinc, pero si contribuia a la mejora del

estatus de este mineral en el intestino grueso.

Sin embargo, existen multiples estudios donde se confirma el efecto inhibidor
de los distintos componentes de la fibra en la absorcién de cinc; Platt y Clydesdale
(1985), basandose en estudios in vitro, atribuyeron a la lignina una alta afinidad por
cobre, hierro y cinc, aunque esta afinidad disminuye en presencia de calcio y
magnesio como consecuencia de la competencia de estos cationes por los lugares de
union en la lignina (). Asi mismo se ha demostrado el efecto inhibidor de hemicelulosa,
celulosa vy fibra del trigo sobre la absorcion de cinc (Bagheri y col., 1982; Persson y
col., 1987). Mod y col. (1981) establecieron que la fermentacion de sustancias no
digeribles permitiria la solubilizacién del cinc al bajar el pH y/o podria conseguir la
liberacion del cinc quelado de la fraccion de hemicelulosa a través de su degradacion

en el intestino grueso.

La adicién de fructo-oligosacaridos en la dieta que contiene &cido fitico restaura
la absorcién de Zn, asi como la retenciéon de este mineral en los tejidos como ya

explicamos en el capitulo de la fibra (Lépez y col., 2000b).

X Interaccion con otros nutrientes: los mecanismos de transporte de
cationes al interior de la célula estdn determinados en parte pos su configuracion y
propiedades de coordinacion. Por tanto, elementos con caracteristicas fisicoquimicas
similares compiten por vias comunes. La afinidad por una proteina transportadora

mutua también puede provocar competencia con distintos metales:

@ Calcio: no parece que el calcio de por si pueda interferir con la absorcion de
cinc (Lonnerdal, 2000). Niveles elevados de Ca pueden intensificar el efecto
inhibidor del acido fitico en la absorcién del Zn en los humanos debido a la
formaciéon del complejo Ca-fitato-Zn en el intestino delgado, los cuales son
incluso menos solubles que los complejos formados por cualquiera de los dos
cationes y el acido fitico (L6pez y col., 2000b). Por lo que la relacion molar
[Ca]x[fitato]/[Zn] se ha propuesto como un indice para predecir el efecto
depresor de las variables calcio y fitato sobre la utilizacién digestiva de cinc
(Fordyce y col., 1987; Morris y Ellis, 1989; Hira y Kaur, 1993; Martinez y co.,
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1998). Incluso si el contenido de Ca en la dieta es bajo pero la relaciéon acido
fitico-Zn es elevada (14:1) el consumo de fitico d& lugar a una reduccion
significativa en la absorcién aparente de Zn, dando lugar a un menor contenido
de Zn tanto en los huesos como en el higado (Lépez y col., 2000b). Deben
guardarse sin embargo las consideraciones necesarias para este indice al igual
gue se describié anteriormente para la relacion molar [fitato]/[Zn] debido a la
importancia de las condiciones del alimento o la dieta, asi como del estado

fisiologico del individuo que pueden alterar su valor predictivo.

@ Hierro: el cinc y el hierro interaccionan competitivamente durante la absorcién

=

intestinal. La determinacién de absorcion de cinc sugiere que es menor la
interaccién entre Fe y Zn en humanos que en ratas (Walsh y col., 1994).
Cuando ambos nutrientes son ingeridos simultdneamente en soluciones
acuosas a niveles empleados en los suplementos existe evidencia de que un
exceso de hierro inhibe la absorcién de cinc (Whittaker, 1998; Troost y col.,
2003). Esto puede ser de especial importancia en mujeres embarazadas en las
cuales se ha sugerido la necesidad de tomar suplementos adicionales de cinc
para contrarrestar el posible efecto inhibidor de los suplementos de hierro. Sin
embargo los efectos inhibidores del hierro no se observan cuando este mineral
se adiciona a la dieta. La adicion de histidina disminuye el efecto inhibidor del
hierro sobre la absorcion de cinc cuando ambos se administran en soluciones
acuosas (Sandstrom y col., 1985). Por el contrario, Donangelo y col. (2002)
observaron que el empleo de suplementos de hierro en mujeres con niveles
marginales de hierro mejoraban los indices de este mineral sin detectarse

ningun efecto en los niveles de cinc.

Cobre: parece que el cinc tiene escaso efecto sobre la absorcion del cobre,
aunque puede existir una competencia por seguir una ruta similar. Se ha
observado que la ingestion de elevadas cantidades de cinc puede afectar
negativamente a la absorcion de cobre por un mecanismo basado en el
aumento de la sintesis de metaloproteina en las células intestinales que al
atrapar el cobre e impedir su paso a través de la membrana serosa disminuye
su absorcién. Dosis farmacoldgicas de cinc se emplena para tratar la
enfermedad de Wilson, un error congénito del metabolismo de cobre que

produce una acumulaciéon excesiva de este mineral en los tejidos. Por contra,
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=

no parece que una ingesta media o alta de cobre afecte en modo alguno a la

absorcién de cinc (August y col., 1989).

Otros minerales: ingestas elevadas de cadmio o estafio pueden interferir con
la absorcién intestinal de cinc (King y Keen, 2002), pero dado que en
condiciones normales la ingesta de estos metales es reducida no parece que

su efecto pueda ser de importancia.

Acido Folico: debe aln aclararse la interaccion entre el cinc y el acido félico
pero parece que bajo condiciones de un estado de cinc comprometido el &cido
folico puede interferir con el aprovechamiento de este mineral, mientras que a
bajos niveles de cinc, la actividad de la enzima hidroxilasas de
teroilpoliglutamato, que resulta fundamental para convertir los folatos de la
dieta en su forma monoglutamato, se encuentra disminuida(King y Keen,
2002).

Quelatos y Ligandos de Bajo Peso Molecular: Entre los compuestos con
mayor capacidad para formar este tipo de complejos con el cinc los mas
frecuentemente estudiados son el EDTA, los aminoacidos histidina y metionina
y acidos organicos como el acido citrico (Pabon y Lénnerdal, 1992; Lénnerdal,
2000; Ekholm y col., 2000 y 2003).

Otros Factores: la edad del individuo tiene influencia sobre su capacidad de
absorber cinc. Los animales recién nacidos absorben cinc en una proporcion
mayor que los animales de mas edad, quizas porque su sistema de transporte
tiene mas afinidad por este cation (Lonnerdal, 1989). El pH intestinal no parece
influir en la absorciéon de cinc, sin embargo, una acidez reducida por baja
secrecion de HCI en el estbmago, si puede dar lugar a un descenso en la
absorcion del mineral (Sturmiolo y col.,, 1991; Hara y col.,, 2000). Las
prostaglandinas intraluminales parecen tener importancia en la absorcion de
cinc. La PGE, aumenta la absorcién de cinc mientras que la PGF, la inhibe
(Hoadley y col., 1988). La molécula de glucosa puede tener un efecto
estimulador sobre la absorcién de cinc. Lee y col. (1989) han observado que la
adicion de 20umol de glucosa a una soluciéon de perfusion que contenia acetato

de cinc aumenta la absorcion del mineral en humanos.
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En resumen, la biodisponibilidad de cinc para su absorcion intestinal y
utilizacion por el organismo representa el efecto neto de los factores inhibidores y
potenciadores presentes en la dieta. En la préactica, el nivel de fitatos, el tipo y cantidad
de proteina y el contenido total de cinc tienen un impacto mayoritario sobre la cantidad
de cinc que se absorbe de los alimentos. La disponibilidad de cinc proveniente de
suplementos y soluciones acuosas esta afectada por los mismos factores cuando
estos se ingieren junto con una comida, mientras que la absorcion es mayor cuando se
toman en ayunas. Las interacciones con otros minerales son mas probables en

ausencia de sustancias organicas procedentes del alimento.

Respecto a la excrecion, en circunstancias dietéticas normales, las heces son
la via principal de excrecién de cinc (Hambridge y col., 1986), mientras que la urinaria
es una via secundaria de eliminacién. Otras vias de excrecion son pelo, sudor,
descamacion de la piel, menstruacion, semen, fluido prostatico y, en situaciones de
embarazo y lactancia, cantidades importantes se transfieren diariamente de la madre

al feto o al lactante (Linder, 1998).
2.2.6.2.3. Ingesta Recomendada y Toxicidad

Es indudable que los factores fisiolégicos influyen, en cierta medida, sobre las
necesidades de Zn. El aporte nutricional recomendado se determina teniendo en

cuenta la edad, sexo, embarazo y lactancia. Los valores se detallan en la Tabla 12.

Los requerimientos de cinc en las ratas adultas son de 12 mg/Kg, siempre que
la fuente proteica principal de la dieta sea caseina o proteina de clara de huevo

(Nutrient Requeriments of Laboratory Animals, 1995).

Las distintas fuentes alimentarias varian considerablemente en cinc, oscilando
entre los 0.02 mg/100g de la clara de huevo a 1 mg/100g de la carne de pollo hasta 52
mg/100g en las ostras (Mataix y col., 1998). El marisco y las carnes rojas son buenas
fuentes de cinc que ademas se encuentra en forma altamente disponible. Cereales y
leguminosas son también buenas fuentes de este mineral aunque su disponibilidad en
estos alimentos es reducida. En los cereales casi todo el cinc se encuentra en las
porciones de salvado y germen mientras que en las legumbres se encuentra
principalmente en los cotiledones (Beal y Mehta, 1985). La concentracién de cinc en

los alimentos vegetales puede aumentarse si estos se tratan con fertilizantes ricos en
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cinc o se cultivan en suelos con alto contenido en este mineral.

No debemos olvidar que la deficiencia de cinc afecta a 10 millones de nifios en
los paises en desarrollo (Sandstead,1995), sobretodo en aquellas zonas donde la
poblacion subsiste a base de proteina procedente de cereales (El Hendy y col., 2001).
El bajo consumo de alimentos ricos en Fe y Zn biodisponibles, tales como carne,
sobretodo carne roja, y el elevado consumo de alimentos ricos en inhibidores de la
absorcion de Fe y Zn, como fitatos, algunas fibras dietéticas y Ca, dan lugar a
deficiencias en ambos minerales. Las alteraciones potenciales que pueden producirse
como consecuencia de la deficiencia son principalmente dafios neurofisiolégicos,
hepéaticos, renales y desOrdenes gastrointestinales (Sandstead, 2000; Cho, 1991;
Vallee y Falchuk, 1993; Okada y col., 1995), asi como un significativo retraso en el
ritmo de crecimiento del individuo (Prasad, 1993; El Hendy y col., 2001). En el caso de
las ratas, Mengheri y col. (1995) observaron que la deficiencia de Zn provocaba un

dramético descenso en su peso corporal.

Referente a su toxicidad, la intoxicaciébn aguda por Zn provoca malestar
gastrico, mareos y nauseas, incluso se han descrito casos de muerte con dosis muy
elevadas. La toxicidad crénica, producto de la exposicion prolongada a una fuente del
mineral, origina igualmente problemas gastricos, descenso de la funciéon inmunitaria y
del colesterol asociado a la HDL. En gallinas, la administracion de una ingesta elevada
produce una pausa en la produccion de huevos y pérdida de plumaje, secundarias a la
disminucion del consumo alimentario. Ultimamente se ha sugerido que las
concentraciones elevadas de Zn originan una acumulacion del mismo en el extremo de
los axones neuronales, lo que parece ser un factor contribuyente a la enfermedad de
Alzheimer (Cousins, 1998).

2.2.6.3. HIERRO

2.2.6.3.1. Aspectos generales

El hierro es un mineral de vital importancia en el ser humano. Participa en el
metabolismo oxidativo, crecimiento y proliferacion celular, asi como en el transporte
(hemoglobina) y almacenamiento de oxigeno (mioglobina) (Fairbanks, 2000). La
facilidad con la que el hierro se oxida y reduce permite su maximo aprovechamiento

por el organismo.
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El hierro es un elemento que esta presente en todas las células del organismo,
se encuentra en forma de proteinas hemo, es decir, proteinas con un grupo prostético
porfirina-hierro. La particularidad del grupo hemo es su facilidad para captar y liberar
oxigeno, asi como electrones, de ahi que estas proteinas contribuyan al transporte de
oxigeno o de electrones. El contenido de hierro varia segun el peso, la concentracion
de hemoglobina, el sexo y el tamafio del compartimento de almacenamiento (Morris y
col., 1987). El hierro organico total equivale a alrededor de 3,8 mg en los varones y 2,3
mg en las mujeres (Layrisse y Martinez-Torres, 1992), siendo el elemento traza mas
abundante en el organismo. ElI hombre adulto, durante su vida, mantiene
practicamente constante su contenido férrico (Conrad y col., 1967), mientras que en
las mujeres estos depositos representan soélo la octava parte del total (Yip y Dallman,
1998).

Los compuestos en los cuales el hierro forma parte los podemos dividir en tres

grupos:

Compuestos funcionales

Hemoglobina
Mioglobina

Hemo enzimatico
Hemo no enzimatico

Compuestos de transporte

Transferrina

Compuestos de almacenamiento

Ferritina
Hemosiderina

La molécula mejor conocida de las que poseen Fe es la hemoglobina, presente
en los eritrocitos y cuya principal funcion es permitir el transporte de oxigeno de los
pulmones a los tejidos. Es la forma predominante, suponiendo en el hombre sano unos
2 gramos de Fe, que representan un 70% del total (Hillman, 1996; Yip y Dallman,
1998).

La mioglobina, el compuesto hemo del musculo, se encarga de almacenar y
liberar el oxigeno. Es la responsable de la alta biodisponibilidad de hierro en la

proteina de origen animal.
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Los citocromos representan el hierro hemo enzimatico, estan implicados en el
transporte de electrones y en reacciones de fosforilacion oxidativa. Intervienen en la
produccion oxidativa de energia celular en forma de ATP. Aunque en conjunto sélo

representan el 3% del Fe orgénico total.

Entre las distintas enzimas que contienen hierro no hemo se incluyen las
proteinas ferrosulfurosas y las metaloflavoproteinas. Se encargan de reducir

compuestos tales como NADH-DH succinico-DH y xantina oxidasa.

El compuesto transportado del hierro es la transferrina, proteina plasmatica que
porta el metal desde el intestino o los productos de degradacion de la hemoglobina a

los tejidos.

El hierro almacenado se encuentra en dos formas principales: ferritina y
hemosiderina. Ambas se localizan sobre todo en el higado, sistema reticuloendotelial,
fundamentalmente en el bazo (Yip y Dallman, 1998), y en la médula 6sea (Beutler,
1988). El Fe unido a la ferritina es mas facil de movilizar que el que se encuentra unido

a la hemosiderina (Yip y Dallman, 1998).

Normalmente, el metabolismo del hierro en humanos se caracteriza por su
capacidad para mantener constantes las adecuadas concentraciones de este mineral,
para lo que usan mecanismos adaptativos estrechamente regulados. Tan importante
es la deficiencia de este mineral como la acumulacién nociva por una excesiva

suplementacién que puede originar importantes patologias (Cook, 1990).
2.2.6.3.2. Absorcion, transporte y eliminacion

El hierro es un mineral ampliamente distribuido en la alimentacién humana
(Bothwell y col., 1979). Los tejidos animales contienen hierro en forma hemo, ferritina y
hemosiderina asi como hierro ligado a membranas y compuestos de bajo peso
molecular. En otros alimentos de origen animal, el hierro también se encuentra unido a
proteinas especificas tales como lactoferrina en la leche y ovotransferrina en el huevo
blanco. Los alimentos de origen vegetal contienen hierro en forma de metaloproteinas,
ferritinas vegetales y hierro acomplejado a componentes estructurales o de
almacenamiento, principalmente fitatos (Hazell, 1985). La ferritina es la forma en la

gque se encuentra la mayor parte del hierro de la soja (Ambe y col., 1987; Burton y col.,
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1998), en esta el hierro es un sélido mineral férrico que contiene miles de atomos de
hierro y oxigeno, dentro de la proteina (Theil, 2001; Theil, 2004) (peso de Ferritina =
20,3 KDa; Crichton y col., 1978).

La absorcion de este mineral depende del contenido en la dieta, del estado de
los almacenes y de la tasa de formacion de los eritrocitos, y su porcentaje de

absorcion puede oscilar entre el 5-20%.

En la dieta el hierro se encuentra generalmente en dos formas: a) los tejidos
animales contienen un 40% de hierro hemo como hemoglobina y mioglobina y un 60%
de hierro no hemo principalmente como ferritina y hemosiderina y, b) los productos

vegetales contienen sélo hierro no hemo (Oberleas y col., 1999).

El hierro hemo y el no hemo poseen distintos mecanismos de absorcion. En el
hombre y algunos animales, el hierro hemo es el que se absorbe preferentemente.
Para poder absorber el hierro no hemo este debe encontrarse en estado i6nico. La
absorcion del Fe no hemo depende de su solubilidad en la parte alta del intestino, que,
a su vez, esta modulada por la presencia de potenciadotes o inhibidores de la misma.
La absorcién del hierro hemo es mucho mas facil y se ve poco afectada por el resto de

los componentes de la dieta (Yip y Dallman, 1998).

En general se acepta que sdlo el hierro soluble puede ser absorbido. Hierro
soluble puede encontrarse en forma de i6n férrico o ferroso. El hierro férrico es
hidrolizado rdpidamente a pH>1, por el contrario, el hierro ferroso no se hidroliza en un
pH inferior a 7. No debemos olvidar que el estado normal del hierro es como i6n
ferrico, ya que el hierro ferroso es rdpidamente oxidado a hierro férrico. La hidrolisis de
hierro, como la formacion de hidroxidos de hierro, normalmente dan lugar a hierro
insoluble. Esto no tiene porqué ocurrir siempre, ya que la presencia de ciertos ligandos
gue se unan al i6n ferroso pueden dar lugar a la formacién de complejos solubles
(Wienky col., 1999).

En conclusion, en la absorcion de hierro influyen dos factores importantes: el
hierro debe mantenerse en forma de i6n ferroso o deben estar presentes una cantidad
suficiente de ligandos capaces de mantener el hierro en la forma soluble (Wienk y col.,
1999).
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El hierro inorganico o hierro no hemo es solubilizado e ionizado
fundamentalmente por el jugo gastrico, reducido al estado ferroso y quelado por
sustancias de peso molecular bajo como acido ascoérbico, azGcares y aminoacidos que
estimulan la absorcion (Beutler, 1988). También la bilis, como vehiculo de transporte
de la transferrina, estimula la absorcién. Sin embargo, el pH alcalino del jugo
pancreatico insolubiliza parte de los compuestos del hierro, aunque el efecto de las
enzimas proteoliticas puede promover su absorcion (Layrisse y Martinez-Torres,
1992).

En cuanto al sitio de absorcién, la mayoria de los autores apuntan que se
absorbe fundamentalmente en el intestino delgado proximal, siendo el duodeno el
punto de méaxima absorcion con un 20%, seguido por la porcion proximal del yeyuno,
mientras que a nivel del ileon la absorcién es minima (2%) (Beutler, 1988; Schiman y
col., 1990; Layrisse y Martinez-Torres, 1992; Conrad y Umbreit, 1993; House, 1999.
Oberleas y col., 1999). Sin embargo, en 1994, Ebihara y col. demostraron que la
porcion inferior del tracto digestivo, el intestino grueso, juega también un importante

papel en la absorcion del hierro.

La mayor parte del hierro absorbido pasa al torrente sanguineo atravesando
rapidamente las células de la mucosa en forma de pequefias moléculas, y el que
excede de las necesidades es almacenado intracelularmente en forma de ferritina y
hemosiderina. En el plasma se transporta unido a la transferrina, quien lo capta desde
el tracto gastrointestinal o desde los puntos de almacenamiento y lo traslada hasta la
médula Osea (sintesis de hemoglobina), células del sistema reticuloendotelial
(almacenamiento), placenta (cubre las necesidades del feto) y a todas las células
(para las enzimas en las que participa). Por tanto, interacciona con receptores

especificos en la membrana celular (Kiihn, 1989).

La ferritina, almacén fundamental de hierro, es vital para el organismo. La
hemosiderina se diferencia de ella porque tiene mayor capacidad de contener hierro
(en torno a un 30% mas que la ferritina) y por ser insoluble en agua. Se cree que es
una forma degradada de la ferritina (Grady y col., 1989). En higado y bazo de
animales sanos predomina la ferritina como depdsito de hierro, mientras que cuando
existe un exceso patologico del metal predomina la hemosiderina. El almacén de

hierro del higado no interviene en ninguna funcién metabdlica (Wienk y col., 1999).
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Casi todos los alimentos reducen significativamente el porcentaje de hierro
absorbido. Sin embargo, distintos factores alimentarios pueden actuar como
potenciadotes o inhibidores de la absorcion de hierro no hemo localizado en el
estébmago y en la parte superior del intestino delgado. El balance entre estos factores

determinan la biodisponibilidad del hierro no hemo en un alimento (Sean, 1997).
Potenciadotes de la absorcion de hierro no hemo:

X Acido ascorbico: es un potente favorecedor de la absorcion de hierro en
su forma no hemo mediante la reduccién del hierro férrico a ferroso y como quelante
en el estbmago y en el intestino delgado. Ambos mecanismos ayudan a mantenerlo en
solucion para prevenir su polimerizacion y que se una a otros ligandos inhibidores,
tales como fitatos y oxalatos, principalmente (Siegenberg y col., 1991; Yip y Dallman,
1998). Cuando el acido ascoérbico es afiadido a una proteina vegetal, el porcentaje de
absorcion de hierro aumenta. Lynch y Cook (1980) establecieron que en una dieta
basada en proteina vegetal la absorcién de hierro se incrementaba hasta seis veces
gracias a grandes cantidades de acido ascorbico. La influencia de este acido es mas
pronunciada en alimentos con baja biodisponibilidad de hierro y es efectiva en dietas
gue contienen altos niveles de los dos principales inhibidores de la absorcion del hierro
no hemo, fitatos y polifenoles (Cook y col.,1977 y Siegenberg y col., 1991; Davidsson y
col., 2000). Aunque no debemos olvidar que el acido ascorbico es efectivo en la
promocién de la absorcién de hierro sélo si es ingerido conjuntamente con el hierro
(Cook y col., 1997).

Davidsson (2003) concluyé que la habilidad del acido ascoérbico en sobreponer
el efecto inhibidor del acido fitico depende de ambos, el nivel del acido fitico en el
alimento y la cantidad de &cido ascorbico presente. Estudios recientes sobre la
biodisponibilidad del hierro en férmulas a base de soja han concluido que se consigue
un significativo incremento de la absorcion de este mineral, en nifios y adultos,
después de la degradacion del acido fitico o tras la duplicacién de la concentracion del
acido ascorbico en la formula conteniendo esta acido fitico nativo (Davidsson y col.,
1994; Hurrell y col., 1998). Posteriormente estos resultados fueron confirmados en un
estudio realizado por Davidsson y col. (2001) utilizando una férmula a base de

proteina de guisante en mujeres.

X Proteinas animales: distintos tejidos animales, incluidos ternera, pollo,
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pescado, cordero, higado, y cerdo, favorecen el estatus de hierro ya que proporcionan
hierro muy utilizable y mejoran la absorcion del hierro no hemo (Cook y Monsen, 1976
y Lynch y col., 1989). A diferencia del acido ascorbico, dan lugar a un pequefio
incremento de absorcién de hierro cuando se elevan las cantidades de tejido proteico
(Lynch, 1997). El masculo de ternera incrementa diez veces la absorcién de Fe no
hemo procedente de una comida de maiz (Layrisse y col., 1973). Un gran numero de
estudios han demostrado que aminodacidos libres y, particularmente, divalentes como
asparragina, glicina y serina, aumentan la absorcion de Fe en ratas (Christensen y
col.,, 1984). Las dultimas tendencias a este respecto apuntan que los péptidos
resultantes de la digestiébn proteica potencian la absorcion intestinal del hierro
mediante la formacién de quelatos con este metal (Kapsokefalou y Miller, 1995; Pérez-
Llamas y col., 2001) favoreciendo posteriormente su absorcidon a nivel intestinal. En
concreto, estudios in vitro muestran que péptidos con residuos de cisteina potencian la
absorcién de Fe no hemo. Las proteinas miofibrilares, actina y miosina, contienen un
namero elevado de estos residuos; es posible que el suplemento proteico signifique la
union al hierro en el tracto gastrointestinal, de manera que se mantiene en solucién
(Hurrell y col., 1988). Torrance y col. (1982) obsevaron que los tejidos vegetales
podrian actuar principalmente reduciendo el efecto inhibidor de los polifenoles.
Kapokefalou y Millar (1991) encontraron un incremento en hierro ferroso durante la
digestion in vitro de ternera, sugiriendo que la carne tiene un efecto reductor.
Finalmente, Zhang y col. (1990) propusieron que la carne actia estimulando la

produccion de 4cido gastrico.

X Alcohol: aumenta la cantidad de hierro hepatico. Si bien un consumo
excesivo de alcohol altera el metabolismo del hierro probablemente debido a una
menor renovacion de los eritrocitos (Bothwell y col., 1989; Monsen, 1988; Sanchez y
col.,, 1988; Mazzanti y col., 1987). Parece que una deficiencia de las secreciones

exocrinas pancreaticas estimula la absorcion de hierro (Monsen, 1988).

