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ABSTRACT

Wheat grain and wheat-based foods contain micronutrients with different
bioavailability degrees. Wheat's micronutrient bioavailability of wheat hinder the
potential impact of new wheat cultivars bred to contain high levels of iron (Fe) and
zinc (Zn). Bread wheat (Triticum aestivum L.), is one of the most consumed cereals in
the world, only behind rice, it represents an important source of protein,
carbohydrates, vitamins and minerals. However, the presence of considerable
amounts of phytic acid (1 -2%) in cereal grains and legume seeds, which primary role
is to store phosphorus as a source of energy for the plant, is a great concern, mainly
because phytic acid is reduces the uptake of micronutrients such as Fe and Zn, since

it can be a minerals chelating agent.

The thesis objectives were: 1) to develop a technique for the determination of
free iron or also called potentially bioavailable iron (FePB) and to validate a rapid and
functional technique for the quantification of phytic acid present in different varieties of
bread wheat; and 2) to determine the effect of fermentation time during the bread-
making process on the enhancement of the bioavailability of iron, through the
concomitant enhancement of the hydrolysis of the phytate-mineral complex present in

the bread making dough.

Analysis of 20 wheat varieties showed a small variability in the concentration of

free iron (8.9 - 12.1 mg / kg), while for phytic acid is larger (0.522 - 0.705 g / 100 g).



Correlation analysis also revealed no relationship (R> = 0.0319) between the

concentration of phytic acid and free, potentially bioavailable, iron.

On the other hand leavened bread of 3 known varieties of bread wheat was
prepared using five different fermentation times (90, 150, 180, 210 and 240 minutes).
The shortest fermentation time (90 min) proved to be enough to degrade about 56%

of phytic acid present in wheat flour, while yielding the best volume for bread loaf.

Therefore, the methodologies developed could be used in breeding programs
to select lines with lower phytic acid as well as those with higher content of FePB.
The goal is to increase the concentration of iron in wheat’s grain, as well as the
conservation of the quality in products of this cereal as bread and also to obtain

products with high nutritional value for vulnerable populations.



RESUMEN

El grano de trigo y los alimentos a base de este contienen micronutrientes con
diferente grado de biodisponibilidad. La biodisponibilidad de micronutrientes de trigo
puede dificultar el impacto potencial de las nuevas variedades de trigo criadas para
contener altos niveles de hierro (Fe) y zinc (Zn). El trigo harinero (Triticum aestivum
L.) es uno de los cereales mas consumidos en el mundo, solo por detras de arroz,
representa una fuente importante de proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales.
Sin embargo, la presencia de cantidades considerables de acido fitico (1 -2%) en los
granos de cereales y semillas de leguminosas, cuya principal funcién es almacenar
fésforo como fuente de energia para la planta, es de gran preocupacion, sobre todo
porque el 4cido fitico reduce la absorcion de micronutrientes tales como Fe y Zn, ya

gue puede funcionar como un agente quelante de minerales.

Los principales objetivos de esta tesis fueron: 1) el desarrollo de una técnica
para la determinaciéon de hierro libre o también llamado hierro potencialmente
biodisponible (fepB) y validar una técnica rapida y funcional para la cuantificacion de
acido fitico presente en diferentes variedades de trigo harinero; y 2) determinar el
efecto del tiempo de fermentacion durante el proceso de panificacion sobre la mejora
en la biodisponibilidad del hierro, a través de la mejora concomitante de la hidrdlisis

del complejo fitato-mineral presente en la masa para la fabricacion de pan.



Analisis de 20 variedades de trigo mostraron la estrecha variabilidad en la
concentracion de hierro libre (08/09 a 12/01 mg / kg), mientras que para el &cido fitico
es grande (0,522-0,705 g / 100 g) variedades. El analisis de correlacion también
revel6 ninguna relacion (R2 = 0,0319) entre la concentracion de &cido fitico y libre,

potencialmente biodisponibles, hierro.

Por otra parte se elabor6 pan de caja de 3 variedades conocidas de trigo
harinero usando cinco tiempos de fermentacién diferentes (90, 150, 180, 210 y 240
minutos). El tiempo de fermentacion mas corto (90 min) demostré ser suficiente para
degradar alrededor del 56% de &acido fitico presente en la harina de trigo, mientras
produce el mejor volumen de pan.

Por lo tanto, las metodologias desarrolladas podrian utilizarse en programas
de mejoramiento para seleccionar lineas con menor contenido de acido fitico y asi
como aquellos con un mayor contenido de FePB. El objetivo es incrementar la
concentracion de hierro en el grano de trigo, sino también la conservacion de la
calidad en los productos de este cereal como por ejemplo el pan y de esta manera

obtener productos con alto valor nutricional para las poblaciones vulnerables.
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INTRODUCCION

El acido fitico (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexafosfato, IP6) es un compuesto
formado por inositol esterificado con seis grupos fosfato cargados negativamente. El
acido fitico (AF) interacciona fuertemente con componentes de los alimentos que se
encuentren cargados positivamente, tales como minerales (Konietzny y Greiner,
2003), formando fitatos. Debido a que el ser humano presenta una limitada
capacidad de hidrolizar el AF y los complejos de fitato, generalmente hay una
importante disminucion en la absorcidon de varios micronutrientes tales como el zinc,
hierro, magnesio, manganeso y cobre que se encuentren formando complejos de

fitato (Konietzny y Greiner, 2004).

El hierro es uno de los micronutrientes mas importantes y esenciales para
nuestro organismo, debido a que forma parte del grupo hemo de la hemoglobina, la
cual es responsable del transporte del oxigeno a las células, ademas de ayudar a la
metabolizacién de vitaminas. Se sabe que desde hace varias décadas el hierro es
ingerido en cantidades insuficientes en la dieta: a nivel mundial aproximadamente 2
mil millones de personas sufren de su deficiencia (Hurrell, 2001), lo que resulta en
una baja eficiencia laboral, un alto costo en atencién médica, el aumento de las tasas
de muerte prematura y la discapacidad permanente de las habilidades cognitivas de

los nifios (Welch y Graham 2004).

Entre las estrategias que hay en la actualidad para afrontar la falta de
micronutrientes en la dieta estan la fortificacion y biofortificacion de los alimentos. La

primera se basa en la adicién controlada de cantidades especificas de vitaminas y
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minerales a los alimentos o0 a sus materias primas, mientras que la biofortificacion
consiste en provocar de manera natural (mediante el mejoramiento genético) la
presencia de altas concentraciones de micronutrientes como el hierro y el zinc en el
grano de trigo del cual se genera harina la cual se utliza en la elaboracion de
alimentos. Con base en esta Ultima estrategia, surge el proyecto de la generacion de
lineas de trigo mejoradas con alto contenido de hierro y zinc que puedan tener una
mayor cantidad de estos minerales como una solucién para el problema de la
carencia de este micronutriente de la dieta de millones de consumidores que tienen
como fuente principal de nutrientes a cereales tales como el trigo.

Existen diversas tecnologias para la determinacion y cuantificacion de
diversos elementos como el hierro en el trigo y otros cereales. Entre estas
tecnologias se encuentran la Espectrometria de emision Optica con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES) y la Fluorescencia de rayos X (XRF), las cuales
pueden ser utilizadas para identificar y/o quantificar un gran niumero de elementos de
la tabla periodica, utilizando protocolos y calibraciones adecuadas. La técnica de ICP
fue utilizada en este trabajo como referencia para conocer la concentracion total de
hierro presente en el grano de trigo.

Para poder estimar la cantidad de hierro potencialmente biodisponible (FePB),
en el presente trabajo se utiliz6 una simulacion de las condiciones que ocurren
durante el proceso de digestion estomacal (pH, temperatura corporal, tiempo que
tarda el organismo durante el proceso de digestion y adicion de enzima pepsina).