X Acidos orgéanicos: aunque se han estudiado menos que el &cido
ascorbico, existen otros acidos organicos, incluyendo acido citrico, malico, tartarico y
lactico que favorecen la absorcion del hierro. Gillooly y col. (1983) midieron la
absorcion de hierro de 17 alimentos vegetales. Todos los vegetales asociados con una
buena biodisponibilidad del hierro contenian cantidades apreciables de uno o mas

acidos organicos: citrico, malico y ascorbico. La adicion de acido citrico, malico o
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tartarico a una dieta a base de arroz aumenté la absorcién de hierro de dos a cuatro
veces (Gillooly y col., 1983; Ballot y col., 1987).

X Quelatos y Ligandos de Bajo Peso Molecular: al formar complejos con
ligandos o sustancias quelantes de bajo peso molecular la solubilidad del hierro
aumentara y el efecto sobre la absorcion de este mineral es por tanto positivo. Entre
los compuestos con mayor capacidad para formar este tipo de complejos con el Fe se
encuentra la solucién de EDTA. Se ha comprobado que la adicion de EDTA Na a una
dieta rica en fitatos favorece la absorciéon del Fe ya que impide la unién mineral-fitato
(Fairweather-Tait y Hurrell, 1996; Hurrell y col., 2000).

Inhibidores de la absorcién del hierro no hemo:

X Fitatos: la absorcion de hierro reducida en los alimentos que contenian
salvado de trigo hizo sospechar a Widdowson y McCance (1942) que el fitico podia ser
un importante factor inhibidor. Posteriormente un gran numero de estudios
demostraron que el fitico es el principal inhibidor de los alimentos a base de cereales
tales como trigo, frijol de ojo negro, sorgo, arroz, judias y mijo (Gillooly y col., 1983;
Rossander-Hulthen y col., 1990; Hurrell y col., 1992; Lestienne y col., 2005b). Se ha
observado que incluso pequefias cantidades de fitico tienen un fuerte efecto inhibidor
en trigo y soja (Hallberg y col., 1989; Brune y col., 1992; Hurrell y col., 1992 y 2003a y
b). Hurrell y col. (1992) observé que 1 mol de acido fitico es capaz de acomplejar a 6

moles de i6n férrico.

Los detalles del mecanismo por los que los fitatos inhiben la absorcién de
hierro ain no han sido caracterizados (Lynch y col., 1999). El fitato monoférrico, que
constituye solamente una pequefia proporcion del fitico existente en el salvado, no
tiene propiedades inhibidoras (Simpson y col., 1981), pero la formacién de complejos
fitato diférrico y tetraférrico en el tracto gastrointestinal podria dar lugar a hierro no
disponible para la absorcion (Morris y Ellis, 1982; Sandberg y col., 1999). Sin embargo,
el acido fitico puede ser degradado mediante la activacion de la fitasa endégena o por

la adicion de fitasa exdégena (Cook y col., 1997; Hurrell, 2003ay b).

X Polifenoles: estos compuestos, fundamentalmente los taninos,
representan el segundo factor inhibidor de la absorcion del hierro no hemo

(Siegenberg y col., 1991, Lestienne y col., 2005).
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Existe una correlacion inversa entre polifenoles condensados y absorcién de
hierro, ya que estos actlan como agente natural quelante de este mineral (Gillooly y
col., 1984). Aproximadamente 50 mg de taninos de legumbres se unen a 1 mg de
hierro ionizable del alimento (Rao y Prabhavati, 1982). Brune y col. (1991)
establecieron que el efecto inhibidor de los taninos en la absorcién de hierro en

humanos es dosis-dependiente.

X Proteinas vegetales: algunos alimentos de origen vegetal con alto
contenido proteico, entre los que destacan las semillas de soja y nueces (Cook y col.,
1981; MacFarlane y col., 1990; Lynch y col., 1994; Hurrell, 2003a), inhiben fuertemente
la absorcién de Fe no hemo debido a la existencia de péptidos de alto peso molecular
(Derman y col., 1987; MacFarlane y col., 1988 y 1990).

X Fibra: algunos estudios establecen que la fibra es capaz de acomplejar
hierro (Lynch, 1997; Olivares y col., 2001; Lestienne y col., 2005), mientras que otros
afirman que esta no ejerce ningun efecto (Brune y col., 1992; Martinez y col., 1998;
Huh y col., 1999). Por ello se han estudiado los distintos componentes de la fibra para
conocer sus efectos sobre la absorcion de hierro en humanos; asi pues, Rossander
(1987) considerdé que celulosa y pectinas no presentan capacidad inhibidora, sin
embargo, Ispagula y Psyllium si dan lugar a una suave reduccion en la absorcion de
este mineral. Gillooly y col. (1984) observaron que celulosa, fibra detergente neutra,
goma guar, goma tragacanto y pectina no alteraban la absorciéon de Fe, sin embargo,

las fracciones de hemicelulosa y lignina si actian como inhibidores.

Numerosos estudios demuestran que los prebiéticos tales como los
fructooligosacéaridos, como inulina, estimulan la absorcion de hierro en el intestino
grueso al incrementar la fraccion soluble de Fe en el colon (Delzenne y col., 1995;
Ohta y col., 1995b). Asi mismo, la ingesta de fructooligosacaridos pueden activar
también a las fitasas del intestino grueso, que degradarian el acido fitico y mejorarian

el estado del hierro (Lépez y col., 2000b).

X Interaccion con otros minerales: segun la teoria de Hill y Matrone
(1970), los elementos cuyas propiedades fisicas y quimicas son similares pueden
actuar de forma antagdnica. La absorcion de hierro no hemo se ve afectada por
distintos minerales, entre los que se incluyen cinc, manganeso, cobre y calcio
(O’Dell, 1989) y calcio (Barton y col., 1983; Mahoney y col., 1985; Dallman, 1986;
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Reddy y Cook, 1997).

El cinc disminuye la absorcion de este elemento a través de un mecanismo

poco conocido, incluso un exceso de cinc puede inducir anemia (Crofton y col., 1989).

Una ingesta elevada de manganeso interfiere la absorcion del hierro no hemo
(O"Dell, 1989), hecho que parece explicarse por la existencia de un receptor comun

para ambos en las células de la mucosa intestinal (Rossander-Hultén y col., 1990).

El cobre también puede afectar negativamente la absorciéon, aunque
Unicamente en los casos en los que se ingieren niveles altos del mismo (Fritz y col.,
1977).

El calcio disminuye la absorcion a través de un mecanismo aun no conocido
totalmente. El calcio incluido en la leche y en el queso o como sales calcicas
interfieren en la absorcién tanto del Fe hemo como del no hemo (Chanarin, 1999). Se
ha demostrado la existencia de una correlacién inversa entre la ingesta de Ca desde

productos lacteos y el estatus de Fe (Lynch, 2000).

En definitiva, la baja disponibilidad del hierro en dietas a base de cereales y/o
legumbres es debida a varios factores, incluyendo la presencia de inhibidores como
acido fitico, compuestos fendlicos, determinadas fracciones de la fibra (hemicelulosa y
lignina (Gillooly y col., 1984), entre otros) y la cantidad insuficiente de substratos
promotores tales como acido ascérbico (Gillooly y col., 1984; Fairweather-Tait y
Hurrell, 1996; Hurrell, 2003a).

En cuanto a la movilizacion del hierro, en torno a unos 30 mg del total ingerido
son captados por la médula 6sea para la sintesis de hemoglobina, abandonandola
como eritrocitos, aunque una porcion revierte por lisis de hematies defectuosos (Morris
y col., 1987). Se calcula que, una vez en circulacion y transcurrida su vida media en el
torrente sanguineo, la porcién de hierro que retorna a la médula y se reutiliza es del
50% (Cook y col., 1973). Otra parte de 4.5 mg se emplea en las reservas titulares y 3

mg se cambian con la transferrina en el fluido extracelular.

La eliminacion del hierro (aproximadamente 1 mg/dia en humanos) se realiza a
través de las heces, seguido de la piel y, por ultimo, la orina. El excretado fecalmente

corresponde a la fracciébn no absorbida de la dieta, el biliar no absorbido, sangre
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perdida en el tubo digestivo y detritos celulares del intestino. En el caso de la mujer, a

estas pérdidas hay que sumar las de la mestruacion (Cook, 1990).
2.2.6.3.3. Fuentes alimentarias

Las mejores fuentes alimentarias de hierro son higado, musculo, hemoglobina
y semillas de soja, y algo peores son huevos, leche y cereales. En cualquier caso, la
absorcién de hierro a partir de estos alimentos suele ser mayor en nifios que en

adultos.

La fuente alimentaria de hierro influye en gran medida sobre la eficiencia de su
absorcion, que oscila entre <1% y >20%. EIl hierro no hemo de los alimentos de origen
vegetal es el que ocupa el lugar mas bajo, los productos lacteos se encuentran en la
parte media y la carne, en el extremo superior de la escala. La carne es una buena
fuente de hierro, ya que la mayor parte del que contiene se halla en forma hemo, cuya
absorcion es de 2 a 3 veces mayor que la del hierro no hemo. Ademas, la carne posee
otros factores (acido ascorbico) que favorecen la absorcién del hierro no hemo

existente en el resto de los alimentos (Pallarés y col., 1993).
2.2.6.3.4. Ingesta recomendada y toxicidad

Los requerimientos varian ampliamente en funcién de la edad y el sexo (Tabla
12).

Por supuesto, ha de tenerse en cuenta la biodisponibilidad, por lo que la
mayoria de las recomendaciones para humanos se basan en una absorcion maxima
del 10%. Esto es hasta tal punto importante, que segun ILSI (International Life
Sciences Institute) EUROPE (1990) se asigna distinta ingesta diaria en funciéon de su

disponibilidad en el alimento:

- hombres adultos sanos de 25-59 afios de edad: 12,3 mg/dia, para dietas con
biodisponibilidad del hierro del 10% y 6,2 mg/dia cuando la biodisponibilidad es del
20%.

- mujeres: en edad fértil de 23,8 mg/dia (biodisponibilidad del 10%) y 11,9
mg/dia (biodisponibilidad del 20%); durante la lactacion 13,1 mg/dia o 6,6 mg/dia

(segun biodisponibilidad); en edad postmenopausica 9,6 mg/dia o 4,8 mg/dia (idem).
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En la rata, los requerimientos de hierro son 35 mg/Kg de dieta (Nutrient

Requeriments of Laboratory Animals, 1995).

Respecto a su toxicidad, pueden diferenciarse:

- intoxicacion aguda: por ingestién de una dosis exagerada de Fe terapéutico.
Puede determinar lesiones organicas graves e, incluso, muerte, pero es poco
frecuente puesto que la dosis letal es 200-250 mg/Kg peso, en comparacion con la

dosis terapedtica de 2-5 mg/Kg al dia.

- intoxicacion cronica: consiste, fundamentalmente, en la patologia conocida
como hemocromatosis, producto del aumento de los depdsitos de hierro en forma de
hemosiderina. Su manifestacién mas comun es la fibrosis organica (higado, pancreas,

corazon, articulaciones e hipdfisis) (Yip y Dallman, 1998).

Tabla 12. Ingestas Diarias Recomendadas de Magnesio, Cinc y Hierro
(Instituto de Medicina, 2001)

Mg Zn Fe
Edad . Edad . Edad .
(afios) Mg/dia (afios) Zn/dia (afios) Fe/dia
0-0.5 30 0-0.5 3 0-0.5 9
0.5-1 75 0.5-1 3 0.5-1 11
1-3 80 1-3 3 1-3 7
4-8 130 4-8 5 4-8 10
9-13 240 9-13 8 9-13 8
14-18 410H-360M 14-18 11H-9M 14-18 11H-15M
19-30 400H-310M 19-50 11H-8M 19-30 8H-18M
31-50 420H-320M 51-70 11H-8M 31-50 8H-18M
51-70 420H-320M >70 11H-8M 51-70 8
>70 420H-320M >70 8
<18 400 <18 13 <18 27
19-50 350 19-50 11 19-50 27
31-50 360 31-50 11 31-50 27
<18 360 <18 14 <18 10
19-50 310 19-50 12 19-50 9
31-50 320 31-50 12 31-50 9

H=hombre; M=mujer
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2.2.7. FACTORES NO NUTRITIVOS

Las legumbres alimentarias contienen en sus semillas una serie de substancias
que pueden causar efectos negativos al ser consumidos por los animales o el hombre
(tabla 13). Estos efectos pueden provocar desde un inofensivo sabor hasta
desordenes fisiolégicos muy severos e incluso pueden ser considerados téxicos 6
inhibidores del crecimiento de animales (Liener, L.E., 1962; Jaffe and Lette, 1968;
McPhee and Muehlbauer, 2002). Esto incluye fitatos, polifenoles, inhibidores de
enzimas digestivos (antiamilasicos, antitripsina y antiquimiotripsina), taninos
condensados, fitohemaglutininas o lectinas (responsables de la aglutinacién de los
glébulos rojos) factores flatulentos, saponinas, ciertas enzimas, compuestos
goitrogénicos (capaces de producir bocio), glicosidos cianogenéticos (por hidrélisis

producen bocio), antivitaminas, estrégenos, latirogenes y alergenos.

A pesar de sus efectos no nutritivos muchos de ellos representan un papel muy
importante en la naturaleza. Lectinas, alcaloides y taninos contribuyen a la resistencia
de la planta frente a enfermedades y al ataque de insectos y proporcionan resistencia
al estrés medioambiental (Riemer and Whittaker, 1989; Fornal and Ciepielewska,
1991). Los a-galactésidos sirven como fuente energética para la planta, siendo
fundamentalmente utilizados por esta en situaciones de estrés tales como enfriamiento
y desecacion (Jones y col., 1998; Monteze Guimaraes y col., 2001). De acuerdo con
Levitt (1972) se cree que estos azucares llegan a ligarse directamente sobre las
proteinas, previniendo asi su desnaturalizaciéon. Williams (1970) presenta evidencia de
la utilidad del &cido fitico como fuente de fésforo y cationes para la germinacion de la
semilla, pudiendo también actuar como fosfageno (Asada y col., 1969). Gupta y
Ventakasubramaniam (1975) sugieren su posible funcion como antimicético
previniendo la formacién de aflatoxinas en la soja al hacer el cinc no biodisponible para

el hongo.
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Tabla 13. contenido de algunos factores no nutritivos en el guisante crudo
(mg/g) (Liener, 1976; Zdunczyk y col., 1997; Canibe y col., 1997; Igbasar and Guenter,
1997; Marzo y col., 1997; Frias y col., 1998; Gelencsér y col., 1998a,b; Muel y col.,
1998; Wang y col., 1998; Grala y col., 1999; Alonso y col., 2000a; Fredrikson y col.,
2001; Mariscal-Landin y col., 2002; Habiba, 2002; McPhee and Muehblauer, 2002;
Salgado y col., 2002; Sandberg, 2002b; Wang y Daun, 2004):

TIA (TIU/mg SS) 1.28—14.6
Quimotripsina inhibidores (IU/mg SS) 4.85
a-amilasa inhibidores (IlU/mg SS) ND
Hemaglutenina actividad (IU/mg SS) 6.0
a-galactésidos 22.9—-96.0
Acido Fitico
IP6 (umol/g S.S.) 6.2-17.1
IP5 (umol/g S.S.) ND - 4.15
IP4 (umol/g S.S.) ND
IP3 (umol/g S.S.) ND
Polifenoles 0.74-1.04
Flavonoides 0.25-0.70
Taninos mg/g ND-41.0
Fenoles totales ND - 0.55
Taninos condensados ? ND — 0.26
Lectinas (HU) 100 - 400

TIU: unidades internacionales del Inhibidor de Tripsina.
2 g equivalentes catequinicos/Kg™ dieta.

ND: cantidades no detectables.
2.2.7.1. INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD TRIPSINA

Los Inhibidores de Actividad Tripsina (TIA) son proteinas con capacidad para

inhibir a las proteasas (tripsina) en el sistema digestivo, reduciendo asi la digestibilidad
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de las proteinas. Los inhibidores de la actividad de la tripsina (TIA) se representan en
unidades inhibidoras de tripsina (TIU). Una unidad de tripsina se define como un
incremento de la absorbancia en 0.01 unidades a 410 nm por 10 ml de reaccién mixta
(Gueguen y col., 1993). El contenido en inhibidores de la actividad de tripsina en las
legumbres alimentarias es de 1.28 a 14.60 TIU/mg (Tabla 13). Los niveles de TIA
pueden variar segun las variedades (genotipos) y las condiciones medioambientales

durante el desarrollo de la planta (Leterme y col., 1992; Bacon y col., 1995).

Estudios nutricionales con legumbres alimentarias han revelado que la
presencia de inhibidores de la tripsina y la quimotripsina en la dieta pueden conducir a
un incremento en la producciéon de enzimas pancredticas y consecuentemente a un
alargamiento del pancreas en ratas (hipertrofia pancreatica) y a una reduccién en la
aparente biodisponibilidad de los aminoacidos azufrados (Liener y Kakade, 1980;
Wang y col., 1998; McPhee y Muehblauer, 2002). Las dietas con inhibidores de las
proteasas producen una disminucién del crecimiento. La alimentacion de animales con
dietas que contienen inhibidores de proteasas puede disminuir su incremento de peso
diario. Pusztay y col. (1992) obtienen una disminucion del 22% en el peso de las ratas
cuando las alimentan con dieta de lactalbumina adicionada de inhibidor de la proteasa
procedente de fijol de ojo negro. Kakade y col. (1976) achacan la disminucién en el
crecimiento de sus animales a un efecto conjunto de los inhibidores de la tripsina y la
peor digestibilidad natural de las proteinas vegetales que pueden dar complejos

semejantes a los formados por enzima e inhibidores.

Herkelman y col. (1992) observan diferencias en el incremento de peso diario
cuando alimentan cerdos con dietas de diferente contenido en inhibidores de las
proteasas siendo mayor el incremento de peso cuanto menor es la concentracion de
inhibidores de las proteasas. Grant y col. (1993; 1995) sefialan la disminucién del
crecimiento de sus ratas en los 200 primeros dias de un periodo experimental de 700 y
800 dias, posteriormente el crecimiento se iguala al de los animales que consumen la

dieta control.

De igual forma, las dietas con inhibidores de las proteasas producen una
disminucion de la utilizacion digestiva de la proteina. El aumento de la concentracion
de los inhibidores de las proteasas en la dieta conlleva una disminucién en la
digestibilidad aparente de materia seca, nitrégeno y aminoacidos. Kakade y Hoffa

(1973) responsabilizan a los inhibidores de la tripsina por la disminucién de la
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digestibilidad in vitro de la proteina de soja cruda o autoclavada. Leterme y col. (1990)
y Jondreville y col. (1992) encuentran las digestibilidades mas bajas en las variedades
de guisantes con mas alto contenido en inhibidores de las proteasas. Huisman y Le
Guen (1991) observan en sus estudios la influencia negativa de los inhibidores de
proteasas del guisante sobre la digestibilidad de la proteina en el ileon. Esta
disminucion de la digestibilidad puede deberse ademas a un posible efecto antigénico

de la proteina.

Hagemeister y Barth (1993) sefialan la influencia de los inhibidores de las
proteasas en el metabolismo de los aminoacidos a través de la pérdida de proteina
endogena, ésta puede ser la causa de la baja digestibilidad aparente de la proteina de
dietas basadas en alimentos vegetales que contengan otros factores no nutritivos. La
naturaleza de esta pérdida endégena difiere segun el animal de experimentacion. En
la rata existe muy poca cantidad de aminoacidos azufrados en las heces y su
presencia puede ser debida a la degradacion bacteriana en la parte distal del intestino
(Carrol y col., 1953) 0 a permanecer la cisteina en uniones que no son accesibles para

el sistema digestivo de la rata (Barnes y col., 1965).

Huisman (1994) también relaciona la disminucion de la digestibilidad aparente
del nitrégeno con un aumento de las pérdidas enddgenas de nitrégeno debidas a la

accion de los inhibidores de las proteasas.

Vidal-Valverde y col. (2003) han determinado el contenido de TIA de distintas
lineas de guisante y observaron que esta varia ampliamente (0.8-8.4 TIU/mg S.S.),
coincidiendo con Wang y col. (1998). Adsule (1976) observé que entre nueve
legumbres estudiadas el guisante es el que contiene menor cantidad de TIA; de igual
manera Bhatty (1977) encontré que en comparacion con soja, judia y frijol de ojo

negro el contenido de TIA en guisante es muy reducido.

La influencia de la germinacion en el contenido en inhibidores de la actividad
tripsina (TIA) varia segun el tipo de legumbre, condiciones y duracion del proceso
(Savelkoul, 1992). Algunos autores han observado importantes reducciones en el
contenido en TIA en judias germinadas (Mbithi-Mwikya y col., 2001) y frijol de ojo
negro germinado (Uwaegbute y col., 2000; Ibrahim y col., 2002), sin embargo, otros
han sugerido un aumento (Batra y col.,, 1986), e incluso ninguna variacion

significativas como es el caso de judias (Noor y col., 1980; Chang & Harrold, 1988) y
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lentejas (Frias y col., 1995a) germinadas. Urbano y col. (2005a) establecieron que el
contenido en TIA en guisantes germinados durante 3 dias no se afectaba pero
incrementaba ligeramente con 6 dias de germinacion debido a la concentracion

provocada por la pérdida de materia seca.

Trugo y col. (1990) observaron como la germinacion (después de 3 dias) tenia
un efecto muy pequefio en la eliminaciéon de los TIA, mientras que la coccion reducia

los niveles de TIA en més de un 90%.

El cocinado es el procesado mas efectivo para la reduccion del contenido de
TIA en las legumbres, ya que los destruye completamente (Adsule y Barat, 1984;
Periago y col, 1998; Habiba, 2002). Griffiths (1984) demostrd que el tratamiento con
calor seco tenia pocos efectos, pero el calor himedo (autoclave a 121°C durante 30
minutos) eliminaban completamente los inhibidores de la tripsina y la quimotripsina en

el guisante y la judia.

Liener (1976) observd como el escaso valor nutritivo de las legumbres crudas y
la hipertrofia pancreética que se desencadena tras su consumo, no se debia
Unicamente a la presencia de TIA, si no también al estado natural de la proteina, para
Liener era evidente que aunque la ausencia de inhibidores mejoraba la susceptibilidad
de la proteina al ataque proteolitico de la tripsina, el simple tratamiento con calor,
previo a su consumo, favorecia ain mas la digestibilidad de la misma, disminuyendo la

talla del pancreas.

2.2.7.2. a-GALACTOSIDOS

Como se ha comentado en apartados anteriores estos azucares de bajo peso
molecular y alta solubilidad en agua parecen tener una estrecha relaciéon con la
flatulencia (Reddy, 1980; Fleming, 1981; Phillips & Abbey, 1989; Suarez, 1999), ya que
el hombre y los animales monogastricos carecen de la enzima a(1-4) galactosidasa
(necesaria para hidrolizar los enlaces a(1-6) que unen las moléculas de galactosa) en
el intestino delgado de forma que alcanzan el intestino grueso donde van a ser
fermentados por las enzimas producidas por la microbiota del colon (Ferket, 1991;

Bengala Freire y col.,, 1991). El resultado es, entre otros ya mencionados, la
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produccion de gases tales como didéxido de carbono, hidrégeno y pequefias cantidades
de metano, causando ademas molestias gastrointestinales como ruido abdominal,
calambres, diarrea y nauseas (Steggerda, 1968; ; Calloway y col., 1971; Rackis, 1975;
Reddy y col., 1980; Olsen y col., 1982; Cummings y col., 1986; Trugo y col., 1993).
Este fenébmeno no es un efecto téxico de las legumbres, pero si indeseable y
embarazoso que hace que la gente opte por no incluirlos en su dieta habitual. Los
principales oligosacéridos causantes de la produccion de flatulencia son rafinosa y
estaquiosa (Hellendoorn, 1969; Calloway y Hickey, 1971; Cristofaro y col., 1974;
Rackis, 1974; Murphy, 1975; Fleming, 1981; Savitri y Desikachar, 1985). Asi pues
estos compuestos tienen mas importancia por sus efectos negativos sobre el bienestar
del hombre y el animal que por su contribucion como fuente de energia. Becker y col.
(1974) observaron que tras la desaparicion de los alfa-oligosacaridos se reducia

significativamente la produccién de hidrégeno de la rata.

Los guisantes han sido considerados usualmente como legumbres con baja
actividad productora de flatulencia (Murphy, 1975), diversos estudios han demostrado
gue el nivel de estos factores no nutritivos es significativamente inferior en la harina de
guisante que en la harina de judia (Elkowicz y Sosulski, 1982; Sathe y Salunkhe,
1984).

Si queremos incrementar el consumo de leguminosas es necesario conseguir
reducir los niveles de estos compuestos; multiples han sido las experiencias
desarrolladas con estos fines. El procesado doméstico o tecnolégico debe afectar el
contenido en a-galactésidos de las legumbres por dilucion en el medio y/o
transformacion en la fraccion de carbohidratos que ya si son digeribles por las enzimas

del intestino delgado.

El remojo es el tratamiento mas comun para la eliminacion parcial de los a-
galactosidos de las semillas, siendo este mas eficiente cuando se afiade bicarbonato
sédico al agua de remojo, debido a la mayor permeabilidad obtenida por la parcial
solubilizacién de las paredes de las células (Vijayakumari y col., 1996 y 1997;
Mulimani y col., 1997; lbrahim, 2002). EI-Adawy y col. (2000) estableci6 que las
mayores pérdidas se producian cuando se afiadia al agua de remojo una solucion de

bicarbonato sédico al 0.5%.

Sanchez-Mata y col. (1999) detectaron una reduccion en estaquiosa, rafinosa
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después del remojado y cocinado de garbanzos (22.0-42.8%). Resultados similares
fueron obtenidos por Silva y Braga (1982), Attia y col. (1994), Vijayakumari y col.
(1997) y Wang vy col. (1997), quienes estudiaron este fendmeno en otras legumbres.
Vidal-Valverde y col. (1992a) observaron como el remojado de las lentejas reducia
drasticamente la cantidad de alfa-galactésidos, mientras que el cocinado de las
lentejas remojadas s6lo modificaba ligeramente el contenido de alfa-galactosidos.
Segun Alonso y col. (2001) tras la extrusion de harina de guisante solo disminuyen los
niveles de estaquiosa, mientras que los de verbascosa y rafinosa no se modifican
significativamente, sin embargo, en el caso de las habas se reducen drasticamente

rafinosa, estaquiosa y verbascosa.

Multiples autores han observado como el cocinado reduce el contenido en a-
galactésidos entre un 20 y 100% (Trugo y col., 1990; Vidal-Valverde y col. 1992a;
Abel-Gaward, 1993; Attia y col., 1994). Vidal-Valverde y col. (1993a) determinaron que
la mayor pérdida de a-galactésidos ocurria en garbanzos y judias remojadas cuando
eran hervidas a 35°C durante 5 h. Sin embargo, existen en la literatura articulos donde
se describe un incremento en el contenido en oligosacéaridos después del cocinado
debido, posiblemente, a la hidrdlisis de los oligosacéaridos unidos a proteinas o a otras
macromoléculas o a la hidrélisis de polisacaridos de elevado peso molecular (Rao y
Belavady, 1978; Revilleza y col., 1990).

Vijayakumari y col. (1997) comparé la reduccion de rafinosa y estaquiosa
obtenida tras someter a la semilla de Prosopis chilensis a diferentes tratamientos:
remojado, coccién y autoclave, y concluyé qué de todos ellos, el autoclave parecia ser

el método mas efectivo para la eliminacion de estos nutrientes (63-71%).

La germinacién es uno de los tratamientos bioldgicos mas eficientes en la
eliminacién de a-galactosidos. Monteze Guimaraes y col. (2001) sugirieron que la
germinacion contribuye a la hidrélisis de galacto-oligosacéaridos en mono o disacaridos
gue son empleados como fuente de energia o esqueleto hidrocarbonado para la
biosintesis de macromoléculas necesarias para el desarrollo embrionario durante los
primeros estados de la germinacion. La hidrélisis de galacto-oligosacaridos es
catalizada por a-galactosidasa, la cual no se encuentra en cantidades apreciables en
la semilla en estado latente y comienza a activarse en el inicio de la germinacién. Esta
reduccion fue observada tras la germinacion de diferentes semillas de legumbres

como frijol de ojo negro (Nnanna y Philipps, 1988), guisantes (Hsu D y col., 1980;
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Urbano y col., 2005), lentejas (Frias y col., 1996a), lupino (Trugo y col., 1993) asi como
soja (Donangelo y col.,, 1995). Trugo y col. (1990) observaron una reduccién
sustancial (cercana al 80%) en el contenido de a-galactésidos en alubias después de
tres dias de germinacion, ya que la actividad de la a-galactosidasa alcanzaba el
maximo valor, y demostré ser eficiente en la reduccion intestinal de fermentacion, con
medidas de los niveles de H, en el aliento de voluntarios humanos después del
consumo de las semillas de judias. Conclusiones similares fueron observadas por
Sathe y col. (1984) en la judia, Nnanna y Philipps (1988) y Monteze Guimaraes y col.
(2001) en el frijol de ojo negro.

Khokhar y col. (1996) concluyeron que la coccion y la germinacién son los
métodos de procesado mas efectivos, a escala industrial y doméstica, para reducir el
contenido en a-galactésidos en la semilla de guisante. Conclusiones similares fueron
establecidas por Kadlec y col. (2001) al observar como la combinacién del efecto de la
germinacion y el calentamiento con microondas y/o desecado convencional, decrecian

aun mas el contenido de los a-galactésidos de los guisantes germinados.

Ademas de los métodos anteriormente descritos, en la bibliografia existen
multiples estudios cuya finalidad es la reduccién de los a-galactésidos como la
biotecnologia y la ingenieria genética (De Lumen, 1992), la seleccién genética (Price y
col., 1988; Leakey, 1994) o extraccion con etanol (Leske y col., 1991). Por otro lado,
desde un punto de vista microbiano encontramos otras técnicas Utiles como la
fermentacion natural (Vidal-Valverde y col., 1993b; y Frias y col., 1996b), la incubacién
de productos derivados de leguminosas, principalmente soja, con varios
microorganismos o enzimas derivadas de microorganismos u hongos (Thananunkul y
col., 1976; Cruz y col., 1981) y la fermentacion lactica, que podria emplearse para
reducir el contenido en rafinosa y estaquiosa en productos derivados de leguminosas,
como la leche de soja (Mital y Steinkraus, 1975). Duszkiewicz-Reinhard y col (1994)
sometieron a las harinas de leguminosas (guisantes y judias) a una fermentacién con
bacterias acido lacticas, pero los resultados obtenidos no fueron los esperados, debido
a que las condiciones de crecimiento de las bacterias no eran las favorables (a
diferencia de lo que ocurre en la leche de soja), por lo que la cantidad de estaquiosa

utilizada por las mismas fue menor.
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2.2.7.3. ACIDO FiTICO

El &cido fitico [mio-inositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato] (IP¢) consiste en una

molécula de mio-inositol y seis moléculas de fosfato inorganico:

Se encuentra presente en muchos alimentos de origen vegetal, principalmente
cereales y legumbres, en forma de sales de cationes mono y divalentes (Ca*?, Mg*,
K®) siendo, al mismo tiempo, una importante reserva de fosforo durante la germinacion
y el crecimiento de las plantas (Cosgrove, 1980) y una forma de almacén de cationes
en muchas semillas (Sovolev, 1966; Cosgrove, 1966; Gorospe y col.,, 1992). En la
semilla del guisante, alrededor del 45% del fésforo total esta presente en forma de
fitato (Gopalan y col., 1982). De acuerdo con Honke y col. (1998) el fitico se acumula
en el guisante gradualmente durante su maduracion. Dentro de la semilla es el germen
el que contiene las mayores cantidades de fitico y de actividad fitasa comparado con el
cotiledon (Fredrikson y col., 2001). Los guisantes deshidratados contienen una media
del 0.85% de &cido fitico, el cual estd muy por debajo de los niveles encontrados en la
mayoria de los productos alimenticios (Graft y Dintzis, 1982; Cheryan, 1980). Sin
embargo es el factor no nutritivo mas abundante en esta legumbre (tabla 13)
(Fredrikson y col., 2001).

El acido fitico es considerado como un factor no nutritivo ya que los seis grupos
fosfato de la molécula de IP¢ lo hacen comportarse como un fuerte agente quelante
reduciendo la biodisponibilidad principalmente de cationes di- y trivalentes, tales como
cinc, cobre, hierro, manganesio, magnesio y calcio (Vohra y col. 1965; Harland y
Oberleas, 1987; Weaver y Kannan, 2002). Bajo las condiciones de pH del tracto

gastrointestinal, se forman los complejos insolubles metal-fitico (Platt y Clydesdale,
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1987; Gifford y Clydesdale, 1990), convirtiendo al metal en no disponible para la
absorcién intestinal reduciéndose su biodisponibilidad en animales y en humanos
(Davies y Nightingale, 1975; Davies, 1982; Kratzer y Vohra, 1986; Nelson y col., 1989).
Ademas el fitico disminuye la digestibilidad de proteinas (Knuckles y col., 1986),
almidén (Yoon y col., 1983), y lipidos (Nyman y Bjorck, 1989). Se ha descrito que el
acido fitico forma complejos con la proteina, muy dificiles de romper (Singh y Krikorian,
1982; Liener, 1994), que la hacen mas resistente a la degradacion proteolitica
(Cheryan, 1980), reduciendo significativamente la digestibilidad in vitro de la misma
(Carnovale y col., 1988; Knuckles y col., 1989; Al-Wesali y col., 1995) y por tanto, el

valor nutricional de la legumbre.

El efecto perjudicial del acido fitico sobre la digestibilidad de la proteina surge
por su habilidad de interaccionar con ellas, formando dos tipos de complejos distintos,
dependiendo del pH (Cheryan, 1980). Complejos binarios proteina-fitato que se forman
a pH acido, y complejos terciarios proteina-mineral-fitato que se forman mediante
puentes catiénicos a pH préximo a la neutralidad. La reduccién de la solubilidad de las
proteinas como consecuencia de los complejos proteina-fitato pueden también afectar
negativamente a ciertas proteinas funcionales de las legumbres que dependen de su
hidratacion y solubilidad (Urbano y col., 2000). La posibilidad de que el fitico pueda
inhibir la proteolisis, mediante la inhibicién de las proteinasas digestivas, fue sugerido
por Sing y Krikorian (1982), pero investigaciones posteriores han fracasado al intentar
demostrar este hecho (Deshpande y Damodaran, 1989). Sin embargo, si se ha
demostrado la capacidad del acido fitico en inhibir la actividad de la enzima pepsina
(Camus y Laporte, 1976), a-amilasa (Cawlay y Mitchell, 1968; Sharma y col., 1978) y
tripsina (Singh y Krikorian, 1982).

Durante el procesado del alimento y en la digestion, el acido fitico o inositol
hexafosfato (IPs) puede ser parcialmente defosforilado, dando lugar a los productos de
degradacion: penta- (IPs), tetra- (IP,) y tri-fosfatos (IP3), a través de la accion de la
fitasa enddgena, que se encuentra en la mayoria de las semillas de las plantas

superiores (Zhou Y Erdman, 1999).

En los dltimos afios se han desarrollado mdltiples experiencias con el fin de
reducir el contenido de fitico en los alimentos, destinados al consumo humano y

animal, y asi aumentar la digestién de las proteinas y la biodisponibilidad de los
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minerales (Crean y Haisman, 1963; Hsu y col. 1980; Lonnerdal y col., 1989; Brune y
col.,, 1992; Sandstrom & Sandberg, 1992; Sanberg y col.,, 1999). Hurrel (2003)
establecid que existen tres vias para reducir el efecto inhibidor del acido fitico en la
absorcion de los minerales en dietas basadas en alimentos complementarios a base
de cereales y legumbres. El primer método es la eliminacion del acido fitico, el
segundo método es su degradacion enzimatica y el tercer método es la adicion de
compuestos al alimento que prevengan la unién fitato-mineral. Tales compuestos
incluyen el acido ascérbico y EDTA sodico. Aunque posteriormente afirma que la

forma més efectiva de reducir el &cido fitico es mediante la degradacion enzimatica.

Numerosas técnicas biolégicas de procesado, tales como remojo (Urbano y
col., 2003; Lestienne y col., 2005a), cocinado (Fernandez y col., 1997), germinacién
(Honke y col., 1998; Vidal-Valverde y col., 1998b) o fermentacion (Kozlowska y col.,
1996), reducen el contenido en fitico como consecuencia de su disolucion el en medio
o al aumento de actividad de fitasa, sintetizada naturalmente por la planta (fitasa
endogena) o por una serie de microorganismos (Nayini y Markakis, 1983; Sandberg y
Svanberg, 1991; Larson y Sandberg, 1992; Svanberg y col., 1993; Khalil y Mansour,
1995; Kozlowska y col., 1996; Honke y col., 1998; Sandberg y Kozlowska, 1999).
Actualmente, en el mercado, se encuentran disponibles preparados de fitasa
microbiana (haciendo factible su empleo en el procesado de alimentos). Estas fitasas
comerciales son capaces de reducir el contenido de fitico cuando se adicionan al

alimento (Pallauf y col., 1992; Van Hartingsveldt y col., 1994; Urbano y col., 2003).

La coccion ordinaria consigue reducir el contenido en fitico, de la semilla del
guisante, en un 40% (Habiba, 2002). Esto indicaria que tras el cocinado de guisantes
se eliminan considerables cantidades de &cido fitico, el cual, si se encuentra unido a
algun nutriente, tales como minerales o proteinas, detendria su utilizacion (Nestares y
col., 1999). Estos resultados estan de acuerdo con los encontrados por Abu El-Maati
(1997), Beal y Mehta, (1985), Torre y col. (1991), asi como, Zdunczyk y col. (1997).
Bishnoi y col. (1994b) encontraron una reduccibn menos acentuada (8%) tras la
cocciéon ordinaria del guisante, siendo esta disminucion mayor (12%) cuando se
trataba de coccion bajo presion. Alonso y col. (2001) observaron una reduccién
significativa en acido fitico tras la extrusién de harina de guisante. Sin embargo,
algunos autores parecen no encontrar efecto alguno del cocinado sobre el contenido

de fitico; Reddy y col. (1978) no detectaron rotura del acido fitico tras el cocinado de
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judias, ya que las pequefias pérdidas que pudieran observarse se debian a una
disolucién del fitico en el agua de coccion. Las experiencias con habas de Fernandez y
col. (1994) indican que el cocinado no ejerce efecto alguno salvo en el caso de un
remojo previo en medio acido, en el que se producirian las condiciones favorables
para una autolisis del acido fitico por parte de la fitasa endégena de la semilla. Es
posible que las distintas especies de leguminosas respondan de forma diferente a este

tipo de tratamiento debido a que cada una presenta una estructura interna propia.

Ademas se han ensayado otros métodos como ultrafiltracion (Okubo y col.,
1975), precipitacion y separacion del acido fitico en la preparacion de concentrados
proteicos de soja mediante la combinacién de pH bajo y alta concentracion de calcio, o
pH alto y baja concentraciéon de calcio (Ford y col., 1978) o combinacion de dialisis y
resina de intercambio anidnico para disminuir la concentracion de acido fitico y sus
sales a diferentes rangos de pH, obteniendo una disminucion del 78% sin unas
pérdidas significativas en la cantidad de proteina (Smith y Rackis, 1957). Estos tipos

de métodos son poco practicables a escala industrial.

Sin embargo, el &cido fitico no solo tiene efectos negativos en la salud humana;
Multiples estudios indican que actia como un antioxidante natural, principalmente
debido a sus propiedades quelantes del hierro, comportandose como un potente
inhibidor de la formacion de radicales hidroxilo de hierro, al bloquear el lugar de union
(Graf y col., 1984; Empson y col., 1991; Hawkins y col., 1993; Zhou y Erdman, 1995).
Existen algunos estudios encaminados a explicar su papel en la prevencion de ciertos
canceres, tales como el cancer de colon. Las primeras pistas de su accion
anticarcinogénica se observaron a través de estudios epidemiolégicos, los cuales
mostraban una menor incidencia en cancer de colon dentro de poblaciones
consumidoras de dietas vegetarianas (Englyst y col., 1982a y b). El mecanismo de
accion no se conoce aun; sin embargo, se supone que el fitico, por esa habilidad de
quelar minerales, tiene un efecto protector, al reducir por un lado, el riesgo de
peroxidacion lipidica (Rickard y Thompson, 1997), y por otro, la formacion de radicales
hidroxilo que se acomplejen al hierro en el colon (Nelson, 1976; Graf y Eaton, 1985;
Shamsuddin, 1995). Ademas el fitico disminuye los niveles séricos de colesterol y
triglicéridos (efecto hipolipidémico) (Zhou y Erdman, 1995; Rickard y Thompson,
1997).

Los productos de degradacion del fitico tales como IP; e IP,, ademéas de
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presentar potentes propiedades anticancerosas, ya que alteran la proliferacion y
diferenciacion celular, juegan un papel significativo en la mediacion de la respuesta
celular y se ha observado que pueden actuar como segundos mensajeros en los
sistemas de transduccion (Michell, 1986; Holub, 1987; Berridge y Irvine, 1989; Potter,
1990; Challiss y col., 1991; Irvine, 1992; Zhou y Erdman, 1995). Por otra parte podrian
tener efectos metabdlicos, tales como reduccion de enfermedades cardiacas mediante
el control de la hipercolesteronemia y arteroesclerosis (Jariawalla y col., 1990; Potter,
1995), prevencion de formacion de piedras en el rifién (Modlin, 1980; Ohkawa y col.,
1984), y reduccion del riesgo de padecer cancer de colon (Baten y col., 1989; Ullah &
Shamsuddin, 1990; Graf & Eaton, 1993; Vucenik y col., 1993; Yang & Shamsuddin,
1995; Shamsuddin y col., 1997). Ademas, se han estudiado la participacion de mio-
inositol (1,2,6) trifosfato en la prevencién de complicaciones de la diabetes y en el
tratamiento de enfermedades cronicas inflamatorias, asi como, en enfermedades
cardiovasculares (Claxon y col., 1990; Ruf y col., 1991, Siren y col., 1991; Carrington y
col., 1993).

2.2.7.3.1. EMPLEO DE ENZIMAS COMERCIALES EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

El uso de enzimas en los procesos industriales permite frecuentemente evitar el
empleo de altas temperaturas, solventes organicos y pH extremos, mientras que al
mismo tiempo estimula la reaccion especifica, la pureza de los productos y reducen el
impacto medioambiental. El incremento en el empleo de enzimas industriales depende
de una constante innovacion para mejorar el desarrollo y reducir costes. Esta
innovacion es llevada a cabo mediante un rapido incremento del conocimiento de una
enorme diversidad de enzimas naturales, ADN recombinante y tecnologias de
fermentacion que permiten esta diversidad de produccion a bajo coste, y la
modificacion de herramientas proteicas que permiten la incorporacion de enzimas en

el mercado industrial (Cherry y Fidantsef, 2003).

Durante la ultima década, las enzimas alimentarias han supuesto un cambio
significativo en los avances de la nutricion animal, particularmente en las especies
monogastricas. Su utilizacién en la industria alimentaria animal es reciente, aunque
esta aumentando drasticamente en los dltimos afios con el objetivo de mejorar la

calidad nutritiva de los materiales crudos (Van Harttingsveldt y col., 1996). El empleo
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de enzimas en las dietas de cerdos es actualmente, dentro de Europa, universal
(Bedford, 2000).

2.2.7.3.1.1. {Qué son las enzimas alimentarias?

Las enzimas son proteinas existentes en todas las células vivas aunque no se
les considera nutrientes por si mismos. Ademas de regular todos los procesos
metabdlicos y bioldgicos, son vitales en la digestién de alimentos. Al ser catalizadores
aceleran las reacciones quimicas en las que intervienen. Son sélo biolégicamente
activos bajo condiciones muy especificas de temperatura, pH y humedad. Las enzimas
son muy especificas para sus substratos y para las reacciones quimicas que ellos
catalizan. Son producidos por todos los organismos vivos tales como
microorganismos, plantas y animales. Al ser proteinas, cuando son adicionados al
alimento, son digeridas en el tracto digestivo, del mismo modo que el resto de las
proteinas, sin dejar ningun residuo en las heces u orina. La tecnologia moderna hace
gue la extraccion de enzimas procedente de bacterias u hongos sea factible. Es mas,
esta permite la produccion de enzimas alimentarias comerciales en gran escala y
consecuentemente, hace que sean mas asequibles y econémicas para su uso en

aplicaciones alimentarias.
2.2.7.3.1.2. Clasificacién de enzimas

Las enzimas alimentarias empleadas comercialmente podemos agruparlas
dentro de cuatro categorias: fitasas, carbohidrasas (incluyendo a-amilasa, a-
galactosidasa, NSP- enzimas degradadoras), proteasas y lipasas. Estas son muy
efectivas en mejorar la digestibilidad del fésforo procedente del fitico, asi como de
otros minerales, carbohidratos (incluyendo almidén), oligosacaridos y polisacaridos no

amilaceos, proteinas y lipidos, respectivamente.
2.2.7.3.1.2.1. ; Porqué son necesarias las enzimas alimentarias?

La necesidad de suplementar los alimentos con este tipo de enzimas se debe a
numerosos factores ya sean fisiolégicos, biologicos, dietéticos y medioambientales. En
animales jovenes la produccion de enzimas enddgenas puede ser limitada, debido a
que tienen un sistema enzimatico inmaduro, por lo que el suplemento de enzimas

alimentarias podria ser una necesidad fisiologica. Factores no nutritivos, tales como el
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acido fitico, oligosacaridos y polisacaridos no amilaceos, se encuentran
abundantemente en los ingredientes de origen vegetal. Como ya hemos comentado
anteriormente, estos factores son capaces de acomplejarse con nutrientes dietéticos,
afectando su digestibilidad. Sin embargo, los animales monogastricos no producen
enzimas enddgenas capaces de degradarlos. Por lo tanto, las enzimas alimentarias se
adicionan para ayudar en la digestion y liberacién de los nutrientes absorbibles y
utilizables. Al eliminar los efectos no nutritivos, mejoramos la disponibilidad de los
nutrientes alimentarios. Dirigir la excrecion de nutrientes (particularmente fésforo,
nitrégeno y minerales) en la produccion de ganado es un hito importante para controlar
la polucion medioambiental. Asi pues, las enzimas alimentarias son llaves basicas
para mejorar la digestibilidad de nutrientes que no pueden ser digeridos por las

enzimas endogenas.

2.2.7.3.1.2.2. LA ENZIMA FITASA

El acido fitico es degradado a mio-inositol pentafosfato (IPs) y fosforo
inorganico por enzimas denominadas fitasas [mio-inositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato
fosfohidrolasa (EC 3.1.3.8, EC 3.1.3.26)] (Reddy y col., 1989). En general, la fitasa
puede actuar no solo sobre IPg, sino también sobre inositoles fosfato menores (IPs, 1P,
IP3). Frias y col. (2003a) determinaron que el comportamiento de la fitasa es
claramente diferente dentro de cada legumbre debido, en parte, al heterogéneo
contenido en inositoles fosfato de cada especie; en concreto, ellos estudiaron el
guisante y la lenteja, y observaron que mientras el guisante contiene IPg, IPs, 1P, e 1P,

en la lenteja sélo existen IPg e IPs.

La fitasa forma parte de un subgrupo de enzimas de la familia de las fosfatasas
acidas. En términos generales, podran ser consideradas fitasas todas aquellas
enzimas que exhiban capacidad para hidrolizar el acido fitico (IPs) (Gibson & Ullah,
1990). Existen diferentes tipos de fitasa: 3-fitasas (EC 3.1.3.8), 4-fitasas, y 6-fitasas
(EC 3.1.3.26), indicando el punto susceptible de ataque de la unién fosfoéster
(Tijskens y col., 2001).

La fitasa es una enzima que ha sido estudiada extensamente durante los
ultimos afios debido al enorme interés existente para conseguir reducir el contenido de
fitico en piensos para animales y alimentos para consumo humano (Greiner y col.,

1996; van Hartingsveldt y col., 1995; Zyla, 1980). La fitasa fue originalmente propuesta
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como aditivo alimentario animal para mejorar el valor de los materiales vegetales
mediante la liberacién de fésforo inorganico (Michell y col., 1997). Recientemente se
considera como una forma de reducir los niveles de polucién de fosfato en areas de
desarrollo ganadero intensivo. Numerosos estudios han demostrado que la adicion de
fitasa mejora la utilizacion de fosfatos procedentes del fitico, reduciéndose,
drasticamente, la excrecion de fosforo inorganico (Simons y col., 1990; Cromwell y
col.,, 1995; Jongbloed y col., 1997; Kornegay y col., 1997; Kemme y col., 1999;
Waldroup, 1999; Bedford, 2000). A pesar de que el principal objetivo de Ila
suplementacioén con fitasa es convertir el fésforo indigerible de la molécula del fitico en
fosfatos absorbibles, la degradacion de los complejos del fitico también da lugar a
cantidades sustanciales de Fe, Zn, Cu y Mn inorganico, que ya pueden absorberse
como cationes divalentes (Rimbach y Pallauf, 1993; Adeola y col., 1995; Sandberg y
col., 1996; Windisch y Kirchgessner, 1996).