Para esto, diferentes muestras de harina fueron sometidas a estas condiciones para

15



posteriormente determinar el contenido de hierro libre, el cual es el Unico que nuestro
organismo asimila. Por tal motivo es importante conocer la relacién que existe entre
la concentracién total de hierro y la concentracion de hierro libre o potencialmente
biodisponible tras un proceso simulado de digestion, asi como el saber como afecta

el proceso de panificacion sobre la hidrolisis del acido fitico.

ANTECEDENTES

El trigo harinero (Triticum aestivum L.)

A nivel mundial el trigo es el segundo cereal que mas se utiliza en la
alimentacion humana. La importancia del trigo en la dieta de los seres humanos
reside principalmente en su alto valor energético, ademas que contiene mas
minerales y proteinas que el maiz y el arroz. A su ventaja nutritiva se suman su alta
concentracion de fibra dietética y compuestos bioactivos importantes para la salud,
asi como sus caracteristicas de procesamiento Unicas entre los cereales, que lo
colocan entre los que mas se utilizan como materia prima para elaborar una gran
diversidad de alimentos procesados y varios otros productos no alimentarios (Pefia et
al. 2007).

Los componentes quimicos de los cereales se distribuyen de manera variable
en diferentes partes del grano. La Tabla 1 proporciona el valor nutritivo que posee el
trigo en grano y en harina. El salvado, que representa 7% del grano, contiene la

mayoria de la fibra del grano, esencialmente celulosa y pentosanos, es fuente de
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vitaminas del grupo B, y el 40-70% de los minerales se concentran en su capa
exterior. El endospermo, que es la parte principal del grano (80-85%), contiene
principalmente almiddn, tiene menor contenido de proteinas y lipidos que el germen 'y
el salvado, y es pobre en vitaminas y minerales. (Preedy et al. 2011). El germen
representa aproximadamente de 2.5 a 3% del peso del grano y se localiza en un
extremo del grano, el cual tiene una alta concentracion de aminoacidos, ademas es
rico en vitaminas, proteinas, minerales como el potasio y el fésforo, grasas
insaturadas y antioxidantes. El germen es también conocido como embridén y es a

partir de esta parte del grano que se origina el crecimiento de una nueva planta.
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Tabla 1.- Composicion aproximada de nutrientes (%) en el grano de trigo y harina
refinada (Preedy et al. 2011).

Componentes Grano Harina
Energia (kcal) 329 364
Carbohidratos totales (g) 68 76.3
Fibra dietética (g) 12 2.7
Grasa total (g) 1.9 1
Grasa saturada (g) 0.3 0.2
Grasa monoinsaturada (g) 0.3 0.1
Grasa polinsaturada (g) 0.8 0.4
Proteina (g) 15.4 10.3
Aminoéacidos
Triptofano (mg) 195 127
Treonina (Mg) 435 281
Isoleucina (mg 541 357
Leucina (mg) 1038 710
Lisina (mg) 404 228
Metionina (mg) 230 183
Cistina (mg) 404 219
Fenilalanina (mg) 724 520
Tirosina (mg) 441 312
Valina (mg) 679 415
Arginina (mg) 702 417
Histidina (mQ) 330 230
Alanina (mg) 555 332
Acido Aspartico (mg) 808 435
Acido Glutamico (mg) 4946 3479
Glicina (mg) 621 371
Prolina (mg) 1680 1198
Cerina (mg) 663 516
Vitaminas
Vitamina A (IU) 9 -
Vitamina E (mg) 1.0 0.1
Vitamina K (ug) 1.9 0.3
Tiamina (mg) 0.5 0.1
Rivoflavina (mg) 0.1 -
Niacina (mg) 5.7 1.3
Vitamina Bs (MQ) 0.3 -
Folato (ng) 43 26
Acido pantoténico (mg) 0.9 0.4
Colina (mg) 31.2 104
Minerales
Calcio (mg) 25 15
Hierro (mg) 3.6 1.2
Magnesio (mg) 124 22
Fosforo (mg) 332 108
Potasio (mg) 340 107
Sodio (mg) 2 2
Zinc (mg) 2.8 0.7
Cobre (mg) 0.4 0.1
Manganeso (mg) 4.1 0.7

Selenio (ug) 70.7 33.9




La calidad del grano de trigo es evaluada mediante ciertos parédmetros fisicos,

quimicos y reoldgicos. Entre los mas importantes se encuentran:

e Pureza varietal e Humedad en grano

e Actividad enzimatica del grano e Dureza de grano

e Peso hectolitrico e Contenido de proteina en grano
e Peso de mil granos e Caracteristicas de amasado

e Porcentaje de granos vitreos e Caracteristicas de fuerza de
e Contenido de cenizas en grano gluten

e Sedimentacion

A continuacion se describen algunos de los parametros mas relevantes evaluados

en este proyecto.

Pureza varietal. Los perfiles de proteinas de gluten del grano (gluteninas y gliadinas,

separadas en forma de bandas por electroforésis) de una variedad se consideran
como las “huellas” o “perfiles de identidad” de la misma, y permite determinar tanto
identidad como si una muestra de grano o harina pertenece a una variedad o mezcla

de variedades de trigo.

Actividad enzimatica del grano. Si la etapa final del cultivo —durante el llenado de
grano (madurez)— coincide con exceso de humedad ambiental (debido a la

precipitacion pluvial o al acame o volcadura de las plantas), es posible que el grano
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germine en la espiga y esto a la vez provoque un incremento significativo de
actividad enzimatica (sobre todo de alfa-amilasa), cuya presencia a niveles elevados
afecta negativamente la calidad de las masas de panificacion y de la miga del pan.
Las cosechas de trigo con valores de Falling Number mayores a 250-300 segundos
son generalmente aceptables, ya que estos niveles de actividad enzimética no

causan deterioro en la masa durante la fermentacion.

Peso hectolitrico. ElI peso hectolitrico (peso del grano/volumen ocupado) es una

medida de la densidad del grano y, por tanto, de la calidad de llenado de grano. Este
parametro se define principalmente por la morfologia del grano caracteristico de la
variedad. Normalmente, los valores de peso hectolitrico suele considerarse como un
indicador del potencial de rendimiento harinero que posee un lote de trigo durante la
molienda. Asi los lotes de trigo con peso hectolitrico bajo (menos de 75kg/hl en trigo

de temporal) suelen mostrar bajos rendimientos de harina.

Contenido de cenizas en grano. El contenido de minerales (cenizas) en el grano es

importante ya que si su concentracion es alta, sobre todo en granos con bajo peso
hectolitrico, puede contaminar de manera significativa la harina de la molienda. Los
altos niveles de contaminacion con cenizas son particularmente indeseables debido a
gue las particulas oscurecen la harina. Los niveles de concentracion de cenizas en

grano que se consideran deseables deben ser menores a 2.0%.
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Humedad en grano. Los contenidos de humedad mayores a 14% favorecen el dafio

gue causa la presencia de microorganismos durante el almacenamiento temporal.

Dureza de grano. Tiene gran influencia en la capacidad de absorcion de agua de las

harinas. En la industria de la panificacion se prefiere harina de trigo harinero semi-
duro a duro, ya que la mayor cantidad de almidon dafiado de estas harinas favorece
la fermentacién durante la panificacion y la retencion de humedad durante el periodo
de frescura del producto terminado. La harina de trigo suave o blando tiene mayor
demanda en la industria galletera por el bajo porcentaje de almidon dafado

producido durante el proceso de molienda.

Contenido de proteina en grano. El contenido de proteina indica si la fertilizacion

donde se siembra el trigo son adecuadas o tiene que corregirse. Un bajo contenido
de proteina es indicio de que el cultivo no cuenta con suficiente nitrogeno en la fase

de llenado de grano.

El hierro

Es un mineral esencial para la mayoria de las diferentes formas vivientes y
para la fisiologia humana normal. La cantidad promedio de hierro en nuestro
organismo es de alrededor de 4.5 g. Este es un micronutriente u oligoelemento
indispensable para la vida, ya que funciona como un componente de proteinas,

incluyendo enzimas y la hemoglobina, siendo esta Ultima importante para el
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transporte de oxigeno a los tejidos de todo el cuerpo. La cantidad diaria

recomendada de hierro es de aproximadamente 16 a 18 mg/dia; el hierro contenido

en los alimentos es hidrolizado en el estbmago y después absorbido.

Funciones que desempeiia el hierro:

Es indispensable para el transporte de oxigeno por la sangre hacia los tejidos.
El grupo hemo o hem que forma parte de la hemoglobina y mioglobina esta
compuesto por un atomo de hierro. Estas proteinas transportan y almacenan
oxigeno en nuestro organismo. La hemoglobina, proteina de la sangre,
transporta el oxigeno desde los pulmones hacia el resto del organismo. La
mioglobina juega un papel fundamental en el transporte y el almacenamiento
de oxigeno en las células musculares, regulando el oxigeno de acuerdo a la
demanda de los musculos cuando entran en accion.

Forma parte de la estructura de enzimas, como por ejemplo, la catalasa y
peroxidasa, que nos defiende contra los radicales libres, como el peroxido de
hidrogeno (quimico que dafia a las células), que es convertido por estas
enzimas en oxigeno y agua.

Es necesario para la metabolizacién de las vitaminas del grupo B.
Metabolismo de energia: interviene en el transporte de energia en todas las
células a través de los citocromos que tienen al grupo hemo o hem (hierro) en

Su composicion.
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o Sistema nervioso: el hierro participa en la regulacion de los mecanismos
bioquimicos del cerebro, en la produccidon de neurotransmisores y en otras
funciones encefélicas relacionadas al aprendizaje y la memoria como también
en ciertas funciones motoras y reguladoras de la temperatura.

« Sistema inmune: la enzima mieloperoxidasa esta presente en los neutroéfilos
gue forman parte de las células de la sangre encargadas de defender al
organismo contra las infecciones o materiales extrafios. Esta enzima, que
presenta en su composicion un grupo hemo (hierro), produce sustancias
(adcido hipocloroso) que son usadas por los neutrofilos para destruir las

bacterias y otros microorganismos.

Su déficit puede provocar:

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la deficiencia de hierro se
considera el primer desorden nutricional en el mundo. Aproximadamente el 80 % de
la poblacion tendria deficiencia de hierro mientras que el 30 % padeceria de anemia
por deficiencia de hierro. El desarrollo de la deficiencia de hierro es gradual y el
comienzo se da con un balance negativo de hierro, es decir, cuando la ingesta de
hierro de la dieta no satisface las necesidades diarias; entonces se produce una
disminucién en el depdsito de hierro del organismo el cual se encuentra en la medula
0sea, lo cual ocasiona que los niveles de hemoglobina permanezcan normales. Por
otro lado la anemia por deficiencia de hierro (anemia ferrotipica) es un estadio

avanzado en la disminucién del hierro; aqui los niveles de hemoglobina se
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pueden darse las siguientes situaciones:

Fatiga.

Bajo rendimiento.

Anemia.

Dificultad para realizar
esfuerzos.

Partos prematuros.
Inapetencia.

Uias y cabello fragiles y
guebradizos.

Dificultad de concentracion.
Debilidad muscular.
Repercute en el desarrollo
mental de bebés y nifios.

Mareos.

encuentran por debajo de lo normal. Cuando se producen deficiencia en el hierro,

Palidez.

Taquicardias.

Mayor susceptibilidad a
infecciones.

Dificultades respiratorias.
Glositis (inflamacion de la
lengua).

Dificultad para mantener la
temperatura corporal.
Dolor de cabeza.
Irritabilidad.

Vértigo.

Pérdida de peso. (NAP, 2001)

Formas de hierro en la dieta
El hierro esta presente en los alimentos, tanto en forma inorganica (férrico y
ferroso) y organica (principalmente del tipo hemo). El hierro hemo se deriva

principalmente de la hemoglobina y la mioglobina de alimentos como la carne,
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pescados y aves de corral. Alrededor del 40 % del hierro presente en la carne, el
pescado y las aves de corral es del tipo hemo. Otras fuentes de hierro no hemo son
los productos lacteos, los huevos y los alimentos vegetales como frijoles, cereales,

frutos secos, frutas y verduras.

Quimica del Hierro
La diferencia en la absorcion de hierro de diversos alimentos o comidas

depende en parte de las propiedades quimicas del hierro.

Estados de valencia
El hierro esta presente naturalmente en los alimentos en forma de hierro
ferroso (Fe*") o hierro férrico (Fe®"). La forma férrica se reduce a ferroso con la

presencia de acido clorhidrico y agentes reductores tales como acido ascorbico.

e Reduccion: Fe®'+e — Fe?*

e Oxidacion: Fe®'-e — Fe®, donde e = electron.

Solubilidad de Hierro ferroso y férrico.

Tanto el hierro ferroso y férrico son facilmente solubles en las condiciones
acidas del estdbmago. Con el aumento del pH en el intestino delgado, donde tiene
lugar la mayor parte la absorcion de hierro, el hierro férrico no es soluble y por lo

tanto es menos absorbible.
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Formacién de complejos

Durante la digestion, el hierro no hemo puede cambiar su estado de valencia y
rapidamente formar complejos de hierro-quelatos, con ligandos obtenidos de la dieta
tales como el &cido ascorbico, el fitato, taninos, y oxalato. La estabilidad del hierro-
guelato aumenta con la concentracién del ligando quelante. La resistencia de la
unién de hierro-quelato, la solubilidad del complejo, y los factores ambientales tales
como el pH y la presencia de otros agentes quelantes, determinan si el hierro esta

disponible para su absorcion por las células de la mucosa.

Generalidades sobre el 4cido fitico

El acido fitico (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexafosfato, IP6) es un compuesto
formado por inositol esterificado con seis grupos fosfatos; las sales de éste son
conocidas con el término de fitato. El fitato es la principal forma de almacenamiento
de inositol y fosfato en las semillas de plantas y en granos. El fitato se forma durante
la maduraciéon de las plantas y en la germinacion de las semillas, representando el
60-90 % del fosfato total (Loewus, 2001). Debido a los 6 grupos fosfatos, el fitato se
encuentra cargado negativamente en un amplio rango de pH, interaccionando
fuertemente con componentes de los alimentos que se encuentren cargados
positivamente, tales como minerales, elementos traza y proteinas (Konietzny y
Greiner, 2003). Esta interaccion afecta la calidad nutricional, ademas del rendimiento
y la calidad de los alimentos, ya que el fitato puede quelar fuertemente varios

micronutrientes.
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Los 6 grupos fosfato del acido fitco muestran una fuerte capacidad para
guelar cationes de minerales como zinc, hierro, magnesio, manganeso y cobre
(Konietzny y Greiner, 2003). La formacion de complejos de fitato-mineral a valores de
pH fisiolégico conduce a una pobre biodisponibilidad de estos minerales, ya que
estos complejos no son absorbidos en el tracto gastrointestinal de humanos y
animales monogastricos. La solubilidad y la estabilidad de los complejos fitato-
mineral decrecen a medida que los residuos de fosfato son removidos del fitato, por
lo cual la remocién de fosfatos del fitato mejora la absorcion de los minerales que
interaccionan con éste (Han et al. 1994). Por tal motivo el fitato es considerado como
un factor anti nutricional debido a su accion quelante sobre cationes divalentes, como
Ca®, zn* y Fe*, y la interaccién con protefnas importantes nutricionalmente

disminuyendo la biodisponibilidad de ambos nutrientes (Urbano et al. 2000).