La actividad de la fitasa no es totalmente predecible, sin embargo, el beneficio
que consigue depende de varios factores, incluyendo material crudo empleado,
(cuando se emplean harinas, el tamafio de particula obtenido tras la molienda de la
semilla va a determinar la accesibilidad de la enzima al fitico (Fredrikson y col., 2001)),
fuente de fitasa, edad del animal, contenido dietético de calcio, fésforo y vitamina D,
asi como, el nivel de actividad fitasa presente en la dieta (Bedford, 2000). Varios
autores han sentenciado que cuanto mayor es el contenido de calcio en la dieta,
menor es la eficacia de la fitasa (Fisher, 1992; Leiy col., 1994; Sebastian y col., 1996).
El calcio no es solo responsable de precipitar el fitico, si no también de interaccionar
con sustratos solubles, reduciendo la susceptibilidad de interaccionar frente a un
ataque enzimatico (Sebastian y col., 1996). El empleo de quelatos, tales como citrato,
gue elimina el calcio de los complejos del fitico, son efectivos para aumentar la
actividad de la fitasa (Zyla y col., 1996; Boling y col., 1998; Maenz y col., 1999; Qian y
col., 1999). Estudios de balance en humanos indican que el incremento de los niveles
de calcio dietéticos, reduce el grado de degradacion de fitico (Cruickshank y col.,
1945; Walker y col., 1948; Ellis y col., 1986), probablemente debido a la formacion de
complejos insolubles calcio-fitico. Ademas al reducir el contenido de calcio de la dieta
obtendriamos beneficios econdmicos, ya que disminuiria su coste. No solo el
contenido de calcio absoluto en la dieta si no su proporcion con el fosforo, es lo que
parece ser lo importante, ya que cuanto mayor es este porcentaje menor es la

respuesta de la fitasa (Qian y col., 1997). La vitamina D interacciona en la dieta con
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ambos minerales, asi pues, si se eleva el contenido en vitamina D, al tiempo que
reducimos los niveles de calcio, se incrementaria la utilizaciéon del fitico, incluso en

ausencia de adicion de fitasa (Edwards, 1992; Fisher, 1992).

Como ya hemos comentado anteriormente, el acido fitico puede actuar como
factor no nutritivo al unirse a proteinas y quelar minerales, asi pues, la adiciéon de fitasa
podria mejorar el valor nutritivo de alimentos de origen vegetal mediante el aumento
de la digestibilidad de la proteina y la disponibilidad de los minerales después de
hidrolizar los fitatos durante la digestién en el estbmago (Sandberg y col., 1996; Yiy

Kornegay, 1996) o durante el procesado del alimento (Reddy y col., 1989).

La fitasa es también importante al producir determinados productos de
degradacion del fitico (IP; e IP4) muy interesantes en estudios cinéticos vy fisioldgicos,
comentados ya anteriormente. Después de identificar cada uno de estos productos,
gue inducen efectos fisiolégicos positivos para la salud, la utilizacion de fitasa deberia
encontrar una aplicacién en el procesado de alimentos para producir alimentos con un
valor nutritivo mejorado, beneficiosos para la salud, sin alterar sus propiedades

sensoriales (alimentos funcionales) (Konietzny & Greiner, 2002).

2.2.7.3.1.2.1.1. Localizaci6on de la fitasa

El &cido fitico es una de las formas mas abundantes de fésforo organico de la
naturaleza. De ahi que la capacidad de sintetizar fitasa se encuentre ampliamente
distribuida entre organismos, incluyendo microorganismos (hongos y bacterias),
plantas, asi como, en tejidos de algunos animales (Irving, 1980; Nayini y Markakis,
1986).

a) Microorganismos

La actividad fitasa se detecta en numerosos microorganismos, la mayoria de
los cuales producen solamente fitasa intracelular. La actividad fitasa extracelular
practicamente se encuentra en exclusiva en los filamentos de los hongos, siendo
Aspergillus niger el mejor productor (Shieh & Ware, 1968; Gargova y col., 1997). Hay
gue tener en cuenta que en la produccién de fitasas microbianas para aplicaciones
alimentarias o para la fermentacién con microorganismos vivos con actividad fitasa, es

la fitasa extracelular la mas importante, ya que se pueden extraer y purificar con mayor
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facilidad que las intracelulares, y sobretodo, porque durante el procesado del alimento

el substrato y la enzima deben encontrarse (Sandberg y Andlid, 2002).

Los hongos son una importante fuente de fitasas, el género mas estudiado es
Aspergillus, del cual se obtienen fitasas comerciales ampliamente utilizadas, aunque
en los Ultimos afios se ha comenzado a emplear la fitasa procedente de Peniophora
lycii. En particular las especies A. niger, A. ficuum y A. fumigatus estan siendo objeto
de multiples investigadaciones, ya que se han clonado y mejorado sus genes mediante

ingenieria genética (Wyss y col., 1999).

También se ha encontrado actividad fitasa en bacterias, tales como
Pseudomonas sp. (Richardson & Hadobas, 1997), Bacillus subtilis (Powar &
Jagannathan, 1982; Shimizu, 1992; Kerovuo y col., 1998), B. amyloliquefaciens (Kimy
col., 1998a), Klebsiella sp. (Tambe y col., 1994; Greiner y col., 1997), Escherichia coli
(Greiner y col., 1993) y Enterobacter (Yoon y col., 1996). Las Unicas bacterias que
poseen actividad fitasa extracelular son las que pertenecen al género Bacillus y

Enterobacter.

Por otra parte, se ha estudiado en los microorganismos empleados para la
fermentacion de alimentos, su capacidad de degradar el fitico durante el proceso de
fermentacion. Algunas levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae (Moore y col.,
1995; Nakamura y col., 2000; Haraldsson y col., 2005) y Schwanniomyces castellii

(Lambrechts y col., 1992) producen fitasa intracelular, asi como, extracelular.

A través de la biotecnologia se pueden obtener preparados de fitasa
microbiana, disponibles comercialmente y emplearlos para la elaboracion de

alimentos.

b) Plantas

La enzima fitasa podemos encontrarla en los compartimentos de almacén
dentro del grano, semilla y polen de plantas superiores, tales como, cereales,
legumbres, semillas oleaginosas y frutos secos, aunque una pequefa actividad fitasa
se localiza también en las raices de las plantas. La fitasa es la enzima responsable, en
granos, semillas y polen, de la degradacion del acido fitico durante la germinacion para

la obtencion de fosfato, minerales, aminoacidos y mio-inositoles disponibles
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necesarios para el crecimiento y desarrollo de la planta (Reddy y col., 1989). En un
principio se suponia que la fitasa localizada en las raices le servia a la planta a utilizar
mejor el fésforo del suelo, pero diversos estudios han demostrado que esta fitasa es
utilizada pobremente por la planta (Hayes y col.,, 2000). Sin embargo, los
microorganismos del suelo, tales como, Bacillus sp. y Enterobacter podrian
comportarse como factores importantes en transformar el fésforo del suelo disponible

para la planta.

La mayor actividad fitasa ha sido localizada en cereales, principalmente trigo,
arroz y cebada (Sandberg y Svanberg, 1991; Konietzny y col.,, 1995; Greiner y
Konietzny, 1997), aunque también las leguminosas tienen una amplia actividad fitasa
(Eskin y Johnson, 1987; Han y Gallagher, 1987; Greiner y col., 1996). En general, la
actividad de la enzima fitasa en legumbres y plantas oleaginosas es 10 veces menor a

la de los cereales (Konietzny & Greiner, 2002).

C) Tejidos animales

En comparacion con las investigaciones sobre la fitasa localizada en
microorganismos y plantas, la dirigida a la fitasa de origen animal es muy limitada. El
primer articulo relacionado con ella aparecié en 1908, en él cual se detectaba la
existencia de fitasa en higado y sangre de ternera (McCollum & Hart, 1908). Sin
embargo, investigaciones posteriores en mamiferos fueron infructuosos, ya que sélo
se detectaron en la sangre de vertebrados, tales como pajaros, reptiles y peces

(Rapoport y col., 1941).

Debido a las adversas consecuencias nutricionales de la fitasa para los
animales, incluido el hombre, se ha estudiado la existencia de fitasa en el tracto
gastrointestinal de varios animales. Asi pues, la fitasa fue detectada en la mucosa del
intestino delgado de ratas, conejos, cerdos, pollos, terneras y humanos (Bitar &
Reinhold, 1971; Cooper & Gowing, 1983; Igbal y col., 1994), aunque, debemos tener
en cuenta que esta fitasa apenas juega un papel importante en la digestion del acido
fitico de la dieta en animales monogastricos (Igbal y col., 1994). En la degradacion del
fitico en animales monogastricos también colabora la flora intestinal del intestino

grueso.
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2.2.7.3.1.2.1.2. Propiedades cataliticas de la fitasa

La mayoria de las fitasas poseen un pH 6ptimo alrededor de 4.5 a 6.0 y una
temperatura ideal que oscila de 35 a 77 °C (Tijskens y col., 2001). En concreto, las
condiciones Optimas de accioén de la fitasa producida por A. niger son pH 2.2, 5.0-5.5y
temperatura de 55-58 °C, su actividad especifica a 37 °C es de 50-103 (U mg ™) (Ullah
& Gibson, 1987; Simons y col., 1990; Wyss y col., 1999 a, b).

La actividad de fitasas enddgenas se ha estudiado en distintas legumbres.
Scott (1991) encontré que en el guisante y la judia la fitasa presentaba actividad
maxima a 37 °C. Honke y col., (1999) sefialaron que la actividad fitasa de guisantes,
lentejas y judias se encontraba dentro del rango 37-55 °C. El valor de pH juega un
papel en la actividad de la fitasa enddgena de leguminosas. De acuerdo con la
literatura, el pH 6ptimo de esta enzima se encuentra dentro del rango de 4.6 a 6.0,
aunque también la neutralidad o incluso una leve alcalinidad del medio son adecuadas
(Mandal y col., 1972; Han y Gallgher, 1987; Scott, 1991; Honke y col., 1999).

2.2.7.3.1.2.1.3. Hidrdlisis del fitico a través de la fitasa

El &cido fitico puede ser degradado por la fitasa durante el procesado del

alimento o como consecuencia de su paso a través del tracto gastrointestinal.
a) Hidrolisis del fitico durante el procesado

Es conocida la correlacion existente entre la rapida hidrélisis del acido fitico y el
aumento de la actividad fitasa de la semilla o grano durante la germinacion. En el
transcurso de este periodo el &cido fitico es hidrolizado por una o varias fitasas
endogenas, liberandose fésforo inorganico e Inositol libre, que van a satisfacer las
necesidades biosintéticas de los nuevos tejidos (Lolas y Markakis, 1977; Vidal-
Valverde y col., 1994). Chen y Pan (1977), asi como, Honke y col. (1998) observaron
como la germinacion provoca una reduccion del contenido en fitico y un aumento en la

actividad fitasa en los guisantes.

La fermentacion de cereales y leguminosas reduce apreciablemente su
contenido en acido fitico debido a la actuacion de la fitasa endégena del vegetal y a la

de los microorganismos utilizados. La hidrélisis dependera de la cantidad de
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microorganismos afiadidos al alimento y del tiempo de fermentacion (Kozlowska y col.,
1996). Paradodjicamente la fermentacion es un proceso de mucha utilidad y
ampliamente empleado en la preparacion de alimentos de consumo diario en

comunidades con una alta ingesta de leguminosas (Barampama y Simard, 1994).

Una alternativa a la activacion de la enzima enddgena del alimento es la
adicién de fitasa comercial durante el procesado del mismo, lo cual daria lugar a una
degradacion importante de los niveles de fitico (Beers y Jongbloed, 1992; Segueilha y
col., 1992; Shimizu, 1994; Gustafsson y Sandberg, 1995; Marklinder y col., 1995).

Como ya hemos comentado anteriormente para optimizar el proceso y
conseguir incrementar la biodisponibilidad de minerales y proteinas, mediante la
degradacion del fitico, es esencial conocer las condiciones de actuacion Gptimas para
la fitasa, l6gicamente existen diferencias para la actividad fitasa procedente de las
distintas especies de plantas o microorganismos. Frias y col. (2003a) compararon la
accion de una fitasa comercial (procedente de A. niger) y la fitasa endo6gena de
harinas de guisante y lenteja y concluyeron que, en la harina de lenteja, la adicién de
fitasa no suponia una mayor pérdida de fitico, sin embargo, en el caso de la harina de
guisante, la pérdida del contenido de IP¢ e IPs es superior tras la adicion de fitasa

comercial, en comparacion a cuando solo actla la enzima endogena.

La fitasa procedente de harina de A. niger 1500 PU g* (una unidad de fitasa,
PU, es la cantidad de enzima que libera bajo condiciones estandar, pH 5.0, 37 °C, 1
nmol de fésforo inorganico procedente de la fitasa sédica durante 1 minuto) se afadio
a una masa preparada con harina de trigo y se observé que la hidrolisis de fitico en la

mezcla alcanz6 el 88% (Turk y col., 1996).

Khare y col. (1994) observaron que tras la adicién de fitasa, procedente de
trigo, a leche de soja, se producia una reduccién significativa de fitico, tras 8h de

tratamiento a 60 °C.

Beers y Jongbloed (1992) comprobaron una mejora en el desarrollo de cerdos
y en la digestibilidad aparente del fésforo tras la adicion de fitasa procedente de A.

niger en el pienso de los animales.

Varios autores han observado mejoras, aunque en distinto grado, en la
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digestibilidad de los aminoacidos tras el empleo de fitasa en las raciones para cerdos

(Martin y col., 1998; Namkung y Leeson, 1999; Ravindran y col., 1999).

b) Hidrdlisis del fitico en el sistema digestivo

A la hora de discutir la degradacién del fitico a lo largo del tracto
gastrointestinal debemos tener en cuenta una serie de factores, por ejemplo, si existe
algun efecto de la fitasa procedente de la dieta, de la mucosa intestinal o de la
producida por la microflora intestinal. En concreto, la degradacion del fitico en el
estébmago e intestino delgado de humanos se produce principalmente como resultado
de la actividad de la fitasa dietética de origen vegetal o microbiano, siendo esta Ultima
la mas estable de las dos en las condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal. La
fitasa procedente de A. niger tiene un pH éptimo a 2.5 y 5.5 (Simons y col., 1990), por
lo que es activa principalmente en el estomago (Jongbloed y col., 1992). No debemos
olvidar que la actividad fitasa de la mucosa intestinal en el hombre es baja, apenas si
participa en la degradacion del fitico que tiene lugar en el intestino, cuando se
consume una dieta normal. Sin embargo, si se han encontrado evidencias de hidrélisis
de fitico en el colon de cerdos, debido a la accion de la fitasa liberada por la flora

intestinal presente (Lantzsch y col., 1988; Sanberg y Andlid, 2002).

Se ha sugerido que podria existir una adaptacion a un aumento de degradacion
de fitico (Widdowson & Thrussell, 1951), potencialmente, esto podria ocurrir como
consecuencia de un cambio en la secrecion de la enzima o una alteracion de la flora

intestinal.

Simona y col. (1990) y Cromwell y col. (1995) concluyeron que la forma mas
eficaz de incrementar la degradacién de fitatos en animales monogastricos durante la
digestion era suplementando el alimento o pienso con la enzima fitasa, sobretodo
cuando la dieta estaba elaborada principalmente a base de leguminosas, ya que,
como hemos indicando anteriormente, las leguminosas no tiene una actividad fitasa

tan elevada como los cereales.
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. HARINAS FUNCIONALES DE GUISAN

pe

Con el fin de estudiar la influencia del tratamiento enzimatico con fitasa a la que

se somete la harina de guisante (Pisum sativum), sobre la ingesta, cambios
ponderales, utilizacion nutritiva de la proteina, hidratos de carbono y minerales, se
proyectaron una serie de ensayos a realizar en ratas Wistar de ambos sexos,
comenzando desde que alcanzan un peso medio de 100g, encuadrados en los

disefios experimentales que se esquematizan a continuacion.

3.1. MATERIAL

Las caracteristicas del guisante empleado son: variedad comercial Esla,
perteneciente al germoplasma de Valladolid (Espafia), peso medio de la semilla de
14,8 g (talla mediana), aspecto redondo, cotiledon amarillo y testa ligeramente verdosa
(Vidal-Valverde y col.,, 2003), cultivados en unas condiciones edafocliméticas

controladas.
3.1.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron tres experimentos en los que se utilizé la harina de guisante
crudo o sometido a distintos procesos, siguiendo la técnica de balance de Thomas-
Mitchell (Mitchell, 1923). Cada lote de diez ratas se aliment6 con una de las siguientes

dietas ensayadas:
@ Harina de Guisantes Crudos (GC)

La semilla completa fue desecada con aire y posteriormente molida y tamizada
a través de un tamafio de malla de 0,5 mm. Posteriormente se suplement6 con 5% de
aceite de oliva, para asi cubrir los requerimientos lipidicos de las ratas en crecimiento
(AIN, ).

Esta misma harina se empledé para la obtencion del resto de dietas

experimentales.
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@ Harina de Guisantes sometida a Remojo Sin Adicion de Fitasa (GNF)

100 g de harina de guisante crudo se incubaron en una solucién buffer 0.1 N de
acido acético/hidroxido sédico, a pH 5.5. El volumen final se enras6 hasta 1000 ml con

agua destilada atemperada y se ajusto el pH a 5,5 con HCI 2N.

El experimento se realizé por duplicado en un fermentador (Infors ISF-100,
Infors AG, Suiza) a 37 °C durante 60 minutos y a una velocidad de agitacién de 350
rpm, siguiendo el método descrito por Frias y col. (2003). El porcentaje de harina de

leguminosa:solucién de remojo fue de 1:10 (w/v).

Después de la incubacion, la mezcla se centrifugé a 5 °C y 10.000 rpm, durante
10 minutos y se descartd el sobrenadante. Finalmente la harina de guisante se

congeld y liofiliz6, hasta peso constante, para su posterior analisis.
@ Harina de Guisantes sometida a Remojo Adicionada de Fitasa (GF)

100 g de harina de guisante crudo se incubaron en una solucién buffer 0.1 N de
acido acético/hidroxido sddico, a pH 5.5, y tratados con 160 mg de fitasa comercial
“Phytase Novo L” (800 unidades de fitasa/Kg de alimento) (Fitasa procedente de
Aspergillus niger, distribuidos por la casa Novo Nordisk). Una unidad de actividad
fitasa es definida como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de fésforo inorganico
del fitato sédico por minuto a pH 5.5 y 37 °C (Urbano y col., 2003). La optimizacion del
proceso de actuacion de la enzima fitasa fue deducida por Dr. Jaime Antezana durante
la elaboracion de su Tesis Doctoral (Phytase, Novo Nordisk L, actividad enzimatica
5000 FYT/g, 1 FYT = Liberacién de 1 umol de fosfato/minuto a pH 5.5 y 37°C).

El resto de los procesos aplicados fueron idénticos a los desarrollados para la
dieta GNF.

3.1.2. DESARROLLO DE LOS EXPERIMENTOS:

En cada experimento se utilizaron 10 ratas albinas (Ratus novergicus) de la
raza Wistar, 5 machos y 5 hembras, que procedian del Servicio de Animales del

Laboratorio de la Universidad de Granada.
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Las ratas en crecimiento (recientemente destetadas), con un peso inicial de
111+1.6 g, fueron alojadas, desde el dia 0 del experimento, en jaulas individuales de
metabolismo, de acero inoxidable, que permitian un perfecto control y separacion de
comida, heces y orina. A su vez estas jaulas fueron situadas en una habitacién
termoregulada a 21+2°C, con un sistema de ventilacién conveniente y con fotoperiodo

controlado de 12 horas (luz/oscuridad).

La dieta fue ingerida por los animales ad libitum, al igual que el agua
bidestilada.

El periodo experimental fue de 10 dias de duracién, de los cuales los 3
primeros dias corresponden al periodo de adaptacion a la dieta y a las condiciones
experimentales, y los 7 dias siguientes constituyen el periodo principal experimental en
el que se recogen por separado las heces y orina, para su posterior analisis,
controlandose durante este periodo la ingesta de la dieta y el peso corporal (diagrama
1).

Diagrama 1. Disefio de las experiencias realizadas

DIA {1 {2 {3 {4 i5i6:7;:8:i9 10

 HE BN
H N B

Periodo de Adaptacion

Periodo Experimental
Control de Peso
Control de Ingesta

Recoleccion de Heces y Orina
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Las heces homogeneizadas y desecadas, se conservaron refrigeradas en
bolsas de plastico; y la orina, se recogié sobre agua bidestilada + acido clorhidrico al

35% y se llevé a volumen conocido.

Al final del periodo experimental los animales fueron sacrificados por
decapitacion. Los 6érganos extraidos: higado, Longitimun Dorsi, esternén, fémur,
corazon y rifidn, se congelaron para posteriormente, previa preparacion de la muestra,
realizar las determinaciones analiticas en cada una de las partes anatémicas
seleccionadas. Al mismo tiempo se recogio la sangre de los animales, que fue
conservada en frio, sin congelar, para proceder a la inmediata determinacion de los

parametros sanguineos.

Las ratas se manipularon en todo momento conforme establecen las
regulaciones Europeas existentes en la actualidad en relacion a los animales de

laboratorio.

3.2. TECNICAS ANALITICAS:

Los métodos analiticos empleados fueron los siguientes:

3.2.1. Humedad (materia seca)

Se realizé por desecacion en una estufa a 105 + 1°C hasta peso constante. Se
determina en dieta, heces, higado, fémur, esternén, corazén rifién, y mausculo

Longissimus dorsi.

3.2.2. Nitrégeno total

Por el método de Kjeldahl, usando como catalizador aproximadamente 5
gramos de mezcla: Sulfato potasico (100 partes), Sulfato cuprico (6 partes) y Selenio
(1 parte). Se utiliz6 el factor 6,25 para la conversion del nitrégeno en proteina cruda. El

factor de correccion para calcular el contenido en proteina es 6,25.

Se determina en dieta, heces, orina, higado y musculo Longissimus dorsi.
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3.2.3. Nitrégeno insoluble y nitrégeno soluble proteico y no proteico

La determinacion se realizé segun el método descrito por Periago y col. (1996c)
con ligeras modificaciones, las muestras de harina de guisantes (0.5 g) se extraen por
3 veces consecutivas con 10 ml de NaOH 0.02N durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Tras la extraccion, el conjunto de los diferentes extractos y la harina de
leguminosa se centrifuga a 3000 rpm durante 45 minutos. El sobrenadante se destina
a la determinacién de nitrégeno soluble proteico y no proteico mientras que el resto de
nitrégeno que queda en la harina de leguminosa precipitada corresponde al nitrégeno
insoluble. Al sobrenadante que contiene el nitrégeno soluble se le adicionan 20 ml de
acido tricloroacético (30%) y la mezcla se mantiene refrigerada a 4°C durante 15
minutos tras lo cual se centrifuga a 3000 rpm durante 45 minutos. En el sobrenadante
gueda el nitrégeno no proteico, mientras que precipitado queda el nitrégeno proteico.
El contenido en las tres fracciones separadas se determinara por el método de
Kjeldahl.

3.24.pH

El pH de los guisantes crudos y procesados se determiné después de que 5 g
de ejemplo se suspendieran en 40 mL de agua destilada empleando un medidor de pH
Crison GLP22 (Crison, Barcelona, Espafia). A continuacion las muestras se titraron
con 0.1 M de NaOH hasta pH 7. La acidificacion titrable se expresa como

miliequivalentes de NaOH por 100g de sustancia seca (S.S.).

3.2.5. Azlicares solubles disponibles y a-Galactésidos

Los analisis de glucosa, fructosa, sacarosa y a-galactésidos (rafinosa,
estaquiosa y verbascosa) fueron llevados a cabo usando el método descrito por Frias
y col. (1994).

3.2.6. Almiddn total

El contenido en almidén total y utilizable se determinan de acuerdo al método
de Vidal-Valverde y col. (1998b), mediante un proceso basado en la digestion
enzimatica total del almidén a glucosa durante 3h y 30 min, respectivamente; El
contenido en almidén se calcula multiplicando la concentraciéon resultante de glucosa
por 0,9 (Dalqvist, 1964).
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3.2.7. Vitaminas B,y B,

Se lleva a cabo a través de una sola extraccién para determinar ambas
vitaminas de acuerdo con Vidal-Valverde y col. (1993b). Estas vitaminas fueron
cuantificadas mediante HPLC como describié Vidal-Valverde y col. (1993b) y Frias y
col. (1995b).

3.2.8. Minerales Totales (Cenizas)

Se obtienen por calcinacion de una parte de la muestra en horno a 450°C,
hasta su perfecta calcinacion; el residuo se diluye con solucion de acido clorhidrico 6 N

y se enrasa con agua bidestilada a un volumen determinado, para posterior analisis.
3.2.9. Magnesio, Hierro y Cinc

Las concentraciones de Magnesio, Hierro y Cinc de la dieta, heces, orina,
fémur, esterndn, corazén y rifibn se determinan mediante espectrofotometria de
absorcién atdémica, utilizando un espectrofotémetro PERKIN-ELMER 1100B (Perkin-
Elmner, Norwalk, CT, USA), con llama de gas acetileno y usando una longitud de onda
de 285.2 nm para Mg, 249.3 nm para Fe y 213.9 para Zn. Las muestras se diluyeron

con agua bidestilada.
3.2.10. Fibra alimentaria

La determinaciéon de los componentes de la fibra alimentaria se ha conseguido
a través del método establecido por Prosky y col. (1992). Las fracciones de fibra
alimentaria se obtienen en forma de residuos insolubles después de la digestion
enzimética de los componentes de la fibra no alimentaria: los residuos insolubles se
aislan mediante filtracion, y la fibra soluble es precipitada con etanol. Los residuos
secos corresponden a fibra dietética insoluble (FDI) y fibra dietética soluble (FDS). La
fibra dietética total (FDT) es el resultado de la suma de FDIy FDS.