Propiedades quimicas del Fitato

El fitato puede existir en forma libre o como complejo de fitato-metal
dependiendo del pH y la concentracién de cationes en la solucion (Fig. 1A). A pH
acido, la protonacion de los grupos fosfatos del fitato genera una forma libre sin
interacciones con metales. En contraste, a pH neutro la desprotonacion de los grupos
fosfatos cargados negativamente hace que estos interactien con metales catidénicos

divalentes, principalmente Mg?* y Ca®*, formando el complejo fitato-metal.
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Fig. 1 A, B. Efecto de pH y metales en la fisiologia natural del fitato. A. El fitato existe en forma
libre y como complejo fitato-metal, dependiendo del pH y, de los metales catiénicos divalentes. La
magnitud del enlace depende del pH y la relacién del metal-fitato. A valores de pH alcalino y alta
concentracion del catién se forma el complejo fitato-metal debido a la interaccion electrostatica directa.
B. Los metales con cationes divalentes enlazan los grupos fosfatos del fitato dependiendo del radio

i6nico de los cationes.

Para producir la hidrdlisis del acido fitico de una manera eficaz, se hace

necesaria la presencia de enzimas con actividad fosfohidrolasa llamadas fitasas.

Usos del acido fitico
Una serie de beneficios en la salud humana se le han adjudicado al uso del

acido fitico pues es reconocido como un agente anti-cancer (tejido blando, de colon,

cancer de pulmén metastasico y cancer de mama), (Owen et al. 1996 y Schroterova
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et al. 2010) inhibidor para el desarrollo de célculos renales (Grases et al. 2000) y
también funciona como agente antioxidante, debido a la capacidad del fitato para
unirse al hierro en el tracto gastrointestinal ya que podria prevenir que el hierro
inorganico no absorbido actie como generador de radicales libres (Febles 1998).
Aungue no se le dio al 4cido fitico la condicion de “Generalmente Reconocido como
Seguro” (GRAS) por la Administracién de los Estados Unidos de Alimentos y
Medicamentos en su lista de 1995, este ha sido ampliamente utilizado como aditivo
alimentario fuera de los E.U. El &cido fitico se afiade rutinariamente a las carnes,
pastas de harina de pescado, mariscos enlatados, frutas, verduras, queso, fideos,
salsa de soja, zumos, pan y bebidas alcohodlicas para evitar la decoloracion del
producto y prolongar la vida util (elevadas concentraciones de acido fitico previenen
el pardeamiento y la putrefaccion de varias frutas y verduras mediante la inhibicion
de la polifenol oxidasa) (Febles 1998). Para 1997, el fitato de sodio fue clasificada
como una sustancia GRAS y se ha utilizado como un conservante para productos
horneados en los E.U. (Hix et al. 1997). El acido fitico también se puede utilizar en el

tratamiento de metales para evitar la oxidacion.

Generalidades de las fitasas

Las fitasas son enzimas que hidrolizan el acido fitico a derivados de inositol
fosfato con un menor nimero de fosfatos e incluso a inositol libre (Frontela et al.
2008) (Fig. 2). La fitasa (inositol hexafosfato fosfohidrolasa) se encuentra de forma

comun en la naturaleza, pudiendo ser de origen microbiano, vegetal o animal. La
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Union Internacional de Quimica Aplicada y la Unién Internacional de Bioquimica

(IUPAC-IUB 1975) clasificaron las enzimas en dos grupos: la 3-fitasa (hexafosfato de

inositol 3-fosfohidrolasa) y 6-fitasa (hexafosfato de inositol 6-fosfohidrolasa), basados

en la posicion especifica de la hidrdlisis inicial del fitato. La 3-fitasa hidroliza primero

el grupo fosfato de la posicion 3, mientras que la 6-fitasa hidroliza primero el de la

posicién 6, dando lugar al 1, 2, 4, 5, 6-pentafosfato de inositol y el 1, 2, 3, 4, 5-

pentafosfato de inositol, respectivamente.

oPojl, PO, FITASA ENDOGENA
! {cereales)
OPOH, .
IFe : FITASA EXOGENA
Kp0,0 1 / (origen microbiano)
¥ \
3 { OPOH, OPOA, \
-C)P'I:IIJ-Ii
IF, 1L
oPOH, OPOM |
K,P0,0 H H |
h
OPOH, [

IP,

Fig. 2.- Productos generados a partir de la hidrdélisis del &cido fitico (IPg)

OPOH, OPOH,
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Las fitasas son usadas como aditivos en alimentos para animales, mejorando
la biodisponibilidad de fosfato y reduciendo la pérdida de fosfatos y cationes

divalentes del fitato.

Las sustancias en la cual actian las enzimas fitasas se denominan de tres
formas diferentes en la literatura: fitato, fitina y &cido fitico. Fitato, es el término
utilizado con mas frecuencia y se refiere a la sal de &cido fitico (myo-inositol
hexafosfato). Fitina, a su vez se refiere especificamente al complejo de myo-inositol
hexafosfato de potasio con magnesio y calcio que se produce en las plantas; el acido

fitico es el anillo libre myo-inositol hexafosfato (Frontela et al. 2008).

Técnicas de deteccidon y cuantificacion de hierro

Espectrometria de emision 6ptica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
OES)

La técnica de espectrometria de emision 6ptica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry),
es una variante de las técnicas de analisis por espectrometria de masas. Las
ventajas principales de esta técnica radican en la alta precisién, bajos limites de
deteccion y medio costo econdémico, analizando la mayoria de los elementos e
isotopos presentes en la tabla periddica de manera simultanea en no mas de un par

de minutos. Es por lo tanto una técnica ideal en el analisis de aguas, lixiviados de
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rocas y minerales, alimentos, etc. Ademas permite el andlisis de elementos trazas y
suelos ricos en minerales, fosiles, metales, semiconductores, etc., en un area de
muestra de hasta 50 um. La técnica de ICP-OES combina dos propiedades analiticas
qgue la convierten en un potente instrumento en el campo del analisis de trazas

multielemental.

En espectrometria de emisién o¢ptica (OES), la muestra se somete a
temperaturas lo suficientemente altas como para causar no sélo la disociacion en
atomos, sino de causar importantes cantidades de excitacion colisional (e ionizacion)
de los atomos de la muestra que tendra lugar. Una vez que los atomos o iones estan
en sus estados excitados, puede decaer a estados inferiores a través de transiciones
de energia térmica o radiacion (emision). En OES, la intensidad de la luz emitida en
longitudes de onda especificas se mide y se utliza para determinar las
concentraciones de los elementos de interés.

Una de las ventajas mas importantes de OES resulta de las propiedades de
excitacion de las fuentes de alta temperatura utilizados, estas fuentes de excitacion
térmica pueden llenar un gran numero de diferentes niveles de energia de varios
elementos diferentes al mismo tiempo. Todos los atomos excitados y los iones a
continuacién pueden emitir su caracteristica radiacion casi al mismo tiempo. Esto da
lugar a la flexibilidad de elegir entre diferentes longitudes de onda de emision de un
elemento y en la capacidad de medir emisiones a partir de varios elementos

diferentes al mismo tiempo. Sin embargo, una desventaja asociada con esta
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caracteristica es que a medida que el numero de longitudes de onda de emisidn
aumenta, también aumenta la probabilidad de interferencias que puedan surgir de las
lineas de emision que son demasiado cercanas en longitud de onda a medir por

separado (Boss y Fredeen, 1997).

Fluorescencia de rayos X (XRF)

La fluorescencia de rayos X (XRF, X-ray fluorescence spectrometry) consiste
en la emision de rayos X secundarios (o fluorescentes) caracteristicos de un material
gue ha sido excitado al ser «bombardeado» con rayos X de alta energia o rayos
gamma. Este fendmeno es muy utilizado para analisis elemental y analisis quimico,
particularmente en la investigacion de metales, vidrios, ceramicos y materiales de

construccion, asi como en la de geoquimica, ciencia forense y arqueologia.

Al exponer un material a rayos X de longitudes de onda cortas o a rayos
gamma, pueden ionizarse los atomos que constituyen el material. La ionizacion
consiste en eyeccion de uno o mas electrones desde el atomo. Puede ocurrir si a
éste se le expone a radiacion cuya energia exceda la del potencial de ionizacion.
Tanto los rayos X como los gamma pueden ser suficientemente energéticos para
desprender electrones fuertemente ligados en los orbitales internos del atomo. Tal
remocién electronica deja en condicion inestable a la estructura electronica del
atomo, y los electrones de orbitales mas elevados «caen» hacia el orbital mas bajo,

gue luego ocupan los huecos de los electrones internos desprendidos.
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En esta caida, o transicidn, se genera energia mediante emision de un fotdn.
El valor de la energia de este corpusculo es igual a la diferencia de energia entre los
dos orbitales involucrados. Por lo tanto el material emite radiacion cuya energia es
caracteristica de los atomos componentes del material. El término fluorescencia se
usa para denominar el fenémeno por el cual la absorcion de radiacién de una energia
especifica genera reemision de radiacién de una energia diferente, generalmente

menor (Beckhoff et al. 2006).

Estrategias para reducir la deficiencia de micronutrientes

Entre las estrategias mas frecuentemente empleadas para reducir la
incidencia de malnutricion por déficit mineral estan el empleo de suplementos
farmacéuticos, el enriquecimiento de los alimentos y una dieta mas variada. Una de
las intervenciones del sector salud es la fortificacion de los alimentos, entre ellos la
fortificacion de las harinas, la cual puede disminuir los niveles de deficiencia de
micronutrientes. El enriquecimiento de los alimentos béasicos elaborados con
minerales y vitaminas esenciales ha contribuido de manera significativa en los
ultimos 2-3 afos para reducir este déficit. El trigo es una de las principales fuentes de
nutrientes en muchos paises en desarrollo, y al ser triturado o molido se convierte en
harina, la cual se utiliza como materia prima principal para la preparacion de diversos
alimentos.

La fortificacion de la harina ha cobrado gran importancia como un medio

rentable y efectivo de suministrar micronutrientes, particularmente a las poblaciones
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de bajos ingresos en las poblaciones urbanas y rurales. La fortificacion incluye la
adicion de hierro, zinc, y vitaminas del tipo B (entre otros). En mas de 60 paises el
enriquecimiento de la harina es obligatorio y, por lo tanto, las plantas molineras
modernas de varios paises han desarrollado equipos para producir automaticamente

la fortificacion de la harina (Pefia et al. 2012).

Otra estrategia de origen reciente es la llamada biofortificacién, la cual
pretende incrementar la concentracion natural de los micronutrientes en los
alimentos, a través de un programa de fitomejoramiento. Estos programas pueden
utilizar en sus cruzas recursos genéticos, como variedades locales (landraces) de
trigo u otras especies del mismo, entre las que se encuentran las especies
ancestrales de los trigos modernos, que pueden funcionar como fuentes de genes

asociados a altas concentraciones de hierro y zinc en el grano.

El CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) se ha
ocupado en los ultimos afios de este tipo de investigacion, la cual realiza en
colaboracion con distintos centros de investigacion de México y el mundo. Todas las
actividades se desarrollan con la finalidad de sumar esfuerzos en pos de erradicar
problemas de hambre y malnutricion de la humanidad. CIMMYT participa dentro del
proyecto HarvestPlus centrado en el incremento de la concentracidon de nutrientes en
los principales alimentos basicos que se consumen en el mundo por todas las

poblaciones, principalmente por aquellas donde los niveles de pobreza son mas
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elevados. HarvestPlus se centra en tres micronutrientes fundamentales reconocidas
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como la mayor limitante en dietas:

hierro, zinc y vitamina A.

Para llevar a cabo este objetivo, en la primera etapa del proyecto, se
identificaron trigos conservados en el Banco de Germoplasma de Trigo del CIMMYT
(landraces y lineas de otras especies de trigo) cuyos niveles de hierro y/o zinc fueron
al menos 40-50% mayor que en trigos comerciales actualmente. Estas lineas fueron
seleccionadas y utilizadas como parentales en cruzamientos conjuntos con lineas
modernas del Programa Global de Trigo del CIMMYT, que poseen alto rendimiento
de grano, resistencia a enfermedades y a estreses abidticos ademas de tener buena
calidad de grano. De esta manera y mediante un fuerte proceso de seleccion, se
estan originando lineas con buenas caracteristicas agronémicas y calidad de grano,

asi como altos niveles de los micronutrientes hierro y zinc.

Aun cuando ya se ha logrado incrementar el contenido de micronutrientes en
grano de trigo de nuevas variedades con el proyecto HarvestPlus, persiste la duda de
si la biodisponibilidad de estos micronutrientes alcanza niveles satisfactorios que
puedan repercutir en una mejor nutricion a los consumidores; por tal motivo este
estudio se concentra en conocer los niveles de hierro potencialmente biodisponible
de un cierto grupo de muestras del ensayo 5th HPAN 12-13 perteneciente al

proyecto HarvestPlus.
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Para examinar la biodisponibilidad de micronutriente, hay que tomar en cuenta
factores tales como puede ser la relacion entre la concentracion total de
micronutrientes en grano y la cantidad de micronutrientes biodisponibles o
asimilables del mismo. En este punto, aunque pueden intervenir otros factores, se le
atribuye un papel protagonista al acido fitico, que actia como inhibidor en la
asimilacion. La concentracién de este componente va a depender del genotipo y de
factores ambientales, asi como del procesamiento que se le dé al grano para
elaborar un determinado producto. De hecho, se ha comprobado que el grado de
refinamiento de la harina tiene que ver con la cantidad de fitato presente (asi como
con la de micronutrientes); asi mismo la fermentacion de la masa promueve la
actividad de la enzima fitasa, que puede reducir las concentraciones de acido fitico,
produciendo de esta manera un importante efecto positivo sobre lo que llamamos

potencial biodisponibilidad de micronutrientes. (Velu et al. 2014)
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JUSTIFICACION

En el presente los esfuerzos para incrementar el contenido de hierro y zinc en
trigo, a través del proyecto HarvestPlus, no contempla la seleccion para alto potencial
de biodisponibilidad de micronutrientes, nivel de bajo contenido en fitato y/o para alta
actividad de la enzima fitasa. Tampoco se ha examinado el posible impacto benefico
de la aplicaciéon de las préacticas favorables de procesamiento (molienda y
fermentacion). Estos factores en su conjunto deberian tenerse en cuenta al disefiar
las estrategias para el desarrollo mediante fitomejoramiento de las variedades

biofortificadas.

Reconociendo la importancia de trabajar en pro de un incremento de la
concentracion y potencial biodisponibilidad de hierro, esta investigacion se plantea
con la finalidad de obtener un mayor conocimiento sobre las relaciones entre la
concentracion total de Fe, el FePB y la concentracion de acido fitico en el grano y en
un producto de panificacion, considerando una variable fundamental de

procesamiento.
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OBJETIVO GENERAL

Cuantificar el hierro libre y el 4cido fitico presente en las variedades de trigo
con caracteristicas fisicas y funcionales contrastantes, mediante la elaboracion

de una técnica analitica rapida y funcional.