3.2.11. Actividad Inhibidora de la Tripsina (TIA)

Los TIA se determinaron conforme se describe en Vidal-Valverde y col.
(1993b). La actividad inhibidora de la tripsina se expres6 en unidades de tripsina

inhibidas por mg de muestra (TIU mg™ SS).
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3.2.12. Inositoles fosfatos

Los inositoles hexafosfato (IPs), pentafostato (IPs), tetrafosfato (IP,) vy trifosfato
(IP3) se cuantificaron por HPLC de acuerdo al método establecido por Kozlowska y col.
(1996).

3.3. PARAMETROS E iNDICES BIOLOGICOS UTILIZADOS

& Ganancia de peso

& Ingesta de alimento

& Excrecion fecal y urinaria de nitrégeno, magnesio, hierro, cinc.

@ Determinacion de la composicion quimica de higado, plasma, fémur y y

musculo Longissimus dorsi.

Los diferentes indices biolégicos utilizados se calcularon de la siguiente forma:

* Absorcion Aparente: Es la cantidad ingerida menos la cantidad eliminada en

heces.
A=(1-F)

* Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA): Es la relacion porcentual

entre la cantidad absorbida de la ingerida, sin tener en cuenta las pérdidas endégenas.
CDA=[(I-F)/1]x 100

* Balance o Retencion de Corporal: Se determina por diferencia entre el

absorbido y el urinario.
Balance=1-(F+U)

* Utilizacién metabodlica o % Retenido/Absorbido: Expresa el tanto por
ciento de la cantidad retenida de la absorbida. La cantidad retenida se determina por

diferencia entre la cantidad absorbida y la excretada por orina.

RIA=[1-(F+U)/(I-F)]x 100
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Las siglas utilizadas en estas férmulas, son las indicadas por la FAO/OMS
(1966):

I: Ingerido.
F: Excrecion Fecal.

U: Excrecion Urinaria.

* Indice de Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (C.E.C.): Expresa la
ganancia en peso de los animales en gramos (incremento de peso por gramo/rata/dia),

por gramos de proteina ingerida durante los 7 dias de la experiencia.

Ganancia de peso
CE.C.=

g proteina ingeridos

* [ndice de Transformacion de Sustancia Seca (I.T.S.S.): Expresa la

cantidad de alimento ingerido en relacion a la ganancia de peso.

Alimento ingerido (g)
.T.S.S. =

Ganancia de peso (g/rata/dia)

* [ndice de Carbohidratos Utilizables (I.C.U.): Expresa la ganancia de peso

de los animales en gramos, por gramos de hidratos de carbono utilizables ingeridos

Ganancia de peso (g/rata/dia)
I.C.U. =

Ingesta de carbohidratos utilizables (g /dia)
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3.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se sometieron a un andlisis multifactorial de la varianza. Se ha
calculado el valor medio (MEDIA) y el error estandart (EEM) de la media para cada
parametro estudiado, utilizando el programa estadistico Statgraphics Statistical
Graphics 5.0 Systems Software (Statistical Graphics Corporation, Rockville, MD, USA).
Posteriormente al Andlisis de la Varianza (si este era significativo) se estudié el grado
de significacion de las diferencias entre los parametros e indices utilizados mediante

test de Durcan para P<0.05.
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V. RESULTADOS -

4.1. COMPOSICION QUIMICA DE LAS DIETAS ENSAYADAS
4.1.1. ANALISIS QUIMICOS:

El contenido de nutrientes y factores no nutritivo de la harina de guisante
crudo y de la obtenida después del remojo a 37 °C y pH 5,5 con o sin la adicion de la
enzima fitasa comercial “Phytase Novo L” se describe en las Tablas 14 a 18. Cuando

la enzima no se afadio, solo la fitasa endégena podria actuar durante el remojo.

Tabla 14. Efecto de la adicion de fitasa comercial en el contenido en nitrégeno: total,
insoluble, soluble proteico y soluble no proteico de Pissum sativum L. var. esla

e e varina e
Harina de Control No Guisante
Guisante adicionada adicionada de
Cruda (GC) . Fitasa
de Fitasa (GF)
(GNF)
Nitrégeno (g/100g s.s.)
Nitrégeno total 4.44+0.05" 4.18+0.04° 4.12+0.05°
Nitrogeno Insoluble 0.48+0.01° 0.42+0.02° 0.43+0.01°
Nitrégeno Soluble b b a
Proteico 3.30+0.02 3.39+0.03 3.03+0.03
Nitr6égeno Soluble No b a b
TS . 0.66+0.02 0.37+0.03 0.57+0.03
pH 6.5 5.6 5.7

Los valores representados en la tabla son medias de tres determinaciones (Urbano y col.,
2003). El Error Estandar de la Media vari6 entre +0.01 y +0.1% del valor de la media. Los
resultados estan referidos a gramos de sustancia seca. Letras iguales dentro de la misma fila
indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

GC: Dieta de Harina de Guisante Crudo + 4% Aceite de Oliva.

GNF: Dieta de Harina de Guisante Control No adicionada de Fitasa + 4% Aceite de Oliva.

GF: Dieta de Harina de Guisante Control adicionada de Fitasa + 4% Aceite de Oliva.
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El contenido de nitrégeno, reflejado en la tabla 14, disminuye significativamente

a consecuencia del tratamiento realizado. El porcentaje de descenso es del 6% en el

grupo control sin adicion de fitasa y la perdida es debida fundamentalmente al

nitrégeno soluble no proteico. En la dieta adicionada de fitasa el descenso es del 7% y

la pérdida es debida fundamentalmente al nitrégeno soluble proteico.

Tabla 15. Efecto de la adicién de fitasa comercial en el contenido en AzUcares
solubles utilizables, Almidon, Azlucares Utilizables Totales y Vitaminas de Pissum

sativum L. var. esla

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Azlcares solubles utilizables (g/1009)
Fructosa ND? ND? 0.08+0.01°
Glucosa ND? 0.06+0.01° 0.16+0.01°
Galactosa ND? ND? 0.12+0.01°
Sacarosa 1.73+0.14° 0.32+0.01? 0.38+0.02°
Azucares Solubles Utilizables 1.73+0.14° 0.38+0.01° 0.74+0.03"
Totales
Almidon (g/100g)
Almidén Total 42.65+0.582 48.73+0.91° 48.09+0.10°
Almidén Utilizable 38.70+1.212 45.21+0.60° 44.11+0.66°
Almidon Resistente 3.95+0.65% 3.53+0.30% 3.98+0.57%
AZEETES LTzl es ToiHies 40.43+0.36%  4558+0.31°  44.85+0.35"

(9/1009)
Vitaminas (mg/100g9)

Vitamina B1
Vitamina B2

0.729+0.013"
0.146+0.007°

0.217+0.004°
0.088+0.002°

0.216+0.003°
0.090+0.005°

Los valores representados en la tabla son medias de tres determinaciones y han sido

publicados por Urbano y col. (2003). El Error Estandar de la Media vario entre £0.01 y +0.1%
del valor de la media. Los resultados estan referidos a gramos de sustancia seca. Letras

iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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El pH de las dietas tratadas desciende significativamente de 6.5 en guisante
crudo a 5.6 en la dieta control sin adicion de fitasa y 5.7 en guisantes adicionados de
fitasa. Produciéndose el consiguiente aumento en la capacidad tamponadora de las
dietas (acidez titrable) de 3.4 meq NaOH/100g S.S. en la harina de guisante crudo a
9.54 y 9.40 meq NaOH/100g S.S. en las dietas control sin fitasa y guisante tratado con

fitasa respectivamente.

Se observaron reducciones significativas en el contenido en vitaminas B;
(40%) y B, (70%) en los guisantes procesados, con respecto a los guisantes crudos,

sin existir diferencias significativas entre estos dos grupos (Tabla 15).

Tabla 16. Efecto de la adicién de fitasa comercial en el contenido en cenizas,
Magnesio, Cinc, Hierro y Fosforo Total de Pissum sativum L. var. esla

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Cenizas (g/100g) 3.01+0.21° 1.36+0.16 @ 1.34+0.09 @
Magnesio (mg/100g) 133.6445.09°  77.52+3.52° 40.94+1.28 @
Cinc (mg/100g) 8.38+0.31° 3.28+0.14° 2.16+0.21 2
Hierro (mg/100g) 6.39+0.08 ° 4.28+0.07 ° 5.94+0.10 °

Fosforo Total (mg/100g)  311.49+5.54° 151.51+3.61*°  200.78+2.35°

Los valores representados en la tabla son medias de tres determinaciones. El Error Estandar
de la Media vari6 entre +0.01 y +0.1% del valor de la media. Los resultados estan referidos a
gramos de sustancia seca. Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen

diferencias significativas (P<0.05).

El contenido en minerales totales en la harina de guisante cruda fue 3 g/100g
S.S., el contenido en Magnesio 133.64, en Hierro 6.39 y en Cinc 8.38, expresados en
mg/100 g s.s. (Tabla 16). El remojo, con o sin adicion de la enzima fitasa, redujo
drasticamente el contenido en minerales totales en las distintas harinas de guisante
ensayadas en relacion a la harina de guisante crudo, siendo esta reducciéon de un 55 y
56% para GNF y GF, respectivamente. Después de 60 minutos de remojo con o sin
adicion de la enzima fitasa, se observa una reduccion significativa en el contenido de

Mg (42-69%) y Zn (61-74%.) siendo esta pérdida mas pronunciada en la harina
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adicionada de fitasa (GF). En el caso del hierro las pérdidas provocadas durante el
procesado (33-7%) son significativas en relacion al contenido en este mineral del
guisante crudo; siendo esta disminucion mas acentuada en la dieta control a la que no
se le adicion6 la enzima fitasa (GNF). El contenido de Fésforo Total se redujo
drasticamente durante el procesado, siendo esta pérdida mas significativa en la harina
de guisante sin adicién de fitasa (51.4 y 35.5% en GNF y GF) en relacién a la harina
de guisante cruda. En relacién al contenido en las dietas de fésforo procedente de
inositoles fosfato se observa una reduccion significativa en las dos dietas procesadas,
con o sin adicion de enzima, sin que existan diferencias significativas entre ellas (45.8

y 59.3% en GNF y GF), en comparacién con la harina de guisante cruda.

Tabla 17. Efecto de la adiciéon de fitasa comercial en el contenido en fibra total,
fibra soluble y fibra insoluble de Pissum sativum L. var. esla

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Fibra Total (g/100g) 20.50+0.32° 18.35+0.36 2 19.32+0.37 2
Fibra Soluble (g/100g) 3.85+0.16° 0.56+0.12 2 0.65+0.05 2
Fibra Insoluble (g/100g) 16.65+0.26 @ 17.88+0.32% 18.91+0.25°

Los valores representados en la tabla han sido determinados por Vidal-Valverde y col. El Error
Estandar de la Media varié entre £0.01 y +0.1% del valor de la media. Los resultados estan
referidos a gramos de sustancia seca. Letras iguales dentro de la misma fila indican que no
existen diferencias significativas (P<0.05).

El efecto de la fitasa enddgena y de la fitasa comercial en el contenido en fibra
total, fibra soluble y fibra insoluble se detalla en la tabla 17. El tratamiento de remojo
en la harina de guisante sin adicion de enzima (GNF) reduce significativamente el
contenido en Fibra Total en un 10.5%, debido a la pérdida de Fibra Soluble (85.5%),
en relacion a la harina de guisante crudo. Por otro lado el contenido en Fibra Total en
la dieta procesada adicionada de fitasa (GF) se reduce ligeramente en un 5.8%,
debido principalmente al descenso en Fibra Soluble, que disminuye en un 83.1%, en

relacion a la harina de guisante crudo.
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Tabla 18. Efecto de la adiciéon de fitasa comercial en el contenido en factores no
nutritivos: Alfagalactosidos, Inhibidores de la Tripsina e Inositoles Fosfato de
Pissum sativum L. var. esla

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Alfa-galactdsidos (g/100g s.s.)
Rafinosa 0.56+0.03" 0.15+0.01° 0.12+0.01°
Estaquiosa 2.24+0.06°" 0.45+0.01° 0.43+0.01°
Verbascosa 2.39+0.10° 0.26+0.01° 0.27+0.01°
Alfa-galactosidos Totales 5.19+0.13° 0.86+0.01° 0.82+0.02°
Actividad inhibidora de la tripsina b a a
(TIU/mg s.5.) 8.69+0.01 2.4540.10 2.1940.03
esiciiiCeicE SOl L) 339.3:0.06°  75.3:0.01°  24.6+0.01°
(mg/100g9)
Inositol pentafostato (IPs) a b a
(mg/100g) 40.1+0.02 69.340.01 41.3+0.03
Inositol tetrafostato (IPy) b a
(mg/100g) ND 72.6+0.01 51.3+0.03
Inositol trifostato (IP3)
(mg/100g) ND ND 57.0+0.02

Fosforo total (mg/100g) 311.49+554° 151.51+3.61° 200.78+2.35°

Fo6sforo Inositoles Fosfato

(mg/100g) 43.9+0.11

107.9+1.03" 58.5+0.15%

Los resultados de Rafinosa, Estaquiosa, Verbascosa y TIA (n=3, media £+ EEM) han sido
publicados por Urbano y col. (2003). Los resultados de Inositol hexafosfato (IP6), Inositol
Pentafosfato (IP5), Inositol Tetrafosfato (IP4) e Inositol Trifosfato (IP3) (n=4, media = DS) han
sido publicados por Frias y col. (2003a). El Error Estandar de la Media varié entre £0.01 y
+0.1% del valor de la media. Los resultados estan referidos a gramos de sustancia seca. Letras

iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

El contenido en a-galactésidos decay6 alrededor de un 83-84% en las dietas
procesadas, en relacion a los guisantes crudos, sin existir diferencias significativas
entre ellas (Tabla 18). Los niveles de TIA descendieron bruscamente desde un nivel
de 8.7 en guisantes crudos hasta 2.2 y 2.45 cuando la harina de guisante fue sometida

al remojo, con o sin adicién de la enzima fitasa (GF y GNF), respectivamente, sin
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existir diferencias significativas entre estas Ultimas (Tabla 18).

El efecto de la fitasa enddgena y de la fitasa comercial en el contenido de las
distintas fracciones de fitico se describe en la tabla 18. contenido en Inositol
hexafostato (IP¢) de la harina de guisante se redujo drasticamente en un 78% después
del remojo (GNF), esta reduccion fue mas significativa (93%) cuando se adicioné la
enzima fitasa (GF). En relacion a los niveles de IPs, se observa que en la dieta
sometida al remojo, sin adicion de enzima, aumenta significativamente (72.5%), sin
embargo, en la dieta procesada adicionada de fitasa (GF) los niveles de IPs son
similares a los que contiene la dieta de guisante crudo (GC). El contenido en IP,
comienza a ser detectado cuando se somete la harina de guisante al procesado,
alcanzando niveles mas elevados en la dieta GNF que en GF. El contenido en IP3 sé6lo

se detecta en la dieta sometida al tratamiento adicionada de fitasa (GF).

4.1.2. ANALISIS BIOLOGICOS:

4.1.2.1. INGESTA DE NUTRIENTES Y FACTORES NO NUTRITIVOS

La ingesta de alimento, expresada en gramos/rata/dia o por gramos/100 g de
peso de rata/dia (Tabla 19), fue similar en todos los grupos de animales investigados,
no se existiendo diferencias significativas que fueran provocadas por el tratamiento al
que se somete la harina de guisantes. Estos resultados, junto con los comentados
sobre la composicion quimica de las dietas son los responsables de las modificaciones

encontradas en la ingesta de distintos nutrientes.

La ingesta de proteinas fue similar entre los animales que consumieron la dieta
de guisante crudo (GC) que en los que consumieron la dieta control de guisantes sin
adicion de fitasa (GNF)o con adicion de fitasa (GF) (Tabla 19).

La ingesta de azucares solubles utilizables fue significativamente inferior en los
animales alimentados con las dietas procesadas de guisantes (GNF y GF) (Tabla 20).
Sin embargo, la ingesta de almidén utilizable y azlcares totales utilizables fue
significativamente superior entre los animales que consumieron las dietas procesadas

(GNF y GF), sin existir diferencias significativas entre ambas (Tabla 20).
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Tabla 19. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la ingesta de alimento e ingesta de proteina (rata/dia)

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Ingesta (g) 10.7240.202 11.2040.292 11.2540.412
Ingesta (g/100g rata/dia) 9.08+0.24° 9.53+0.27° 9.20+0.27°
Proteina (g) (N x 6.25) 2.97+0.062 2.924+0.082 2.90+0.112

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

Tabla 20. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la ingesta de Azlcares solubles utilizables, AlImidén, Aztcares Utilizables
Totales y Vitaminas (rata/dia)

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)

Azlcares solubles utilizables (g) 0.19+0.004 ¢ 0.04+0.00% 0.08+0.00°
Almidén total (g) 4.57+0.09° 5.46+0.15" 5.41+0.17°
Almidén resistente (g) 0.42+0.01 % 0.40+0.01° 0.45+0.01°
Almidén utilizable (g) 4.15+0.08° 5.06+0.14°" 4.96+0.16°"
Azlcares totales utilizables (g) 4.3340.09° 5.10+0.14° 5.05+0.20°"

Vitamina B; (mg) 0.078+0.002°  0.024+0.001*  0.024+0.001%

Vitamina B, (mg) 0.016+0.000*  0.010+0.000°  0.010+0.000°"
Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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La cantidad de Fibra Total ingerida fue similar en todos los grupos de dietas
ensayados, conforme se describe en la tabla 21.

La cantidad de Fibra Soluble ingerida fue significativamente superior en los
animales alimentados con GC, en relacion con los otros dos grupos de animales, sin

gue existan diferencias significativas entre ellos (GF y GNF).

Las ratas que consumieron guisantes sometidos a remojo y adicionados de
fitasa fueron las que mas cantidad de Fibra Insoluble ingirieron, en comparacién con
las que se alimentaron de GC y GNF, sin que existan diferencias significativas entre
estos dos grupos de animales.

Tabla 21. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la ingesta de Fibra Total, Fibra Soluble y Fibra Insoluble (rata/dia)

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Cruda Control No adicionada de
(GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)

Fibra Total (g) 2.20+0.042 2.05+0.052 2.17+0.082
Fibra Soluble (g) 0.20+0.004° 0.05+0.01% 0.07+0.0032

Fibra Insoluble (g) 1.98+0.04 %2 2.00+0.05°2 2.13+0.08"

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

La ingesta de a-galactosidos e inhibidores de tripsina se detalla en la tabla 22.
Ambas ingestas fueron significativamente superiores en los animales que recibieron la
dieta de guisante crudo (GC) que en los que consumieron las dietas GNF y GF, sin

existir diferencias significativas entre estos dos Ultimos grupos.
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Tabla 22. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la ingesta de factores no nutritivos (rata/dia)

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
a-galactésidos totales (g) 0.56+0.01° 0.01+0.003 # 0.09+0.0022
Inhibidor de Tripsina (TIU) 93148+1775° 27427+717° 24637+9012
IP6 (mg/qg) 36,36+0,69 ° 8,40+0,22°" 2,70+0,10°
IP5 (mg/g) 4,29+0,08° 7,72+0,20° 4,61+0,17°
IP4 (mg/g) ND 8,06+0,21° 5,74+0,21°
IP3 (mg/g) ND ND 6,41+0,23

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

La ingesta de las distintas fracciones de &cido fitico se refleja en la tabla 22. La
ingesta de IPs; se redujo drasticamente como consecuencia del remojo y fue
significativamente mas baja en el grupo que consumié los guisantes con fitasa (GF)
que en el resto de los grupos (GC y GNF). Los animales que se alimentaron de GNF
ingirieron mas cantidad de IPs que el resto de los animales (GC y GF), que
consumieron cantidades similares. Con respecto a la ingesta de IP,4, esta es superior
en los animales que consumieron GNF que en los que se alimentaron de GF, siendo
nula en los que ingirieron GC. Solamente los animales que se alimentaron de la dieta

sometida al remojo y adicionada de fitasa ingirieron 1P3.

La tabla 23 muestra los valores de Incremento de Peso y los Coeficientes de
Utilizacion Nutritiva de la Proteina, de la Dieta y de los Hidratos de Carbono en las
distintas dietas ensayadas. El incremento de peso, expresado en gramos/rata/dia, y el
Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (C.E.C.) fueron significativamente superiores

en los animales que consumieron la dieta control sin adicion de fitasa (GNF) que en
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aquellos que recibieron las dietas GC y GF, no existiendo diferencias significativas
entre estos Ultimos. Un comportamiento similar fue encontrado en el indice de
transformacién del alimento (1.T.S.S.), donde los valores fueron reduciéndose en los

animales del grupo control, sin adicion de fitasa.

Tabla 23. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en el Incremento de Peso y Coeficientes de Utilizacion Nutritiva de la Dieta, de la
Proteina, de los Hidratos de Carbono y Peso de las Heces

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
A peso (g/rata/dia) 1.90+0.11°2 3.2240.24" 1.99+0.382
C.E.C. 0.64+0.03% 1.10+0.06° 0.66+0.11%
I.T.S.S. 5.79+0.28° 3.61+0.20% 7.1441.20°
.C.U. 0.44+0.02% 0.63+0.05" 0.46+0.09%
Peso Heces (g) 13.09+0.76 % 13.09+0.86° 14.51+0.72°

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

El indice de eficacia alimentaria de los hidratos de carbono disponibles (I.C.U)
se encuentra significativamente aumentado en los animales que consumen harina de
guisante procesada sin adicion de fitasa (GNF) en relacion a la harina de guisante
cruda y guisantes procesados adicionados de fitasa, sin existir diferencias
significativas entre estos ultimos. En relacion al peso de las heces podemos
comprobar como todos los animales excretan cantidades similares, sin que existan

diferencias significativas entre ellos (GC, GNF y GF).
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4.1.2.2. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE NITROGENO

La utilizacion digestiva y metabdlica del nitrégeno se describe en la Tabla 24.
La ingesta de nitrégeno fue similar en todos los grupos de dietas ensayadas, sin existir
diferencias significativas entre ellos. La excreciéon fecal de nitrégeno fue
significativamente superior en las ratas alimentadas con los guisantes crudos (GC) que
en las que consumieron los guisantes procesados (GNF y GF), no existiendo
diferencias significativas entre estas dos Ultimas dietas. La excrecion urinaria de

nitrégeno fue similar entre todas las dietas ensayadas.

Tabla 24. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la Utilizacion Digestiva y Metabdlica de Nitrogeno en ratas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
N Ingerido (mg/d) 4764+9.07% 468+12.23% 466+17.04 %
N fecal (mg/d) 78.243.32" 61.3+3.40° 63.1+1.74%
N urinario (mg/d) 239+9.50° 215+9.52° 241+8.27°
N Absorbido (mg/d) 39849.65% 406+12.60% 403+16.31°%
CDA (%) 83.5+0.78° 86.8+0.78" 86.4+0.44°
Balance (mg/d) 159+9.23%2 191+9.27° 161+15.10%
R/A (%) 39.9+2.02% 46.93+1.77° 39.6+2.602

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media +
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

La utilizacion digestiva del nitrogeno, calculada a través del Coeficiente de
Digestibilidad Aparente (CDA), fue significativamente mas elevada en las dietas GNF y
GF que en la dieta de guisantes crudos, y los valores son analogos como

consecuencia del tratamiento.
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El balance de nitrégeno y el %R/A fueron significativamente superiores en la
dieta control sin adicion de fitasa (GNF) que en la dieta con guisante crudo (GC), no

existiendo diferencias significativas entre las dietas GC y GF.

El contenido de agua y nitrégeno presente en el higado y el musculo
Longissimus dorsi de las ratas alimentadas con las dietas de guisante crudo o
procesados se describe la tabla 25. El higado de los animales que consumieron la
dieta control sin adicion de fitasa (GNF) contiene mas cantidad de agua que el de los
animales que recibieron las dietas de guisante crudo (GC) y guisante adicionado de
fitasa (GF); asi mismo, en los animales alimentados con GF el contenido en nitrégeno
es superior al de los otros dos grupos (GC y GNF). Los contenidos de agua y
nitrégeno en el muasculo Longissimus dorsi fue similar en todos los animales

estudiados.

Tabla 25. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial
en la composicion del Higado y Masculo Longissimus Dorsi en ratas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Higado
% agua 70.77+0.19%  71.1640.25° 70.45+0.182
Nitrogeno (% s.s.)  11.67+0.13®  11.6340.15°2 12.0440.08 °
Musculo Longissimus Dorsi
% agua 73.3140.17°2 73.2440.37°2 74.1040.27°2
Nitrogeno (% s.s.)  14.69+0.18° 14.4940.18° 14.714+0.08°

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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4.1.2.3. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE MAGNESIO

La cantidad de Mg ingerido fue significativamente superior en los animales
alimentados con la harina de guisante crudo (GC), seguida de aquellos que
consumieron dieta control de guisante sin adicién de fitasa (GNF), siendo la menor en
los que ingirieron harina de guisante con fitasa (GF) (Tabla 26). Esta misma relacion
se observa en la excrecion fecal y urinaria, asi como en la absorcion neta de este
mineral, ya que en todos los casos las ratas que consumen la dieta de guisante crudo
excretan y absorben mas cantidad de Mg que las que se alimentan de la dieta
procesada sin adicién de enzima fitasa (GNF) y alin mas que las que ingieren la dieta

procesada adicionada de fitasa (GF).