OBJETIVOS PARTICULARES

v

Determinar si existe relacion entre el hierro libre o potencialmente
biodisponible y la concentracion total del mismo en el grano de trigo.
Implementar y validar un método rapido y de bajo costo, util en
fitomejoramiento para cuantificar el hierro potencialmente biodisponible y el
acido fitico.

Determinar si existe una relacion entre la concentracion de acido fitico y el
hierro potencialmente biodisponible en el trigo.

Determinar la variabilidad en cuanto a la concentracion de acido fitico
existente entre diferentes variedades de trigo.

Determinar la influencia del tiempo de fermentacion en la hidrélisis de acido

fitico.
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HIPOTESIS

La concentracion total de hierro y el potencial de biodisponibilidad no estan
totalmente relacionados entre si. El acido fitico es un constituyente del trigo que no
se encuentra en la misma proporcion en las diversas variedades de este cereal, por
lo que la biodisponibilidad del hierro podria depender de su concentracién en el
grano, de la concentracion de &acido fitico en el mismo, y de las condiciones de
fermentacién durante la panificacién, que influencian la liberacién del hierro a través

de la hidrolisis del complejo fitato-hierro.
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METODOLOGIA

Material vegetal

Para el presente estudio se usoé la poblacion experimental conocida como 5th HPAN
12-13, que forma parte del proyecto HarvestPlus, y que estd compuesto por 170
variedades y lineas experimentales de trigo, de las cuales se cuenta con datos de
concentracion total de hierro mediante la técnica de Rayos X (XRF). Con base en
estos datos se eligieron 20 muestras las cuales cubrieron un rango amplio de

variabilidad en la concentracion total de hierro (29.9-45.8 ppm).

Preparacion de muestras

Las muestras de las 20 variedades o lineas experimentales seleccionadas
para el estudio fueron limpiadas mediante el uso de un tamiz con un tamafio de
abertura de 2.85 mm y posteriormente fueron molidas en un molino de impacto con
una criba de 1.0 mm de apertura fabricado en acero inoxidable, obteniendo harina

integral para la determinacién de Fe biodisponible (FePB) y de acido fitico en grano.

Determinacion de hierro potencialmente biodisponible

Para conocer el potencial de biodisponibilidad de hierro se implementd un
método, usando como referencia métodos utilizados para obtener la concentracion
total de hierro en base a digestiones con &cidos fuertes (Choi et al. 2007., Miller et al.
1980., Akhter et al. 2012).
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A este método se le hicieron modificaciones y entre las mas importantes se trato
de simular las condiciones ocurridas durante el proceso de digestion humana:

e Temperatura: 37°C

e pH = 2.0 mediante el uso de HCI (similar a la del estbmago en actividad)

e Adicion de enzima pepsina, 184 unidades/0.4 mg de harina

e Tiempo que tarda el proceso de digestién estomacal: 2 horas

El método utilizado (Choi et al. 2007., Miller et al. 1980., Akhter et al. 2012) para

determinar el potencial de biodisponibilidad de hierro es descrito a continuacion:

Extraccion

1. Para esta determinacion deben usarse al menos 2 blancos, 2 controles o testigos
(con concentraciones de hierro conocida) y la curva estandar.

2. Para cada muestra, se pesan 80 mg de harina integral en un tubo Eppendorf de
1.5ml.

3. Se afladen 800 pl de solucién 0.0565 M de HCI con pepsina. Con esto se consigue
un pH en torno a 2.

4. Las muestras se agitan en el vortex una por una y posteriormente son colocadas
en el bloque del agitador horizontal tipo vortex, thermomixer, para una digestién de 2
horas a 37° C y una agitacion de 1000 rpm.

5. Pasado el tiempo se sacan las muestras del thermomixer y se centrifugan a 6000

rpm durante 15 min.

42



6. Se toman 500 pl de sobrenadante y se transfiere a otro tubo Eppendorf de 1.5 ml,
el cual se vuelve centrifugar a 6000 rpm, durante 5 min.
7. De este sobrenadante se toman 170 ul para medir la absorciébn de extractos

blancos y 170 pl para la reaccion colorimétrica lo cual se describe a continuacion:

Absorcién de los extractos blancos (ruido)

8. De acuerdo al paso 7, el sobrenadante (170 ul) se transfiere con cuidado a tubos
nuevos Eppendorf de 1.5 ml.

9. Se anade 340 pl de solucion buffer de acetato 1M (pH 4.5) por muestra.

10. Agitar los tubos durante 15 s en vortex.

11. Los tubos Eppendorf se incuban en bafio de agua hirviendo durante 5 min, para
posteriormente enfriar en hielo durante 10 min.

12. Se centrifugan los tubos a 14000 rpm, durante 10 min.

13. Se transfiere 150 pl por triplicado (3 pozos) en una microplaca de poliestireno, 96
pozos, fondo plano.

14. Leer absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro de microplacas.
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Reaccioén colorimétrica

15. Al igual que en los extractos blancos, se toman 170 pl por muestra de
sobrenadante (paso 7) y se transfiere con cuidado a nuevos tubos Eppendorf de 1.5
ml.

16. Se aflade a cada tubo 170 pl de solucién buffer de acetato 1M (pH 4.5).

17. Se agitan los tubos durante 15 s en vortex.

18. Afadir 170 ul de solucion 2,2 dipyridilo (reactivo colorimétrico) a cada muestra.
19. Los tubos Eppendorf se incuban en bafio de agua hirviendo durante 5 min,
posteriormente se enfrian en hielo durante 10 min.

20. Se centrifugan los tubos a 14000 rpm, durante 10 min.

21. Se transfiere 150 pl por triplicado (3 pozos) en la microplaca

22. Se lee absorbancia a 520 nm en un espectrofotdmetro de microplacas.

Calculos:
Curva estandar de hierro (curva de calibracion)
e Desarrollar una curva de calibracion usando cantidades conocidas de hierro
(Fe Il), que van de 1 a 8 mg/I.
e Trazar la lectura de la absorbancia a 520 nm como una funcion de la

concentracion y calcular la recta y su ecuacion de la curva estandar.
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Célculo de la concentracion de hierro (Fe) en mg de hierro por kg de muestra
(ppm):
Fe (mg/kg) = {(concentracion de Fe (mg/L) * 0.0008 (volumen de HCI L)) / 80 mg (g
de muestra)} * 1000000.
Soluciones:
1) Acido clorhidrico (HCI) 0.0565 M: Diluir 943.5 ul de HCI (37%) en 200 ml de
agua des ionizada.
2) Acido clorhidrico (HCI) 1 M: Diluir 4.25 ml de HCI (37%) en 50 ml de agua des
ionizada.
3) Buffer de acetato: pesar 82.034 g de acetato de sodio anhidrido en alrededor
de 800 ml de agua de alta pureza, ajustando el pH a 4.5 con acido acético y
ajustar el volumena 1 L.
4) 12.8 mM de solucion 2, 2’'dipyridilo: Disolver 1 g de 2, 2'dipyridilo (156.18
g/mol) en un volumen minimo de acido clorhidrico 1M y diluir la mezcla con
buffer de acetato hasta obtener un volumen de 500 ml.
5) Acido clorhidrico con pepsina: Disolver 15 mg de pepsina en 30 ml de acido
clorhidrico 0.0565 M
6) Estandar: 100 mg/l Fe (ll) solucién stock: Diluir 100 pl de Fe (1) (1000 mg/l)

con 100 pl de acido clorhidrico (HCI) 0.0565 M.
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En la segunda etapa del proyecto se utilizé6 el método comercial Megazyme [Phytic
Acid (phytate)/ total phosphorus] como método de referencia para poder validar un
método miniaturizado o micro-método el cual permitiera la cuantificacién de é&cido

fitico. La determinacién se describe a continuacion:

Material Vegetal

Como material vegetal se analizaron las 20 muestras anteriormente utilizadas en el

andlisis de FePB.

Determinaciéon de acido fitico

Extraccion de la muestra:

1. Se pesa un gramo de harina integral y se coloca en un tubo Falcon de 50 ml.

2. Se aflade 20 ml de HCI (0.66M) y se agita hasta disolver en el vortex.

3. Se deja en agitacién vertical toda la noche a temperatura de 20 = 1°C

4. En la mafana siguiente se retiran del agitador y se transfiere 1 ml de la
solucion a un tubo de 1.5 ml Eppendorf.

5. Se centrifugan los tubos a 13,000 rpm por 10 min.

6. Se toman 500 pl del sobrenadante y se transfiere a un tubo nuevo de 1.5 ml
Eppendorf

7. Al sobrenadante se adiciona 500 ul de NaOH 0.75 M y se agita en vortex.

8. Se transfiere 200 pl de la solucién a otro tubo nuevo de 1.5 ml y se afiade 200

ul de buffer de HCI (0.66 M) + NaOH (0.75 M) a una relacion de 1:1.
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9. Se agitan los tubos en vortex.

Reaccién enziméatica de desfosforilacion:

> Para este paso se necesitan 2 tubos, uno para determinar fésforo libre y otro

para fésforo total. A cada tubo se le adiciona lo que indica el siguiente cuadro:

Fosforo libre Fosforo total

Agua destilada 114 pl 94

Buffer de acetato de
sodio 40 pl 40 pl

(200 mM, pH 5.5)

Muestra 20 ul 20 p

Suspension de fitasa
- 20 ul

(12,000 U/ml)
VOLUMEN TOTAL 174 174ul

10.Una vez que a los tubos se les afadié las soluciones, se cierran y se agitan
rapidamente en vortex.

11.Los tubos se incuban en Thermomixer a 40°C por 10 min.

12.Terminada la incubacion los tubos se mezclan y centrifugan rapidamente 10
segundos, a 13,000 rpm (solo para bajar el liquido evaporado de la tapa del
tubo).

13. Se afiaden las soluciones segun muestra el siguiente cuadro:
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Fosforo libre Fésforo total

Agua destilada 4 ul -
Buffer de glicina
40 ul 40 ul
(400 mM, pH 10.4)
Suspensién de fosfatasa
- 4 ul
alcalina (80 U/ml)
VOLUMEN TOTAL 44 pl 44 ul

14.Se agitan los tubos en el vortex y se vuelven a incubar a 40 °C durante 15 min.
15. Se repite el paso numero 12.
16.Se adiciona a los tubos 60 pl de acido tricloroacético (50 % p/v).

17. Se mezclan los tubos en vortex y se centrifugan a 13,000 rpm X 10 min.

Determinacion colorimétrica de fésforos

18. A partir de los tubos centrifugados en la reaccion enzimatica de
desfosforilacion, se transfiere 250 yl de sobrenadante a un tubo nuevo para
fésforo libre y fosforo total.

19. Se adiciona 125 pl de colorante (mezcla de soluciones A + B)

20. Se agitan rapido en vortex y se incuban a 40 °C durante 1 h en Thermomixer

21. Se repite el paso numero 12.

22. Se transfiere 120 pl a cada pozo de la microplaca por triplicado.

23. Se lee absorbancia a 650 nm.
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Preparacién de la curva estdndar para determinacion de fésforo

e Los estandares se preparan segun el siguiente cuadro:

Estandar Estandar Estdndar Estandar Estandar
0 1 2 3 4
Agua destilada 2.0 1.98 1.90 1.80 1.70
(ml)
Estandar de 0 0.02 0.10 0.20 0.3
fosforo (ml)
Total (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

e Los estandares se tratan igual que las muestras en la seccion de

determinacién colorimétrica de fésforos (paso 18 - 23).

e Se desarrolla una curva de calibracion usando concentraciones conocidas de

fésforo, que vade 0.5a 7.5 ug.

e Se traza la lectura de la absorbancia a 655 nm como una funcién de la

concentracion y se calcula la ecuacion de la curva estandar.
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Calculo para la curva de calibracion

Teniendo las absorbancias de cada uno de los estdndares, se calcula el
AAsosioro para cada estandar donde el valor del estandar O se resta a cada uno de los

demds estandares (1-4), posteriormente se calcula: [Lg/AAsostoro]

M = Fosforo (ug) [M9/AAsostoro)

AAfosforo

Posteriormente se calcula la media de M donde:

Media de M = (MEsténdarl + MEsténdarZ + MEsténdarS + MEsténdaM)_ [pg/AAfosforo]
4

Céalculo para contenido de acido fitico

Una vez determinada la Absorbancia (Asss) para fosforo libre y para fosforo
total en la misma muestra se procede a obtener el AAssioro, € cual se obtiene
restando el valor de la Absorbancia para fosforo total de la Absorbancia para fosforo

libre.
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La concentracion de fosforo se calcula:

C = med'a de M X 20 X F X AAfosforo [g/loog]

10000 X 1 X v

Donde:

Media de M = Media de valores para los estandares de fésforo (ug/AAsosforo)
20 = Volumen del extracto de la muestra (ml)

F = Factor de dilucion

AA = Cambio de absorbancia de la muestra

10000 = Conversién de pg/g a g/100g

1 = peso de la muestra (Q)

v = Volumen de la muestra (usada en la determinacion colorimétrica)

Finalmente se calcula la concentracion de acido fitico mediante la siguiente formula:

C = Fosforo (g/100q)

0.282

El célculo del contenido de acido fitico asume que la cantidad de fosforo
medido se libera exclusivamente a partir de acido fitico y que este comprende 28.2 %

de acido fitico.
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Determinacion de acido fitico en pan con diferentes tiempos de fermentacion

Material Vegetal

Para la determinacién de acido fitico tanto en grano como en harina se
utilizaron muestras de 3 variedades de trigo harinero, Kronstad F2004, Roelfs F2007
y Torocahui S2004, las cuales fueron sembradas en el ciclo de cultivo Otofio-Invierno
Y. 11-12 en Cd. Obregén, Sonora. Estas 3 variedades (Kronstad, Roelfs y Torocahui)
son diferentes a las 20 muestras mencionadas anteriormente y ademas cuentan con
diferencias entre si en cuanto a fuerza de gluten, dureza de grano y variabilidad en la
concentracion total de hierro (medido mediante el equipo EDXRF, energy-dispersive
X-ray fluorescence spectrometry). De estas 3 muestras se necesitd grano suficiente
(3 kg aprox.) el cual fue limpiado y acondicionado para la obtencién de harina
refinada, con la cual se procedio a realizar pan blanco o también llamado pan de caja
con 5 diferentes tiempos de fermentacion (90, 150, 180, 210 y 240 min). La prueba
de panificacion se basé en el método oficial de la AACC 10-09 (American

Association of Cereal Chemists, AACC, 2000).
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Metodologia para la elaboracién de pan de caja.

Procedimiento

1. En un recipiente plastico con tapa se pesan 3.0 g de manteca vegetal
hidrogenada.

2. En ese mismo recipiente se pesan 100.0 g de harina refinada al 14% de
humedad (si la harina tiene mayor o menor humedad se ajusta el peso segun
el método oficial de la AACC 82-24)

3. Se vacia el contenido del recipiente en la olla de la amasadora, y con la ayuda
de una espatula se hace un pequefio pozo en el centro para la adicién de
liquidos.