Tabla 26. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa

comercial en la Utilizacion Digestiva y Metabdélica de Magnesio en ratas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Mg ingerido (mg/dia) 13.7+0.30 ° 8.9+0.23 " 5.5+0.27 2
Mg fecal (mg/dia) 7.920.40 © 4.5+0.35° 2.8+0.26 2
Mg urinario (mg/dia) 3.840.27 ¢ 2.1+0.24 ° 1.0+0.16 ®
Mg absorbido (mg/dia) 5.9+0.50 © 4.2+0.36 " 2.5+0.23 2
CDA (%) 43.6+2.30 2 48.0+3.87° 43.9+2.60°
Balance (mg/dia) 2.50+0.22° 1.90+0.30° 1.15+0.20 @
RIA (%) 37.2+¢1.502 42.2+5.30° 47.9+6.10°

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media +
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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La utilizacién digestiva de Mg, calculado a través del CDA, fue similar en los
tres grupos de animales ensayados. El balance de este mineral fue superior en los
animales que consumieron harina de guisante cruda (GC) y harina de guisante
procesada sin adicién de la enzima (GNF) que en los que se alimentaron de la dieta
procesada adicionada de fitasa (GF), sin encontrar diferencias significativas entre los
dos primeros grupos. El %R/A fue superior en los animales que consumieron las dietas
procesadas (GNF y GF) en relaciéon a los que se alimentaron de guisantes crudos
(GC).

Tabl(a 27. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa
comercial en la composicion de Magnesio en Esternén, Fémur, Corazén, Riidn y

Sangre en ratas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Mg Esternén (mg/100g s.s.) 248.7+17.04 ¢ 190.8+9.11° 105.045.64 @
Mg Fémur (mg/100g s.s.) 541.4+21.62°  435.8+12.80° 349.046.79 2
Mg Corazén (mg/100g s.S.) 132.1+4.20 ° 139.1+6.66 " 50.1+1.452
Mg Rifién (mg/100g s.s.) 106.5+4.68 ° 114.1+4.00 ° 61.1+2.96 2
Mg Sangre (mg/100g s.s.) 859.9+52.3 " 834.3+35.4 " 546.4+51.1 2

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

El contenido de Mg en estern6n y fémur (Tabla 27), expresado en mg/100g
S.S., disminuye drasticamente en los animales que consumen las dietas procesada,
en relacion a los animales alimentados con guisantes crudos (GC), siendo esta
reduccion mas acentuada cuando ingieren la dieta procesada adicionada de la enzima

fitasa (GF). El contenido de Mg en corazén, rifion y sangre es significativamente
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inferior en las ratas que ingieren la dieta GF que en las qué consumen las dietas GNF

y GC, no existiendo diferencias significativas entre estas dos ultimas.
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4.1.2.4. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE CINC

La cantidad de Zn ingerido (Tabla 28) fue significativamente superior en los
animales alimentados con harina de guisante crudo (GC), seguida de aquellos que

consumieron harina de guisante sin adicion de fitasa (GNF), siendo la menor en los

gue ingirieron la harina de guisante procesada adicionada de fitasa (GF).

Tabla 28. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa

comercial en la Utilizacion Digestiva y Metabélica de Cinc en ratas

Zn ingerido (ug/dia)
Zn fecal (ug/dia)

Zn urinario (ug/dia)
Zn absorbido (ug/dia)
CDA (%)

Balance (ug/dia)

RIA (%)

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

Harina de
Guisante
Cruda (GC)

897.8+17.10 °
837.0+20.20 °
42.3+3.21°
58.4+12.4 ¢
9.0+1.57 ?
22.70+8.90 °

35.846.50 ¢

Harina de
Guisante
Control No

adicionada de

Fitasa (GNF)
367.6+9.61°
278.147.76 °
19.7+1.07 2
89.5+4.42°
24.3+0.93°
69.75+4.97 °

77.27+1.93°

Harina de
Guisante

adicionada de

Fitasa
(GF)

243.048.89 *
116.346.13 2
27.546.27 °
126.7+4.80 ©
52.241.30 °
99.23+8.07 °

78.1+5.05 P
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La excrecion fecal de Zn decreci6 significativamente en un 66.9%, después del
tratamiento de remojo, siendo esta reduccién mas drastica (86.2%) cuando se adicion6
la fitasa (GF). Estos resultados explican que las ratas alimentadas con las dietas
procesadas presenten una absorcion neta de Zn muy elevada (53.3 y 117%), siendo
esta absorcion mas acentuada en el grupo GF. La utilizacién digestiva de Zn de la
harina de guisante crudo (CDA) es significativamente inferior al de las harinas de
guisantes procesados. ElI mejor indice CDA de Zn se obtiene para harina de guisante

adicionada de fitasa (GF).

La excrecion urinaria de Zn en los animales alimentados con las harinas de
guisante procesadas (GNF y GF) fue significativamente inferior a la de los animales
gue ingirieron harina de guisante cruda (GC), sin que existan diferencias significativas

entre los dos primeros grupos mencionados.

El balance de este mineral fue significativamente superior en los animales que
ingirieron guisantes con fitasa (GF), seguido de los que consumieron dieta control sin
adicién de fitasa (GNF), en relacion a los que se alimentaron de guisantes crudos
(GC). El %R/A fue significativamente superior en GNF y GF que en GC, sin encontrar

diferencias significativas entre los dos primeros grupos.

El contenido de Zn en esternén, expresado en mg/100g s.s. (Tabla 29),
disminuye significativamente en los animales que consumen las dietas procesadas
(GNF y GF), en relacion a los animales alimentados con harina de guisante crudo
(GC), sin que existan diferencias significativas entre las dos primeras. El contenido de
Zn en fémur disminuye en los animales que consumen harina de guisante adicionada
de fitasa en relacion a los animales alimentados con harina de guisante crudo, sin
embargo, las ratas que ingieren harina de guisante procesada sin adicion de fitasa
presentan unos valores intermedios a los dos grupos anteriores. El contenido de Zn en
corazon no sufre modificaciones como consecuencia del procesado, ya que los tres
grupos ensayados presentan valores similares. El contenido de Zn en rifién es inferior
en los animales que consumen harina de guisante procesada sin adicion de fitasa, en
relacion a la de los animales que ingieren harina de guisante crudo, los animales que
se alimentan con harina de guisante procesada adicionada de fitasa presentan valores
intermedios a los anteriores. El contenido de cinc en la sangre fue significativamente
superior en los animales alimentados con harina de guisante crudo (GC), seguida de

aquellos que consumieron harina de guisante sin adicion de fitasa (GNF), siendo la
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menor en los que ingirieron la harina de guisante procesada adicionada de fitasa (GF).

Tabla 29. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa
comercial en la composicién de Cinc en Esternon, Fémur, Corazén, Rifién y

Sangre en ratas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Zn Esternén (mg/100g s.s.) 8.28+0.39 " 6.91+0.17 2 6.1440.12 2
Zn Fémur (mg/100g s.s.) 22.42+0.33 " 19.58+0.37 18.63+2.41 2
Zn Corazén (mg/100g s.s.) 7.07+£0.102 7.04+0.14°2 6.92+0.10 2
Zn Rifién (mg/100g s.s.) 8.36+0.25 " 7.63+0.10 2 7.77+0.26 ®
Zn Sangre (mg/100g s.s.) 192.89+46.77°  66.17+2.53° 48.06+3.63 @

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media *
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

4.1.2.5. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE HIERRO

La cantidad de Fe ingerido (Tabla 30) fue significativamente mas elevada en
los animales que consumieron las dietas de harina de guisante crudo (GC) y harina de
guisante adicionada de fitasa (GF) que en los alimentados con harina de guisante

control sin adicién de enzima (GNF).

La excrecion fecal de Fe expresada en pg/rata/dia decrecié significativamente
en las ratas que consumieron las harinas procesadas, siendo esta reduccion similar en

las dos dietas (GNF y GF), en relacion a la harina de guisante crudo (GC).

Las ratas que consumieron guisantes con fitasa fueron las que mas cantidad de

Fe absorbieron en valores absolutos, expresados en pg/rata/dia.
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Tabla 30. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa

comercial en la Utilizacion Digestiva y Metabdlica de Hierro en ratas

Fe ingerido (ug/dia)
Fe fecal (ug/dia)

Fe absorbido (ug/dia)

Harina de
Guisante
Cruda (GC)

690.3+13.10°
668.8+35.31°

19.5+16.80 °

Harina de
Guisante
Control No
adicionada de
Fitasa (GNF)

483.2+12.50 °
442.3+32.74 °

36.8+22.10 %

Harina de
Guisante
adicionada de
Fitasa
(GF)

677.2421.50 °

425.0+25.75°

243.3+17.60 °

CDA (%) 2.9+3.8°% 7.645.2° 37.7+2.4°
Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media +
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).

Tabla 31. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa
comercial en la composicion de Hierro en Esternon, Fémur, Corazon y Rifién en

ratas

Harina de Harina de

Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de

Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)

Fe Estern6n (mg/100g s.s.) 10.70+0.34 ° 8.85+0.40 @ 12.76+0.74 ¢
Fe Fémur (mg/100g s.s.) 12.30+0.33" 10.96+0.41 2 10.06+0.27 2
Fe Corazén (mg/100g s.s.) 46.62+2.42 ¢ 42.78+1.41° 47.18+2.91°
Fe RiAidn (mg/100g s.s.) 30.75+0.91 % 26.97+0.61 2 28.84+2.41 ¢

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media +
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.
Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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En nuestras condiciones experimentales, la utilizacién digestiva de hierro de la
harina de guisante adicionada de fitasa (CDA) es significativamente superior al de la

harina de guisante cruda y la harina de guisante sin adicion de la enzima.

El contenido de Fe en esternén (Tabla 31) expresado en mg/100g s.s.,
aumentd en los animales alimentados con GF y disminuy6 en los que consumieron
GNF en relacién a los que ingirieron GC, que presenta valores intermedios. El
contenido de Fe en fémur expresado en mg/100g s.s. disminuy6 en los animales que
consumieron las dietas procesadas (GNF y GF), en comparacién con la harina de
guisante crudo (GC). El contenido de Fe en corazo6n y riildn es similar en los tres

grupos de ratas estudiados.
4.1.2.5.1. ANALISIS HEMATOLOGICOS

El contenido de eritrocitos (x10%ul) y hemoglobina (g/dl) en sangre y el
hematocrito (%) no sufre modificaciones como consecuencia de la ingesta de dietas

procesadas, ya que los tres grupos ensayados presentan valores similares (Tabla 32).

En los animales alimentados con guisantes adicionados de fitasa el Volumen
Corpuscular Medio (fl) es inferior al de los que consumen guisantes crudos, los
animales que ingieren la dieta control sin adicién de enzima tienen valores de VCM
intermedios. Los parametros MCH (pg) y MCHC (g/dl) son significativamente mas
elevados en las ratas que ingirieren harina de guisante cruda, que en los que reciben

las dietas procesadas, sin que existan diferencias significativas en estos ultimos.

El contenido en plaquetas (x10%pl) es significativamente méas elevado en los
animales alimentados con GNF que en los otros dos grupos (GC y GF) sin que existan
diferencias significativas entre ellos. El contenido en la sangre de neutréfilos (%) es
significativamente superior en los animales que consumieron GF, en relacion a los que
se alimentaron GC y GNF, sin existir diferencias significativas entre estos dos ultimos.
Sin embargo, el contenido en linfocitos (%) en el grupo GF es significativamente
inferior al observado en los animales de los grupos GC y GNF. EIl porcentaje en
monocitos (%) en sangre es significativamente mas elevado en las ratas que
consumieron GF que las que se alimentaron de GC, las que ingirieron GNF presentan
valores intermedios entre los dos grupos mencionados anteriormente. El contenido en

eosindfilos (%) se redujo en los animales alimentados con harina de guisante control
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sin adicion de enzima (GNF) y se elevo en los animales que ingirieron harina de
guisante cruda (GC), en relacion a los que consumieron harina de guisante adiciona
de fitasa (GNF) que presentan valores intermedios de este parametro. Los animales
alimentados con GC presentan los porcentajes de basofilos (%) mas elevados en
sangre, seguidos de los que consumieron GF; los que consumieron GNF muestran los

valores mas reducidos.

Tabla 32. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa

comercial en los Parametros Hematolégicos de las ratas ensayadas

Harina de Harina de
Harina de Guisante Guisante
Guisante Control No adicionada de
Cruda (GC) adicionada de Fitasa
Fitasa (GNF) (GF)
Eritrocitos (x10%/pl) 7,04+0,222 6,75+0,20 2 6,96+0,43 2
Hemoglobina (g/dl) 14,2340,36 ° 12,9240,39 2 13,1040,77 2
Hematocrito (%) 40,81+1,09% 38,95+1,06 @ 39,20+2,37 @
VCM (fl) 58,06+0,54 ° 57,75+0,46 ® 56,40+0,63 @
MCH (pg) 20,30+0,39 ° 19,15+0,22 2 18,85+0,30 2
MCHC (g/dI) 34,96+0,52 ° 33,15+0,16 @ 33,45+0,37 2

Plaquetas (x10%ul)

739.4+55.62°

961,9+42,01°

782,0+77,30 %

Neutréfilos (%) 2,50+0,26° 2,47+0,28° 4,89+1,96"
Linfocitos (%) 75,56+2,19° 71,3244,22° 55,03+10,45°
Monocitos (%) 13,33+1,322 16,71+2,54 % 21,5345,68"
Eosinéfilos (%) 0,61+0,10° 0,43+0,07 2 0,58+0,27 %
BASO (%) 2,11+1,05°¢ 0,98+0,18° 1,78+0,55°

Los valores representados en la tabla son medias de diez determinaciones (n=10 media +
EEM) en los grupos GC y GNF, y de ocho determinaciones (n=8 media + EEM) en el grupo GF.

Letras iguales dentro de la misma fila indican que no existen diferencias significativas (P<0.05).
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V. DISCUSION -

5.1. ANALISIS QUIMICO DE LAS DIETAS ENSAYADAS

Es conocido que el procesado de legumbres produce importantes cambios en
la composicion quimica de las semillas de leguminosas (Frias y col, 1995a; Urbano y
col., 1995; Frias y col., 1996b; Kozlowska y col., 1996; Bau y col, 1997; Fernandez y
col.,, 1997; Wang y col, 1997; Honke y col.,, 1998; Vidal-Valverde y col., 1998b;
Wiryawan y Dingle, 1999; Fredrikson y col., 2001; Khalil, 2001 ; Martin-Cabrejas y col.,
2003; Urbano y col.,, 2003; Lestienne y col., 2005a). Dichos cambios varian
sustancialmente con el tipo, variedad de la legumbre y grosor de su cubierta, duracion
y condiciones del proceso de remojo (temperatura, pH) (Singh, 1985; Fernandez y col.,
1996; Nestares y col., 1996). Ademas, las considerables pérdidas de materia seca que
se observan como consecuencia del procesado pueden tener un efecto compensatorio
sobre la pérdida de ciertos nutrientes cuya concentracion puede incluso verse
significativamente aumentada con respecto a la semilla no procesada.

Tal como era esperable, el proceso de remojo en un tampén acetato y el
proceso de remojo y adicién de enzima fitasa dieron lugar a aun descenso del pH (6.3
en GC frente a 5.6 y 5.7 en GNF y GF, respectivamente) y el consiguiente aumento en
la capacidad tamponadora de las dietas ensayadas (34 meq NaOH/kg SS en GC
frente a 95.4 y 94 meq NaOH/kg SS en GNF y GF, respectivamente). El contenido de
nitrégeno total, nitrégeno insoluble y nitrégeno soluble proteico y no proteico de la
harina del guisante utilizado (Tabla 14) est4 dentro del rango de valores encontrados
en la bibliografia (Figura 2) (Adsule y Kadam, 1989; Savage y Deo, 1989; Nikokyris y
Kansylis, 1997; Periago y col., 1998; Alonso y col., 2000b). El proceso de remojo en
agua durante 60 minutos y los cambios de pH respectivamente buscando el punto
Optimo de actuacion de la enzima fitasa disminuyen el contenido de nitrégeno total a
pesar de que dicho nitrégeno deberia haberse concentrado como consecuencia de las
pérdidas de azucares solubles y oligoscaridos a-galactésidos, cenizas y fibra soluble
(Tablas 15y 18).

El contenido de nitrégeno insoluble de las harinas de guisante no se modifica
(Figura 2) debido a que dicho nitrégeno insoluble est4 mayoritariamente asociado a las

distintas fracciones de fibra insoluble (Martin-Cabrejas y col.,, 2003), formando
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interacciones no covalentes o de puentes disulfuro entre distintas proteinas (Adsule y
Kadam, 1989; Alonso y col., 2000b), y el tratamiento aplicado no ha sido capaz de
movilizarlo. Por el contrario, otros procesos como el de germinacion si movilizan el
nitrégeno insoluble y la proteina asociada a la fraccion de fibra insoluble (Martin-
Cabrejas y col., 2003; Urbano y col., 2005 a,b).

GC GNF
15% 11% 9% 10%

74% 81%

GF
14% 11%

75%

I Nitrégeno Insoluble
B Nitrogeno Soluble Proteico
Nitrégeno Soluble No Proteico

GC.- Harina de Guisante Crudo
GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa
GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 2. Efecto de la adicion de fitasa comercial en el contenido en nitrégeno
insoluble, nitrégeno soluble proteico y nitrégeno soluble no proteico de Pissum sativum
L. var. esla. Resultados expresados como porcentaje del nitrégeno total presente en la
harina.
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Las pequefas pérdidas de nitrogeno total encontradas en la dieta control
remojada y sin adicion de fitasa se deberian a las pérdidas de nitrdgeno soluble no
proteico (Figura 2). Dicha fraccion estd compuesta normalmente por aminoacidos
libres, péptidos o proteinas de bajo peso molecular, bases puricas o pirimidinicas y
alcaloides (Adsule y Kadam, 1989; Kim y Barbeau, 1991). Por el contrario, en la dieta
de harina adicionada de fitasa (GF), el descenso en el contenido de nitrégeno total
cuando se compara con GNF se debe a las pérdidas obtenidas en la fraccion de
nitrégeno soluble proteico. Estas pueden deberse bien a que el preparado comercial
enzimatico tenga una pequefia actividad proteasa colateral a la enzima fitasa (Volfova
y col., 1994; Rodriguez y col., 2000; Murai y col., 2002; Pepe y col., 2004) o bien a que
la hidrélisis del acido fitico por parte de la enzima fitasa pueda haber dado lugar a
cambios en la estructura de la matriz proteica, ya que es conocido que el acido fitico
interacciona con las proteinas de la dieta formando enlaces iénicos a pH acido o
enlaces por puentes de calcio a pH neutro o basico (Cheryan, 1981). No obstante, los
resultados obtenidos bajo nuestras condiciones experimentales para estos procesos
de remojo y adicién de enzima fitasa, indican que la posible actuacion de las proteasas
presentes en la legumbre que darian lugar a una pre-digestién de las proteinas, y las
pérdidas de nitrdgeno soluble proteico y no proteico ha sido muy pequefia en relacion
a lo que sucede en otros procesos como germinacion y fermentacion (incluir
porcentajes de transformacion y pérdida) (Urbano y col.,2005a y b; Porres y
col.,2003a).

En relacién al contenido de almidon y azlcares solubles, el procesado

incrementa considerablemente la cantidad de almidén total y almidén utilizable.

Se han descrito en diversas legumbres (habas, lentejas, guisantes, garbanzos)
numerosos procesos (remojo a distinto pH y cocinado, autoclavado, fermentacion,
germinacion) que resultan ser efectivos para aumentar la cantidad de almidon total y
utilizable y la digestibilidad in vitro de dicho nutriente (Jenkins y col., 1982; Wong y
col., 1985; Frias y col., 1992; Vidal-Valverde y col., 1992; Frias y col., 1996 a y b; Akalu
y col., 1998; Frias y col., 2000; Ratnayake y col., 2002; Urbano y col., 2005a y b). Frias
(1992) observé un incremento en el contenido de almiddn total y utilizable en lentejas
después de 9 horas de remojo a temperatura ambiente. El proceso de remojo sin
adicion de fitasa (GNF) y la posterior adicion de esta enzima (GF) también

incrementan significativamente la cantidad de almidén total como consecuencia de la
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pérdida de oligosacéaridos a-galactésidos y otros azlcares solubles (Tabla 15 y 18;
Figura 3). Ademéas hay un suave incremento en el contenido de almidon utilizable
ligeramente superior a las pérdidas comentadas (Figura 3). Dicho aumento podria
deberse a que durante el procesado se facilita la disociacion y fragmentacion de los

granulos de almidén ( Rao, 1969; Bjorck y col., 1984 a y b).

CONTENIDO EN AZUCARES UTILIZABLES

TOTALES
50

45 - =

40 -

HH

35 ~
30 ~
25 A

g/100g s.s.

20 ~
15 -
10 -

GC GNF GF

O Almidén Utilizable B AzUcares Solubles Utilizables Totales

GC.- Harina de Guisante Crudo
GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa
GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 3. Efecto de la adicion de fitasa comercial en el contenido de Almidon

Utilizable y Azlucares Solubles Utilizables Totales de Pissum sativum L. var. esla.

La pérdida elevada de las vitaminas B; y B, se debi6 al remojo al que fueron
sometidas las harinas y en concreto, a la solubilizacién en el medio acuoso y a su
inestabilidad termal (Edijala, 1980; Abdel-Hamid, 1983; Frias y col., 1995; El-Adawy,
2002; Prodanov y col., 2004); esta disminucién es analoga a los resultados obtenidos

por Frias y col. (1995) en lentejas. Podemos observar como la adicion de fitasa no
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condujo a ninguna pérdida adicional de las vitaminas anteriormente mencionadas. Las
dietas sometidas al remojo, con o sin adicién de enzima, no cubren los requerimientos
diarios estimados para estos nutrientes en ratas en crecimiento que corresponde a 0,4
mg/100g s.s., en el caso de vitamina By, y 0,3 mg/100g s.s., en el caso de vitamina B,
(NRC, 1995).

El contenido de cenizas, fosforo total, hierro y magnesio del guisante utilizado
en nuestros experimentos esta dentro del rango de valores encontrados en la
bibliografia (Alonso y col., 2000a y 2001; Sandberg, 2002a; Koplik y col., 2004; Urbano
y col.,, 2005c). Por el contrario, el contenido de cinc es superior a los valores
normalmente encontrados, lo que se debe probablemente a las condiciones edaficas

en las que ha sido cultivado (Urbano y col., 2005c).

En nuestras condiciones experimentales en las que la legumbre ha sido
remojada en forma de harina y en las que se ha desechado el sobrenadante, las
pérdidas de minerales totales son considerables (54.8%), debido a la solubilizacion de
los minerales en el agua de remojo (Schlemmer y col., 1995; Saharan y col., 2001,
Duhan y col., 2002; Habiba, 2002; Vidal-Valverde y col.,, 2002a; Lestienne y col.,
2005), y superiores a otros procesos como germinacién, remojo y cocinado o
extraccién de oligosacaridos a-galactésidos (Fernandez y col., 1996; Porres y col.,
2003a y 2005; Aranda y col., 2004; Urbano y col., 2005c). Las pérdidas durante el
remojo de la harina de legumbre son mayores que la semilla entera durante el remojo

previo a la germinacién (Urbano y col., 2005c) u otras semillas de legumbres.

Las pérdidas de magnesio y cinc (Figura 4) que se producen durante el
proceso de remojo de la harina de guisantes sin adicién de fitasa se deben a la
elevada solubilidad de estos cationes que se incorporan al agua de remojo. Dichas
pérdidas se deben a que los cationes se encuentran en forma libre y/o formando
complejos solubles de pequefio tamafio, o bien asociado al acido fitico que se moviliza
durante el procesado en una elevado porcentaje (78%) (Figura 5) o a compuestos
fendlicos cuya concentracion disminuye como consecuencia de los procesos de
remojo de esta legumbre y de otras legumbres descritas en la bibliografia (Lépez-
Amordés, 2000; El-Adawy, 2002; Vidal-Valverde y col., 2002a). Perlas y Gibson (2002),
El-Adawy y col. (2000) y Urbano y col. (2005c) han observado pérdidas importantes de
cinc y magnesio en soja, judia, lupino o guisante después de someterlas en distintos

periodos a remojo en soluciones de agua o bicarbonato sédico.
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CONTENIDO EN MAGNESIO Y CINC

% 9
132 1
\ g
C
112 | i

92

mg/100 g s.s
mg/100 g s.s

GC GNF GF

\ & Magnesio ——Cinc \

GC.- Harina de Guisante Crudo
GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa
GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 4. Efecto de la adicion de fitasa comercial en el contenido de Magnesio

y Cinc de Pissum sativum L. var. esla.

La adicion de fitasa comercial durante el proceso de remojo hace que
disminuya el contenido de inositoles fosfato totales y especificamente el IP6, el IP5 y el
IP4, a consecuencia de lo cual se genera IP3 (Figura 5). Este descenso en el total de
los inositoles fosfato coincide con la pérdida adicional de magnesio y cinc con respecto
a la dieta GNF (Figura 4). Esto nos podria indicar que estos cationes se hayan unidos
al acido fitico y tras la actuacion de la enzima fitasa se han liberado y solubilizado en el
agua de remojo. Debe tenerse en cuenta que el grado de afinidad de magnesio y cinc
es elevado en relacion al inositol hexa- y pentafosfato, disminuyendo
considerablemente hasta casi desaparecer con respecto a los inositoles tetra-,
trifosfato y de menor grado de fosforilacién (Lénnerdal y col., 1989; Brink y Beynen,
1992; Sandstrom y Sandberg, 1992; Pallauf y col., 1998; Manary y col.,, 2002;
Lestienne y col.,, 2005b). Lonnerdal et al. (1989) realizando estudios con ratas y

Simpson and Wise (1990) empleando técnicas in vitro, observaron que la afinidad de
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Cay Zn por los inositoles fosfato es alta en grados elevados de fosforilacién. Sélo los
inositoles hexa y pentafosfato son capaces de inhibir dichos minerales mediante la

formacion de complejos insolubles.

CONTENIDO EN INOSITOLES FOSFATO
b

0,7
0,6
0,5 -
041 ¢

0,3

mg/100 g s.s

0,2

0,1

GC GNF GF

O (IP6) M (IP5) @ (IP4) @ (IP3)

GC.- Harina de Guisante Crudo
GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa
GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 5. Efecto de la adicién de fitasa comercial en el contenido de Inositol
hexafosfato (IP6), Inositol Pentafosfato (IP5), Inositol Tetrafosfato (IP4) e Inositol

Trifosfato (IP3) de Pissum sativum L. var. esla.

De acuerdo a Koplik y col. (2004) el hierro soluble/extraible en condiciones
Optimas y apropiadas para la extraccion de la fraccion de globulinas, albiminas y
probablemente glutelinas es de un 56%, y de ese hierro un 14% se encuentra en
forma inorganica (ferroso, férrico), un 78% se encontraria unido a sustancias de alto
peso molecular (150 kDa, metaloproteinas y ferritinas vegetales) y el 8% restante se
encontraria unido a sustancias de peso molecular intermedio (14kDa). El 44% del
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hierro no fue extraible y podria encontrarse unido a componentes estructurales (fibra
alimentaria a la que se encuentra también unida un porcentaje de proteina), de
almacén en forma de fitatos, o bien unido a compuestos fendlicos en la cubierta de la
semilla (Lestienne y col., 2005). De los resultados obtenidos por Koplik et al. (2004),
puede deducirse que el contenido de Fe asociado a la ferritina es menor en el guisante
que el descrito por otros autores para la soja (Theil y col., 2004; Beard y col., 1996) en
la cual un 80% del contenido total de Fe presente en la semilla se encuentra asociada

a esta proteina de almacén.

El contenido de hierro en todos los productos ensayados esta por encima de

los requerimientos nutricionales de la rata en crecimiento (NRC, 1995).

En nuestras condiciones experimentales en las que la legumbre ha sido
remojada en forma de harina y en las que se ha desechado el sobrenadante, las
pérdidas de minerales totales son considerables (54.8%) y superiores a otros procesos
como fermentacion, germinacién, remojo y cocinado, autoclavado, microondas o
extraccion de oligosacaridos a-galactésidos (Abd ElI-Rahman y Abd El-Aleem, 1996;
Frias y col., 1996b; Wang y col, 1997; Khalil, 2001; Vidal-Valverde y col., 2002a y b;
Frias y col., 2003b; Lestienne y col., 2005; Porres y col., 2005) en los que sin embargo
el tratamiento tecnoldgico ha sido realizado utilizando la semilla entera. El procesado
de remojo al que es sometida la harina de guisantes control se produce una pérdida de
un 33% en el contenido de hierro. Esta pérdida puede haberse debido a diversos
factores: En primer lugar el pH y la composicion del tampén utilizado como solucién de
remojo (5.5) puede haber favorecido la solubilidad y posterior pérdida del mineral en
forma inorganica. Por otra parte, un elevado porcentaje de las pérdidas podria estar
asociado a la disminucion en los niveles de acido fitico con elevada afinidad por este
mineral, la concentracion de acido fitico ha disminuido considerablemente como
consecuencia del remojo de la harina de guisante a pH 5.5, 37°C durante 60 minutos.
La mayor parte de estas pérdidas se deberian a la salida de este componente no-
nutricional al liquido de remojo, aunque no puede descartarse la posible accion de la
fitasa endogena que se veria reflejada en el aumento de los niveles de IP5 e IP4 con
respecto a la harina de guisante crudo. Sin embargo, esta disminucién asociada a la
fitasa end6gena no seria muy elevada debido a que las condiciones 6ptimas de pH y
el tiempo de duracién del procesado no son los 6ptimos para una actividad efectiva de

la fitasa enddgena del guisante (Fredrikson y col., 2001). Otros componentes como la
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ferritina vegetal o metaloproteinas podrian también haber contribuido, aunque en
menor proporcion, ya que las pérdidas en el contenido de nitrégeno proteico soluble,
fraccion del nitrégeno de la semilla en la que se encontrarian englobadas estas
proteinas, no ha sido elevada como consecuencia del procesado (Urbano y col.,
2003). En cuanto al Fe unido a los componentes estructurales, las pérdidas habrian
sido minimas, dado que los cambios en el contenido de fibra insoluble han sido
apenas apreciables, observandose el aumento esperado por la sobre concentraciéon
gue causa la pérdida de los distintos nutrientes presentes en la harina por causa del

proceso de remojo (Urbano y col., 2003).

En los dos tratamientos de remojo (con o sin adicion de fitasa), la pérdida de
polifenoles de la harina de guisante podria llevar aparejada una pérdida de hierro, ya
que es conocida la afinidad de este mineral por dichos componentes no nutricionales
(Siegenberg y col., 1991; Brune y col., 1992; Hurrell y col., 1992; Lestienne y col.,
2005) y se ha observado que el remojo da lugar a una pérdida importante de
compuestos fendlicos (L6pez, 2000).

La adicion de enzima fitasa a la harina de guisantes en unas condiciones
experimentales apropiadas para su actuacion (pH, tiempo y temperatura) ha dado
lugar a una ligera disminucién adicional de IP6, IP5 e IP4 con respecto a la harina de
guisante remojada, apareciendo IP3 y probablemente otros inositoles fosfato de menor
grado de fosforilacion no detectables con la metodologia utilizada. La hidrdlisis del
acido fitico por parte de la fitasa comercial hacia esperable una menor afinidad de este
por el hierro, y por tanto una mayor liberacion y pérdida de dicho cation al liquido de
remojo. Sin embargo, esto no ha ocurrido y las cantidades de hierro presente en la
harina GF son superiores a las presentes en la harina de guisante control sin adicion
de fitasa (GNF), detectandose la pérdida de tan solo un 7% del Fe cuando se compara
con la harina de guisante crudo en vez del 33% observado para la harina remojada.
Esto puede deberse a que la actuacion de la fitasa comercial durante el proceso de
remojo ha aumentado la cantidad de fésforo inorganico en el liquido de remojo lo que
puede haber dado lugar a la formacion de complejos insolubles con el hierro como ha
sido descrito por (Persson y col., 1998; Sandberg y col., 1999; Sandberg, 2002b). Esto
coincide con la mayor proporcion de fésforo total en la harina de guisante adicionado

de fitasa en comparacion a su control no adicionado (GNF).

El contenido de fibra total, fibra soluble y fibra insoluble del guisante utilizado
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en este experimento esta dentro del rango de valores descritos en la bibliografia
(Mariscal-Landin y col., 2002; Salgado y col., 2002). El descenso en el contendido de
fibra total como consecuencia del tratamiento (GNF y GF) se debe fundamentalmente
a la pérdida de fibra soluble. Dicha fraccién de la fibra alimentaria se compone
mayoritariamente de &cidos urénicos, pectinas, gomas, mucilagos y ciertos tipos de
hemicelulosas solubles y polisacaridos de reserva de la planta (Prosky y col., 1988),
no modificandose el contenido de fibra insoluble que aumenta ligeramente. Un
porcentaje considerable de la fibra insoluble del guisante se encuentra en forma de
celulosa y en menor grado como lignina y polisacaridos no celulésicos entre los que se

encontraria el almiddn resistente (23.4%) (Martin-Cabrejas y col., 2003).

En numerosas experiencias se ha detectado la pérdida casi total de inhibidores
de la tripsina como consecuencia de diferentes procesos térmicos como extrusion
[guisantes, desde 6.32 a 0.34 TIU mg™ de SS (Alonso y col., 2000)], remojo y coccién
[habas, desde 6.32 a 0.34 TIU mg™ de SS (Fernandez y col., 2003)], asi como distintas
formas de calentamiento: autoclavado a 121°C, cocciéon ordinaria y microondas
[guisantes, desde 2.2 a n.d. TIU mg™ de SS (Habiba, 2002)]. Griffiths (1984) observé
en habas como los TIA se mantienen estables en un rango de temperatura entre 60 y
100°C. En nuestras condiciones experimentales la reduccién en el contenido de
inhibidores de la tripsina (70%) fue razonable teniendo en cuenta la naturaleza
termolabil y soluble de este factor no nutritivo. En numerosos estudios se describe
como el cocinado y el tratamiento con calor himedo (autoclave a 121°C durante 30
minutos) destruyen completamente el contenido en TIA de las legumbres (Adsule y
Barat, 1984; Periago y cols, 1998; Habiba, 2002). No obstante, pensamos que a la
temperatura de 37° C los TIA no se verian significativamente afectados (Liener y col.,
1980) y su reducciéon se deberia mas bien a su solubilizacién en el medio &cido
utilizado u otras condiciones del tratamiento de remojo. Por otra parte, no existen
diferencias entre el grado de reduccion en los inhibidores de la tripsina obtenidos en la
dieta control sin adicién de fitasa y la dieta tratada con fitasa, lo que nos indicaria que

dicha reduccién seria debida a las condiciones fisicoquimicas del proceso.

De una forma similar, la existencia de niveles inferiores de a-galactésidos en
las dietas procesadas es principalmente debido a la metodologia del tratamiento y no a
la accion de la fitasa. Como resultado del remojo, se activaron una serie de cambios

metabdlicos que dieron lugar a una reduccioén en los niveles de a-galactésidos (Frias y

139



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

col., 1995b, 2000 y 2003b; Vidal-Valverde y col., 1992 y 2002a). Sin embargo, la
reduccion en el contenido de estos compuestos es superior en nuestras condiciones
experimentales cuando se compara a otros trabajos en los que se somete la harina al
remojo, ya que el sobrenadante es descartado, siendo estos carbohidratos
solubilizados en el liquido de remojo. lyengar y KulKarni (1977) demostraron que
cuando el medio de remojo o cocinado se desecha tras el procesado, se produce una
disminucion en los factores antinutritivos termoresistentes que se han disuelto en dicho
medio. Silva y Luh (1979) encuentran un alto porcentaje de eliminacién de los
oligosacaridos de la familia de la rafinosa durante el remojo de las legumbres en agua,
soluciones alcalinas diluidas o disoluciones de sales. Nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por lyer y col. (1980), quienes encontraron que el remojo reducia la
concentracion de a-galactésidos, inhibidores de la tripsina y acido fitico en distintas
variedades de Phaseolus vulgaris. Frias y col., 2003b observaron como a medida que
se incrementa el periodo de tiempo al que es sometida la harina de guisante a remojo

la proporcion de pérdida de rafinosa, estaquiosa y verbascosa se incrementaba.

Hay numerosas experiencias donde se demuestran las pérdidas del acido fitico
durante diferentes tratamientos como remojo y cocinado (Fernandez y col., 1997),
germinacion (Vidal-Valverde y col., 1994, 1998a y 2002b; Urbano y col., 2005b) y
fermentacion (Kozlowska y col.,1996; Porres y col.,, 2003a). La reduccién en el
contenido en acido fitico del 78% en la dieta control sin adicion de fitasa respecto a la
dieta guisante crudo puede deberse a que en las condiciones experimentales en las
gue se ha elaborado dicha dieta se ha conseguido activar la fitasa endégena existente
en la leguminosa (Fredrikson y col., 2001, Sandberg y Andlid, 2002) y al propio remojo.
La adicion de fitasa a la dieta reduce aun mas el contenido en acido fitico (93%
respecto a la dieta RP), ya que la elaboracion de la dieta con adicion de fitasa se ha
realizado en las condiciones experimentales Optimas para conseguir una mayor
hidrélisis del acido fitico de acuerdo con trabajos previos (Frias y col., 2003a). Esta
reduccion de inositol hexafosfato y pentafosfato ha dado lugar a la aparicion de
inositoles de menor grado de fosforilizacion como inositol tetra y trifosfato y otros no

perceptibles por la técnica (Figura 5).
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5.2. VALORACION BIOLOGICA

5.2.1. INGESTA

El remojo que se aplicé a las dietas de guisantes produjo un descenso
significativo en el contenido de factores no nutritivos - acido fitico, inhibidores de
proteasas y a-galactésidos — sin embargo estos cambios no dieron lugar a un aumento

en la ingesta de alimento (Figura 6).
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GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa

GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 6. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

ingesta de alimento e ingesta de a-galactésidos totales.

La ingesta de alimento (Tabla 19) de guisante crudo y procesado es elevada y
similar a los resultados observados en harina de guisante por Urbano y col. (2005b y
c), asi como en de otras legumbres estudiadas como habas (Fernandez y col., 1996 y

1997; Aranda y col., 2004), garbanzos (Nestares y col., 1993), judias (Nestares y col.,
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2001) y lentejas (Porres y col., 2003b). ElI remojo que se aplicé a las dietas de
guisantes (GNF y GF) produjo un descenso significativo en el contenido de factores no
nutritivos a-galactésidos y taninos (Somiari y Balogh, 1993; Alonso y col., 2000c; Wang
y col., 2003). Sin embargo, estos cambios no dieron lugar a una mejora de la ingesta
de alimento a diferencia de lo observado en guisantes, garbanzos y habas. En estas
legumbres, la reduccion en el contenido de dichos factores no nutritivos después de un
proceso de germinacion (Urbano y col., 2005a,b) o procesos de remojo en distintas
condiciones de pH y coccién (Nestares y col., 1993; Fernandez y col., 1996) dieron

lugar a un aumento considerable en la ingesta.

El distinto pH de las dietas experimentales ( dieta RP pH 6.3; dieta PNP pH 5.6
y dieta PP pH 5.7) junto con la pérdida de azlcares solubles de bajo peso molecular
gue se ha observado tras el procesado podria haber enmascarado el aumento de la

ingesta esperado en las dietas procesadas (Fernandez y col., 1996; Nestares 2001).

5.2.2. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE LA
PROTEINA E HIDRATOS DE CARBONO

La utilizacion digestiva de la proteina del guisante utilizado es elevada (Figura
7) y esta dentro del rango de valores descritos en la bibliografia (Orte y col., 2000),
siendo similar a la obtenida para las habas (Fernandez y col., 1996) y muy superior a
la de las lentejas, garbanzos y judias (Urbano, 1995; Nestares, 1996 y 2001). Cuando
las dietas se someten al remojo sin o con adicién de fitasa se observa una disminucion
significativa de la excrecion fecal de nitrégeno y una mejora significativa de la
utilizacion digestiva de la proteina (83.5-86.8%) que hay que atribuir a la disminucion
de factores no nutritivos como los inhibidores de la tripsina (TIA) (70%), el acido fitico

(78%) y probablemente a los taninos (Siddhuraju y Becker, 2001).

Por lo que se refiere a los inhibidores de la tripsina, es un hecho ampliamente
descrito en la bibliografia su capacidad para unirse a los enzimas tripsina y
guimotripsina a los cuales bloquean, produciéndose una digestién incompleta de la
proteina y un aumento de la excrecion de la proteina endégena del animal. (Urbano y

col., 1995; Frias y col.,, 1995). Esto trae consigo una reduccion en la digestibilidad
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aparente de los aminoacidos azufrados (Liener y Kakade, 1980), sin embargo, este
efecto negativo de los inhibidores de la tripsina se elimina en gran parte por el

procesado de nuestras dietas experimentales.

UTILIZACION DIGESTIVA DE LA PROTEINA
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Figura 7. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Utilizacion Digestiva de la Proteina.

En relacion a los taninos, su pérdida en las dietas procesadas es otro de los
factores que podrian haber contribuido a la mejora en la utilizacion digestiva de la
proteina (Sathe y Salunkhe, 1984; Deshpande y Cheryan, 1983). Los taninos tienen
capacidad para formar enlaces con la proteina de la dieta, lo que hace a esta mucho
menos susceptible al ataque por parte de las enzimas digestivas (Hagerman y Butler,
1981; Salunkhe y col., 1982; Jansman y Longstaff, 1993). Los taninos pueden ademas
interaccionar con las propias enzimas digestivas reduciendo su actividad y provocando
la consiguiente disminucion en la eficacia de absorcion de los nutrientes, ademés de
incrementar la cantidad de nitrdgeno endégeno que se pierde por las heces (Griffiths,
1981 y 1986; Reddy y col., 1985; Villanueva y col., 1987 Salunkhe y Kadam, 1989;

143



Tesis Doctoral Elena Gomez-Villalva Pelayo

Reed y col., 1990; Jansman, 1993 y 1995).

En relacion al efecto del acido fitico sobre la absorcion del nitrégeno, es
conocido que el acido fitico forma complejos con las proteinas tanto a pH acido como
a pH basico (Cheryan, 1980). Las implicaciones nutricionales de estos complejos
fitato-proteina se relacionan con la menor solubilidad de la proteina que se produce y
que puede afectar negativamente a algunas de sus propiedades funcionales
dependientes del grado de hidratacion y solubilidad y que las hacen mas resistentes a
la degradacion proteolitica (Trugo & Baer, 1998; Knuckles y col.,1989; Chitra y
col.,1996; Elkhalil y col.,2001).

La mejora en la utilizacion digestiva de la proteina en los guisantes procesados
seria la suma de la disminucién en el contenido de los factores no nutritivos antes
comentados. Sin duda la gran reduccién de &cido fitico que se consigue con el remojo
de nuestras dietas de guisantes es un factor clave para explicar la mejora del indice
CDA observado, aunque no se produce un aumento adicional de la utilizacion
digestiva del nitrégeno de la dieta cuando se afiade fitasa, a pesar de que el acido

fitico experimenta un nuevo descenso aunque de menor cuantia.

La calidad nutritiva de la proteina de la dieta de guisantes crudos (Figura 8)
juzgada por el balance y porcentaje de nitrégeno retenido en funcién del absorbido
(Tabla 24) es elevada, ligeramente inferior a la de una dieta control de caseina-
metionina, similar a la de habas (Fernandez y col., 1996) y superior a la de otras
legumbres como garbanzos, lentejas y judias (Fernandez y col., 1996; Urbano y col.,
1995; Nestares y col., 2001). La mejor utilizacién metabdlica de la proteina que se
obtiene en los animales que consumen la dieta GNF cuando se compara con las
dietas GC y GF (Figura 8) es debido a que dichos animales excretan menor cantidad
de nitrégeno por orina. En todas las dietas experimentales, la cantidad neta absorbida
de nitrégeno ha sido la misma, de ahi que el porcentaje de nitrégeno retenido en
funcion del absorbido sea significativamente mayor en los animales que consumen la
dieta GNF. La mejora en el balance de nitrégeno de dichos animales podria deberse a
gue en las condiciones experimentales de remojo utilizadas, los hidratos de carbono
se hacen mas disponibles y se absorben mejor y el animal los utilizaria como fuente de
energia, preservando asi la proteina aportada por la dieta que podria entonces
utilizarse con fines plasticos. Para su utilizacion disponen, a pesar de las

considerables pérdidas originadas por el procesado, de vitaminas B; y B,.
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UTILIZACION METABOLICA DE LA PROTEINA
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Figura 8. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Utilizacion Metabdlica de la Proteina.

El incremento de peso fue significativamente mayor en los animales que
consumen la harina control remojada y no adicionada de fitasa, no existiendo
diferencias significativas entre los animales alimentados con la harina de guisante
crudo y la harina de guisante remojado y adicionado de fitasa (Urbano y col., 2003). El
mayor incremento de peso (Tabla 23) en los animales que ingieren la dieta GNF no se
puede atribuir a un mayor consumo de grasa, puesto que este macronutriente,
fundamentalmente energético, fue afadido en igual cantidad a todas las dietas
experimentales; tampoco se debe a una mayor cantidad de alimento ingerido porque el
nivel de la ingesta fue el mismo en los tres grupos (Tabla 19). Hay que admitir que las
ratas que ingieren la dieta remojada y no suplementada con fitasa alcanzan un mayor
grado de crecimiento (Figura 9) entendiendo éste como una ganancia de peso
asociada a una ganancia de proteina, ya que como es sabido un aumento de peso
puede deberse a un aumento de grasa o0 a una retencion de agua, factores éstos que
no se relacionan con el crecimiento. EI mayor grado de crecimiento probablemente se

ha producido por una mejor absorcién de los hidratos de carbono, como refleja el
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aumento significativo del indice I.C.U. (Tabla 23), que valora la relacion entre el
incremento de peso y el total de hidratos de carbono disponibles ingeridos, que ha
permitido preservar la proteina aportada por la dieta para crecer y utilizar la grasa y los
hidratos de carbono como fuente de energia.
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GC.- Harina de Guisante Crudo
GNF.- Harina de Guisante Crudo procesado no adicionado de Fitasa
GF.- Harina de Guisante Crudo procesado adicionado de Fitasa
Figura 9. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en el
Incremento de Peso (Inc. Peso), indice de Coeficiente de Eficacia en Crecimiento
(C.E.C.), indice de Transformacion de Sustancia Seca (I.T.S.S.) e indice de
Carbohidratos Utilizables (1.C.U.).

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por la valoracién quimica de
las dietas. Los resultados quimicos muestran que el procesado incrementa, en ambas
dietas y por igual, la cantidad de azUcares totales disponibles (Tabla 15) que podrian
ser absorbidos y utilizados metabdlicamente. Sin embargo, su utilizacion nutritiva no

ha sido la misma, tal como demuestran los indices biolégicos previamente comentados
(Tabla 23; Figura 9).

Al estudiar la composicién del higado (Tabla 25) se observa un porcentaje de
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agua significativamente superior en el grupo control sin adicion de fitasa (GNF) (Figura
10). Es conocido que cada gramo de glucdégeno se almacena en al higado junto a 4
gramos de agua (Forbes, 1988). Esta elevada cantidad de agua podria indicar una
mayor cantidad de hidratos de carbono almacenados en higado por estas ratas lo que
concuerda con la hipétesis de que el tratamiento control sin adicion de fitasa facilita la
utilizacion nutritiva de los hidratos de carbono y conduce a un mayor incremento de

peso de estas ratas.
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Figura 10. Efecto de la adicién a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en el

contenido en agua y nitrégeno del higado y masculo Longissimus dorsi (L.d.).

La adicién de fitasa a la dieta, si bien reduce el contenido de nitrégeno proteico

de la dieta y no produce mejoras sensibles en los indices de utilizacion nutritiva de la
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proteina en estos animales, si permite un mayor almacenamiento de nitrégeno en el
higado (Figura 10).

Por lo que se refiere al andlisis del musculo Longissimus dorsi no se han
apreciado cambios significativos ni en el contenido en nitrégeno ni en el de agua por lo

que parece ser menos sensible a la utilizacion nutritiva de las dietas (Figura 10).

5.2.3. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE
MAGNESIO

Las diferencias en la cantidad de magnesio ingerido entre los distintos grupos
experimentales son un reflejo de los cambios en el contenido de magnesio de las
harinas de guisante crudo y procesado, ya que no existen diferencias significativas en

la ingesta de alimento entre los tres grupos experimentales ensayados (Tabla 26).
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Figura 11. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Ingesta y Utilizacion Digestiva de Magnesio.
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El contenido de magnesio ingerido con la dieta de harina de guisante crudo es
muy superior a los requerimientos nutricionales de la rata en crecimiento [50 mg
Mg/100g SS en una ingesta aproximada de 15 g SS/rata/dia; (NRC, 1995)]. En el caso
de la harina de guisante remojada y sin adicion de fitasa, la ingesta es numéricamente
superior a las recomendaciones, mientras que en la dieta de harina de guisante
remojado y adicionado de fitasa fue inferior. La homeostasis del magnesio en ingestas
elevadas o disminuidas del mineral se consigue por la existencia de un mecanismo de
regulacion a nivel intestinal o renal. En nuestras condiciones experimentales, la
regulacion a nivel intestinal del magnesio no ha resultado muy eficaz, ya que la
utilizacion digestiva de dicho cation en las tres dietas experimentales juzgada por el
CDA no varia a pesar de las diferencias en la cantidad de magnesio ingerido (Figura
11), lo que se ve reflejado en una menor absorcion neta de dicho cation en las dietas
GNF y GF (P < 0.05) con respecto a la dieta GC, existiendo asi mismo diferencias

significativas entre las dos dietas procesadas.

La menor utilizacion digestiva de magnesio en la dieta de harina de guisante
crudo cuando se compara con una dieta control de caseina-metionina de contenido
proteico similar a las dietas experimentales ensayadas (Aranda y col.,2004) se deberia
a multiples factores entre los que cabe destacar en primer lugar el elevado contenido
de magnesio de la harina de guisante crudo (133.6 mg/100g s.s.), asi como la elevada
cantidad de fibra de tipo insoluble y el &cido fitico presente en esta dieta que pueden
interferir con la disponibilidad del mineral debido al arrastre por solvente en el caso de
la fibra insoluble, aunque esto depende del porcentaje de celulosa presente en esta
fraccion de la fibra dietética, ya que los polisacaridos no celul6ésicos de la fibra
insoluble pueden ser fermentados en el intestino grueso de la rata y contribuir a la
buena utilizacién digestiva de minerales como magnesio o calcio (Younes y col. 1996;
Lépez y col., 1998, 2000a y b, 2001; Behall y col., 2002). No parece que en nuestras
condiciones experimentales el procesado haya tenido influencia sobre la fibra de las
dietas, ya que no aparecen diferencias significativas en el peso de las heces entre los
distintos grupos experimentales ensayados (Tabla 23). Con respecto al acido fitico, es
bien conocido su efecto inhibidor sobre la absorcion de magnesio (Pallauf y col., 1998;
Nestares y col., 1999; Rimbach y Pallauf, 1999) y otros minerales debido a la
formacion de complejos insolubles en el pH alcalino del intestino delgado que seran
posteriormente excretados en las heces. En otras legumbres, en las que el contenido

de magnesio es también elevado asi como los niveles de fibra insoluble y acido fitico,
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la utilizacion digestiva del magnesio fue del mismo orden (Aranda y col., 2004; Urbano
y col., 2005c). Otros factores como la relacion Ca/Mg o el aporte de vitamina D no
creemos que hayan tenido efecto sobre la digestibilidad de magnesio bajo nuestras
condiciones experimentales, ya que la relacion Ca/Mg no es elevada y el periodo
experimental ensayado ha sido corto para que se observe un efecto de la vitamina D

gue se encuentra acumulada en buena proporcion.

La utilizacién digestiva de magnesio en la dieta de harina de guisante remojado
(GNF) (Figura 11) no se ha incrementado a pesar de la menor ingesta del mineral y el
descenso en el contenido de inositoles fosfato. Esto puede deberse a que en el medio
acido utilizado para el remojo de la harina de guisante, se ha perdido una importante
proporcién de magnesio soluble y potencialmente utilizable para el animal, ademas del
que pudiera estar ligado al acido fitico. Por otra parte, el contenido de fibra insoluble
aumenta ligeramente debido a la sobre concentracion por efecto de la pérdida de otros
componentes solubles como oligosacéaridos a-galactésidos o cenizas. La adicion de
fitasa a la dieta de harina de guisante remojado (GF) (Figura 11) no ha conducido
tampoco a una mejora en la utilizacion digestiva de magnesio con respecto a las dietas
GC o GNF a pesar del descenso adicional en el contenido de inositoles fosfato y de
magnesio de la dieta que hace que la ingesta de este mineral esté por debajo de las
recomendaciones nutricionales para la rata en crecimiento. Esto nos indicaria que o
bien el magnesio remanente en la dieta no es disponible para el animal o bien que en
las condiciones presentes en el intestino delgado la fibra insoluble y el mayor aporte
de fosfato libre presente en esta dieta tengan gran capacidad de arrastre y
complejacion del mineral dificultando su absorcién (Reinhold y col., 1976). Respecto a
la relacién entre la fibra dietética y el Mg, Nestares y col. (2003) estudiaron el efecto de
la fibra detergente neutra (celulosa, hemicelulosa y lignina) en la utilizacion digestiva
de magnesio sin observar reducciones en este mineral cuando se incrementaban los
niveles de celulosa. Algunos articulos demuestran que la fibra dietética no afecta a la
retencion de minerales (Nickel y col., 1997), aunque muchos factores dietéticos y
enddégenos podrian influenciar en la biodisponibilidad de minerales cuando la fibra
dietética es consumida (Kashumura y col., 1996; Coudray y col., 1997; Lonnerdal,
2000). Delzenne y col. (1995) establecieron que los problemas en la absorcién de Mg
debidos a la fibra dietética es debida al acido fitico y el acido urénico contenidos en las

fracciones de fibra.
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UTILIZACION METABOLICA DE MAGNESIO
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Figura 12. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Utilizacion Metabdlica de Magnesio.

El balance de magnesio (Figura 12) de los animales alimentados con la dieta
de guisante crudo es significativamente menor que el obtenido para una dieta control
de caseina-metionina con similar contenido proteico (Aranda y col.,2004). Este
resultado nos indicaria, que a pesar de su elevada absorcién similar a la de la dieta
patrén, los animales han regulado su metabolismo a nivel renal y han excretado gran
cantidad de magnesio por orina, de ahi que el porcentaje de mineral retenido en
funcion del absorbido haya disminuido considerablemente. La excrecion urinaria de
magnesio en esta legumbre no se encuentra asociada a la proteinuria a diferencia de
otras legumbres (Garbanzos, lentejas, judias), ya que la utilizacibn metabdlica de la

proteina ha sido buena en el guisante (Urbano y col.,2003).

Cuando se compara el balance de magnesio de los animales alimentados con

la dieta GNF frente a los que consumen la dieta GC comprobamos que la retencion del
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cation es muy similar a pesar de que los animales alimentados con la dieta GNF han
absorbido mucho menos (Figura 12). Esto se debe a que la excrecion urinaria de
magnesio disminuyé significativamente en GNF. De ahi que el porcentaje de magnesio

retenido en funcién del absorbido haya aumentado de forma significativa.

La utilizacion metabdlica de magnesio, expresada como %R/A (Figura 12), de
los animales alimentados con la dieta de guisante remojado y adicionado de fitasa ha
sido también muy elevada y similar a los animales alimentados con la dieta GNF. Sin
embargo, a pesar de la evidente regulacion renal de magnesio que se observa en este
grupo experimental, lo cual se ve reflejado en el descenso de la excrecién urinaria, el
balance de este mineral fue muy pequefio dada la baja absorcion del catién por parte
de este grupo experimental y es significativamente menor que en las otras dos dietas

ensayadas.

En nuestras condiciones experimentales en las que los animales consumen la
dieta durante un periodo de 10 dias, la retencion de magnesio no guarda relacion con
el incremento de peso dado que para dos balances significativamente distintos, como
los obtenidos en las dietas GC y GF, el incremento de peso en g/rata/dia ha sido el
mismo, mientras que para dos balances entre los que no se observan diferencias
significativas, como es el caso de las dietas GNF y GC, existe una diferencia
apreciable (P < 0.05) en el incremento de peso que fue 69.5% mayor en GNF. El
balance de Mg de los animales alimentados con la dieta de guisante crudo y
procesado es significativamente inferior que el obtenido para una dieta de
Caseina+Metionina (3.11+0.17 mg/d, Urbano y col., 2005c) y se deberia a la elevada
excrecion urinaria de dicho catién, ya que la absorcion neta es similar. El principal
responsable de esta peor utilizacion seria la calidad de la proteina. Sin embarbo, dicho
balance es positivo a diferencia de lo observado en judias y garbanzos (Nestares y
col., 1997, 2002 y 2003) en los que el balance es practicamente nulo, a pesar de que
la absorcién neta de magnesio es similar a la obtenida en el guisante, pero como la
calidad proteica obtenida para judias y garbanzos es mas baja que para el guisante
(Nestares y col., 1997, 2001 y 2003) se produce una elevacién en la proteinuria y se
inhibe su reabsorcion tubular por lo que se incrementa las pérdidas urinarias de este
cation (Brink y col., 1991; Nestares y col., 1993, 1997, 2001 y 2003).

El balance de Mg en animales alimentados con harina de guisantes crudos o

sometidos a procesado, con o sin adiciobn de fitasa, guarda relacion con la
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magnesemia, como sucede en otras legumbres (Aranda y col.,, 2003), y con el
contenido de este mineral en esternon y fémur y en menor medida con los niveles
sanguineos. En el caso de rifibn y corazon, solo balances muy reducidos parecen

repercutir en su contenido.

5.2.4. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE CINC

La utilizacién Digestiva (CDA) de Zn en la dieta de harina de guisante crudo
(Figura 13) por parte de los animales con un peso medio de 100 gramos fue superior a
la obtenida con esta misma dieta en ratas de 50 gramos de peso (Urbano y col.,
2005c¢) y a la obtenida en lentejas crudas y lentejas sometidas a autoclavado (120° C,1
atm. durante 30 min.) donde es nula (Porres y col., 1996). Se ha observado que al
someter al guisante a un proceso de germinacion la utilizacion digestiva de Zn se
eleva considerablemente (Urbano y col., 2005c). En nuestras condiciones
experimentales, el CDA de la harina de guisante crudo fue inferior al de una dieta
control de caseina-metionina (42.6+1.2%, Urbano y col., 2005c) con similar contenido
proteico (20%) debido a la elevada excrecion fecal (Figura 13). Esta menor utilizacion
digestiva puede estar causada por distintos factores como el menor contenido de
metionina, aminoacido necesario para una buena absorcion de este mineral
(Schélmerich y col., 1987; House y col., 1997; King y Keen, 1999), la elevada ingesta
de este cation (Lonnerdal, 2000), de fibra y de inositoles fostato en relacién con el
aporte de la dieta patrén (Urbano y col., 2005c). Ademas, una importante proporcion
de la fibra ingerida es de naturaleza insoluble y esta formada por celulosa, lignina y
otros polisacéaridos. La celulosa y la lignina no son fermentables a su paso por el
intestino grueso (Barry y col., 1995) y son excretados en las heces sin degradar, lo que
se ve reflejado en alta peso de las heces observada en el presente experimento (Tabla
23). La dieta de guisante crudo tiene ligeramente menor cantidad de fibra detergente
neutra (celulosa, hemicelulosa y lignina) que la judia (Nestares y col.,, 2003).
Rossander y col. (1992) establecieron que la fibra dietética per se tiene un efecto
pequefio e incluso nulo en la disponibilidad de Zn. Yonekura y Suzuki (2003)
observaron como el chitosan, el almidén resistente (procedente de patata), la pectina y
el acido alginico no presentan efectos inhibidores en la absorcion aparente de Zn en

dietas libres de fitato, sin embargo, los carragenanos si producen ligeros efectos
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inhibidores sobre la absorciébn de este mineral. Los polisacaridos no celulésicos
presentes en la fibra insoluble y la pequefa proporcion de fibra soluble presente en el
guisante pueden ser fermentados a su paso por el intestino grueso reduciendo el pH 'y
liberando cinc que podria entonces absorberse (Fairweather-Tait y Wright, 1990;
Lépez y col., 1998b; Hara y col., 2001).

EXCRECION FECAL Y UTILIZACION DIGESTIVA
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Figura 13. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Excrecion Fecal y Utilizacion Digestiva de Cinc.

En definitiva la contribucion de los distintos factores dietéticos (acido fitico, fibra
soluble, fibra insoluble, lignina) a la baja utilizacion digestiva de cinc obtenida en
nuestras condiciones experimentales se debe fundamentalmente a la presencia de
acido fitico en la dieta. En las condiciones de pH presentes en el estbmago, el cinc se
libera del acido fitico. Al llegar al intestino delgado y en las condiciones de pH basico
presentes en este segmento del tracto gastrointestinal, el acido fitico se carga

negativamente y da lugar a la formacion de complejos insolubles con el cinc de la dieta
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y el procedente de las secreciones intestinales dificultando enormemente la absorcién

de este mineral en el intestino delgado (Zhou y col., 1992; Oberleas, 1996).

En los animales que consumen la dieta de harina de guisantes remojados, sin 0
con adicién de fitasa (GF y GNF), que tienen un menor pH (debido a la presencia del
acetato del tampon utilizado durante el remojo para conseguir el punto 6ptimo de
actuacion de la enzima fitasa), la utilizacion digestiva, expresada como CDA, mejor6
significativamente (Figura 13) a pesar de que la ingesta de metionina y fibra es similar
a la obtenida con la dieta GC y la ingesta de mineral es significativamente menor. En
el caso de la dieta GF la utilizacién digestiva fue similar a la obtenida para una dieta
control de Caseina-Metionina. La mejora en la utilizacion digestiva del cinc (Figura 13)
en los animales de ambos grupos experimentales puede deberse no solo a la menor
ingesta de cinc, ya que la absorcion neta de dicho catién alcanza valores que son 1.5y
2.2 veces mayores que los obtenidos en los animales alimentados con la dieta GC,
sino también a las pérdidas en los niveles de IP6 e IP5 (93 y 3%, respectivamente) y
también a la presencia de acetato procedente de la solucion tampon utilizada para el
remojo. Es conocido que la presencia de &cidos organicos puede favorecer la
absorcién de minerales como cinc o hierro (Pabon y Lonnerdal 1992; Lonnerdal,
2000). Al comparar la dieta GNF con GF se observa un aumento adicional y
significativo de la utilizacion digestiva de cinc que se relaciona con el descenso
adicional en la ingesta de cinc y de IP6 e IP5. Esto nos indicaria que al llegar al
intestino delgado el cinc procedente de la dieta GF es muy disponible para su

absorcion y ademas, al ser la ingesta baja, el animal fuerza su utilizacion digestiva.

Los animales que consumen la dieta de harina de guisante crudo, a pesar de la
baja absorcién neta de cinc que presentan, no regulan su excreciéon urinaria siendo
esta muy elevada, lo que ha conducido a una utilizacién metabdlica muy baja juzgada
en funcién del balance y el %R/A (Figura 14). Esta baja utilizacion metabdlica similar a
la obtenida para esta misma dieta ensayada en ratas de menor peso (32.2+8.9%,
Urbano y col., 2005c), podria atribuirse a que la regulacién metabélica del cinc se lleve
a cabo cuando la absorcion neta del mineral es mayor que la encontrada en los
animales alimentados con la dieta de harina de guisante crudo. Por otra parte, es de
destacar que en esta dieta, la excrecion urinaria de un mineral esencial como es el
fésforo es extraordinariamente elevada originando a unos balances nulos de este ién,

lo que podria haber dado lugar a una interaccién con el cinc.
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En las dietas GNF y GF en las que la absorcion ha sido superior al GC a pesar
de su baja ingesta, los animales han regulado su excrecién urinaria disminuyéndola en
relacion al grupo de animales alimentados con la dieta de harina de guisante crudo y
aumentando por tanto el balance y el %R/A (Figura 14). La mejora en la retencion de
cinc observada en los animales GNF y GF, anadlogamente a lo que sucedia para el
magnesio, no puede justificarse en base al incremento de peso, ya que no existe

correlacion entre el balance de cinc y la ganancia de peso por parte de los animales.

UTILIZACION METABOLICA DE CINC
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Figura 14. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Utilizacion Metabdlica de Cinc.

En nuestras condiciones experimentales, la retencion de cinc no guarda
correlacion con el contenido de este mineral en ninguno de los tejidos ensayados, ya
que el esternon, el fémur y el rifidén de los animales que consumen las dietas GNF y
GF en las que la retencion de este catibn es mayor, son los que tienen menor
contenido de cinc, mientras que el contenido de este mineral en el corazén no se

modifica.
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5.2.5. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE
HIERRO

La ingesta de hierro por parte de los animales alimentados con las diferentes
dietas ensayadas fue suficiente para cubrir los requerimientos nutricionales de la rata
en crecimiento (NRC, 1995), incluso en la dieta GNF en el que las pérdidas de Fe han
sido un poco mas elevadas y en el que la ingesta de hierro es numéricamente inferior
a las dietas GC y GF (Figura 15).

Tal como ha sido descrito por Hurrell (1997) y Winndisch (2002) la regulacién
de la homeostasis del hierro se realiza fundamentalmente a nivel digestivo, y como
apenas existe excrecion renal, la absorcion de Fe seria un término sinénimo a

biodisponibilidad.

En nuestras condiciones experimentales, puede considerarse que la utilizacion
digestiva del hierro procedente de la harina de guisante crudo es nula (Figura 15). La
practica totalidad del Fe ingerido no ha sido absorbido de manera analoga a lo descrito
por otros autores (Lynch y col., 1984; Fairweather-Tait y Wright, 1985; Alonso y col.,
2001) que encuentran una absorcion de Fe procedente del guisante nula o muy
reducida en comparacion a otros minerales como Ca, P o Mg. La baja absorcién de Fe
obtenida bajo nuestras condiciones experimentales podria deberse a una serie de
factores entre los que se encontrarian: 1) La presencia de componentes inhibidores de
la absorcion de este mineral como inositoles fosfato, taninos, oxalato o componentes
estructurales que acomplejan al hierro impidiendo su absorcién al paso por el tracto
gastrointestinal (Hazell, 1985; Hurrell y col., 1992 y 2003a y b; Lynch, 1997; Theil,
2004), 2) El distinto comportamiento de la ferritina del guisante en relacién a la
absorcién de Fe cuando se compara con el Fe asociado a la ferritina de soja para el
que Davila-Hicks y col. (2004) han encontrado una considerable disponibilidad al
poderse absorber la ferritina intacta directamente y de forma eficaz en el enterocito, 3)
La baja presencia de componentes de la semilla que promueven la absorcion de Fe
tales como acidos organicos (acido ascorbico, citrico, malico, tartarico y lactico) y 4) La
formacion de péptidos durante la digestion de la proteina del guisante que tengan
efecto inhibidor sobre la absorcion de hierro al estilo de lo descrito para la conglicina
(7S) de la soja (Lynch y col., 1994; Sandberg, 2002a) o las proteinas del altramuz
(MacFarlane, 1988).
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INGESTA Y UTILIZACION DIGESTIVA DE HIERRO
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Figura 15. Efecto de la adicion a Pissum sativum L. var. esla de fitasa comercial en la

Ingesta y Utilizacion Digestiva del Hierro.

Por otra parte, la fraccion de hierro unida a los componentes estructurales de la
semilla del guisante como es el caso de la fibra dietética, podria liberarse tras su
fermentacion en el intestino grueso de los animales donde se ha descrito su absorcién
(Elhardallou y Walker, 1992; Younes y col., 1996; Hara y col., 2000; Urbano y Gofi,
2002). Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales no parece que esto haya

contribuido significativamente a la absorcion del mineral.

El remojo en las condiciones Optimas para la actuacion de la fitasa exdgena
afiadida a la harina de guisante no mejoré la absorciéon de Fe, (Figura 15), a pesar de
que tras el remojo permaneceria en la harina una cierta cantidad del &cido orgénico
utilizado como tampén en la solucion de remojo que podria mejorar la disponibilidad
del mineral, y de que se observé una pérdida importante de IP6 y probablemente de
compuestos fendlicos (Tabla 18). Esta baja utilizacion digestiva podria deberse a que

la pequefia proporcion de inositoles P que aun permanecen en la harina (IP6, IP5 e
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IP4) son suficientes para inhibir la absorcion de Fe. Esto concuerda con lo descrito por
Sandberg y Svanberg (1991) que observan que concentraciones de Inositol
hexafosfato por encima de 0.5 umol/g pueden interferir con la absorcién de Fe. Lo cual
se veria ademas corroborado por el aumento en la absorcion de Fe que se obtiene al
adicionar una enzima fitasa comercial durante el proceso de remojo (Figura 15), que
da lugar a una disminucion en el contenido de IP6 por debajo de las concentraciones
molares antes descritas y de la disminucién de los niveles de IP5 e IP4 con respecto a
la harina remojada, aunque aumenta el contenido de IP3. Podria asi mismo pensarse
que la mayor absorcion neta de Fe en la harina tratada con fitasa se deberia a una
mayor ingesta de este mineral. Sin embargo la utilizacién digestiva de dicho catién
expresada como CDA, indice de la proporcion de Fe absorbido en funcién del ingerido,

también refleja un aumento significativo.

Los inositoles fosfato de menor grado de fosforilizacion (IP4 e IP3) complejan a
un menor numero y forman complejos mas débiles con los minerales. En relacion a la
absorcion de minerales, diversos estudios indican que cuando se afiade
separadamente a alimento IP6 e IP5 pero no IP4 e IP3 se inhibe la absorcion de Fe y
Zn (Sandberg y col., 1989, 1993; Lonnerdal, 1989; Sandstrom y Sandberg, 1992). Sin
embargo, cuando en una mezcla de inositoles estan presentes IP4 e IP3 pueden
contribuir al efecto negativo en la absorcion de Fe (Brune y col., 1992) mediante
interacciones con los inositoles fosfato mas fosforilados a través de su unién a
minerales (Sandberg y col., 1999). En la dieta de harina de guisante remojada y en la
harina de guisante remojada y tratada con fitasa la suma total de inositoles fosfato es
practicamente igual. Es de esperar que debido a la menor proporcién en esta Ultima
harina de inositoles fosfato con mayor grado de fosforilacibn (que tienen a nivel
individual mayor afinidad por el hierro), a expensas de la generacién de IP3, pueda

haber dado lugar a la mejora observada en la utilizacion digestiva del hierro.

A pesar de que la digestibilidad ha aumentado, todavia queda un 70% del Fe
gue no se absorbe y podria estar asociado a componentes estructurales de la harina
de guisante, productos de la digestion o componentes proteicos que no se digieran
durante su paso por el tracto gastrointestinal. En la soja, la ferritina aparentemente no

se digiere por los enzimas digestivos y pasa intacta al enterocito (Theil, 2001).

Los valores de hemoglobina, hematocrito, hematies, e indices hematologicos
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estan dentro de los indices normales para animales de esta edad (Technical bulletin,
1982).

La baja absorcion de Fe durante un periodo experimental de 10 dias no se ha
manifestado en ninguno de los indices que habitualmente se utilizan para el
diagnostico de la deficiencia de hierro por un bajo aporte nutricional como es el
namero de eritrocitos, hemoglobina o hematocrito (Beard y col., 1996; Chang y col.,
2005). Por el contrario, el contenido de dicho cation en el esternén ha resultado ser un
mejor indicador de la baja absorcion de dicho cation en el periodo experimental
estudiado, ya que aparecen diferencias significativas entre los grupos experimentales
alimentados con los productos RP, GNF y GF. En nuestras condiciones
experimentales, el contenido de Fe en corazén, rifidn, y un hueso largo como es el

fémur no han guardado relacion con la absorcion de Fe.

El contenido en Fe en fémur y esternén es superior a lo encontrado en la
bibliografia para una dieta de caseina-metionina donde el hierro se encuentra en forma
de sales citrato al 100% (6.2+0.3 y 9.8+0.8 mg/100g s.s., respectivamente) o en una
mezcla de citrato férrico (80%) y Fe hemo (20%) (5.4+0.4 y 10.3+1.6 mg/100g s.s.,
respectivamente) (Lisbona y col., 1999) o en forma de sales citrato (6.4+0.3 y 9.6£3.0
mg/100g s.s., respectivamente), sulfato (6.2+3.2 y 8.7#13.1 mg/100g s.s.,
respectivamente) o ascorbato (7.2+3.1 y 7.5+9.9 mg/100g s.s., respectivamente)
(Pallares y col., 1996).

A nivel humano la mayoria de los factores corporales que afectan la absorcion
de hierro no reflejan su efecto hasta que transcurren varios dias (Finch y col., 1978;
Hahn y col., 1940). Este retraso es atribuido a los dos o tres dias de vida media que
tiene el enterocito (Conrad y col., 1987). Otra posibilidad es que esta situacion requiere
de varios dias de retraso para que afecte a la eritropoyesis y a la produccion de

receptores de la transferrina.
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VI. CONCLUSIONES

Influencia de la adicién de fitasa en condiciones 6ptimas de actuacion a
Pisum sativum, L. var. Esla sobre la valoracion biol6gica de proteina, hidratos de

carbono, magnesio, cinc y hierro

El procesado de la harina de guisantes en las condiciones O6ptimas de
actuacion de la enzima fitasa y posterior eliminacién del agua y compuestos
solubilizados después del procesado ha dado lugar a una mejora en la utilizacién
digestiva de la proteina como consecuencia de la disminucién de los inhibidores de la
tripsina y a una buena utilizacion nutritiva de los hidratos de carbono que han sido
utilizados con fines energéticos, favoreciendo el depdsito de proteina y el incremento
de peso de los animales. Ademas, aunque las pérdidas de cinc y magnesio han sido
muy elevadas como consecuencia del procesado la eliminacion de un 78% de acido
fitico ha dado lugar a un aumento en la biodisponibilidad de estos minerales

remanentes en la legumbre, no modificandose la absorcion de hierro.

La adicién de fitasa a la harina de guisantes y la posterior eliminacién del agua
e inositoles fosfato solubilizados (93% de pérdida) ha dado lugar a una harina
funcional de elevada calidad nutricional por la buena utilizacion digestiva y metabdlica
del hierro asi como de la proteina, magnesio y cinc. La mejora de la utilizacion
digestiva de hierro, cinc y magnesio causada por la adicion de fitasa se debe a que el
acido fitico se ha transformado en inositoles fosfato de menor grado de fosforilacion,
que en el intestino delgado del animal no precipitan con tanta eficacia a los cationes
estudiados, favoreciendo su absorcion, cuando se compara al proceso de remojo sin

adicion de enzima fitasa.
CONCLUSION GENERAL

La harina funcional de guisantes obtenida mediante la adicion de enzima fitasa
presenta un contenido minimo de factores no-nutritivos, una alta biodisponibilidad del
hierro y una buena calidad nutricional del resto de los nutrientes estudiados, por lo que
es de indudable interés para la preparacién de productos dietéticos de alto valor
nutritivo que pueden ser recomendados en nutricibn humana en situaciones

fisiologicas y/o patoldgicas de grandes demandas de aporte de hierro.
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