4. Se anaden 25 ml de la solucién de levadura (al12%) y 25 ml de la solucién
azucar-sal (20% y 4%, respectivamente).

5. El agua destilada restante, necesaria para completar la absorcion de agua de
la muestra, se adiciona a la olla de la amasadora después de las soluciones
anteriores. (El agua de absorcion para cada muestra de harina es determinada
mediante la prueba: Capacidad de Retencién de Solventes tal como se
describe en el método 56-10 y 56-11 de la AACC).

6. La olla se coloca en la amasadora y se amasa hasta alcanzar su desarrollo

Optimo.
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7. Terminado el tiempo de amasado se retira la masa de la olla, la cual se
redondea ligeramente con las manos y se coloca en el fermentador en un
recipiente previamente engrasado.

8. Transcurridos los primeros 53 min de la masa en el fermentador (para el caso
del pan con tiempo total de fermentacion de 90 min) se realiza el ler punch
(des gasificado) de la masa, donde esta se retira del recipiente de
fermentacién y con las manos se alarga ligeramente para después hacerla
pasar a través de los rodillos de una laminadora con una abertura de 5/16

pulgadas (ver Tabla 2).

Tabla 2.- Tiempos de fermentaciéon establecidos para la elaboracion de pan para las 3
variedades (Kronstad, Roelfs y Torocahui). (NOTA: el Punch se refiere a la

desgasificacion de la masa previamente fermentada)

Tiempo de
ler PUNCH 2do PUNCH MOLDEO REPOSO
fermentacion

(min) (min) (min) (min)
(min)
90 53 25 13 55
150 88 42 21 55
180 105 50 25 55
210 123 58 29 55
240 140 67 33 55
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9. Una vez laminada la masa se hacen cuatro dobleces, los primeros 2 se hacen
en 3 partes iguales hacia el centro, una vez obtenido un tipo cilindro se toman
los dos extremos y de igual manera se doblan hacia el centro de la masa, y se
vuelve a colocar en el recipiente de fermentacion.

10.El segundo punch se realiza después de 25 min a partir del primer punch
donde se vuelve a pasar la masa por los rodillos de la laminadora y se realizan
las mismas operaciones del paso numero 9, con excepcién en la abertura de
los rodillos la cual cambia a una abertura de 9/32 pulgadas.

11. Después del segundo punch se reposa la masa en el fermentador durante 13
min y posteriormente se realiza el moldeado, el cual consta de pasar la masa
dos veces por la laminadora con una abertura de 5/32 pulgadas y la segunda
con una de 1/8 pulgadas.

12.Posteriormente se coloca la masa en una superficie plana y se enrolla la masa
del lado superior hasta el lado inferior, una vez enrollada la masa se hacen
unas pequefias costuras en la masa con los dedos para formar un cilindro y
evitar que la masa se abra.

13.Formado el cilindro este se coloca en un molde engrasado y se coloca por
ultima vez en el fermentador durante 55 min.

14.Transcurridos los 55 min se toma el molde del fermentador y se coloca en el
horno previamente precalentado a 200°C, para hornear durante 25 min.

15.Una vez frio el pan se procede a evaluar la calidad del pan mediante ciertos

parametros: volumen de pan, color de corteza, estructura y color de la miga.
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RESULTADOS

Hierro Potencialmente Biodisponible (FePB)

Utilizando el protocolo de referencia para la determinacion de hierro total en

harina integral de grano de trigo (Iron determination in wheat whole flour with 2,2’

dipyridyl reagent), se hicieron pruebas usando 5 muestras con concentraciones

conocidas de hierro total, para determinar el potencial de biodisponibilidad. En base a

estas 5 muestras y a las modificaciones hechas al método original (uso de la enzima

pepsina en condiciones de pH, temperatura y concentracién de acido estomacal), se

logréo obtener un método que permitiera conocer el hierro libre o potencialmente

biodisponible.

La determinacion de hierro potencialmente biodisponible para las 20 muestras

se realizo por triplicado (R1, Rz y R3) (Fig. 3), donde se puede observar la relacion

entre estas repeticiones (R?> 0.70).

Hierro, (mg/kg)

13.0
12.0 O r, '
= 0.8205x +2.2806
e ’l P> =
- 110 R2= 0.5458
¥ =
) ‘
£E 100 H . Ay !: y = 0.6837x +3.6042
3 m R?=0.6439
-E 9.0 0,/2 :
m 7 #R1VSR2
8.0 y=1.1453x-1.5943 BR1VSR3
2 -
7= 0.6819 R2 VS R3
7.0
7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0

Fig. 3.- Relacion entre repeticiones (1, 2y 3) para el andlisis de hierro potencialmente

biodisponible.
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En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para la prueba de hierro
potencialmente biodisponible para las 20 muestras y los 2 controles o testigos. En la
repeticion 1 se omitieron resultados para las muestras: 9, 28, 113, 116 y en la
repeticion 3 para la muestra: 17, estos datos se omitieron debido a que el valor
obtenido resultaba anormal, y con al menos dos repeticiones para algunas muestras
se obtuvo el promedio de cada una de estas para el hierro potencialmente

biodisponible.

En la figura 4 se muestra la relacion entre las técnicas de referencia para la
determinacion de hierro total (ICP y Rayos X), donde la relacion entre estas dos
técnicas es relativamente baja (R* = 0.52), lo cual nos indicaria que la calibracién en
cuanto a la determinacion de hierro en el equipo de Rayos X es un poco inexacta, lo
gue podemos verificar en la tabla 3, donde se observa que los valores de hierro total
para Rayos X son mas altos que para ICP, siendo este ultimo nuestro método oficial
de referencia. Por lo tanto al observar las diferencias entre las dos técnicas podemos
notar que el equipo de Rayos X esta sobreestimando la concentracion de hierro

presente en las muestras de trigo analizadas.
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Tabla 3.- Cuadro de resultados de las 20 muestras analizadas para hierro potencialmente

biodisponible. Donde C1y C2 son el control 1y control 2 respectivamente.

Potencial de biodisponibilidad de hierro,

Hierro Hierro Dif, (mg/kg). ) Hierro
Muestra total, ICP  total, XRF  ICP-XRF  Repeticién Repeticién Repeticion Promedio. CV biodisponible
(moke)  (moke) (%) maka) 00 (%)
1 2 3

9 37.1 41.7 -12.5 - 10.0 8.9 9.5 8.5 22.7
16 334 41 -22.7 10.3 10.0 9.7 10.0 3.0 24.4
17 32.6 38.5 -18.1 10.1 9.9 - 10.0 1.9 26.0
28 32.5 33.9 -4.4 - 9.4 8.6 9.0 6.6 26.5
29 29.7 32.9 -10.9 9.1 10.3 10.6 10.0 8.1 30.4
39 37.3 40.3 -8.1 9.5 9.2 8.6 9.1 5.3 22.6
49 36.1 39.2 -8.7 10.5 11.5 12.0 11.3 6.9 28.9
51 31.6 35.6 -12.6 9.2 9.7 10.3 9.7 5.7 27.3
70 35.5 38 -6.9 11.4 11.4 11.8 11.6 1.9 30.5
77 39.8 39.1 1.8 11.6 12.1 12.7 121 4.3 31.0
103 34.7 38.9 -12 8.0 9.1 9.5 8.9 8.3 22.8
113 40.1 37.9 5.5 - 9.9 10.0 9.9 1.2 26.3
116 37.2 40.7 -9.6 - 9.9 10.1 10.0 1.2 24.6
122 33.1 39.6 -19.7 10.1 10.0 10.2 10.1 0.9 25.6
134 41 45.8 -11.7 10.5 11.0 104 10.6 3.1 23.1
137 38.8 39.8 -2.6 8.7 9.2 8.9 8.9 3.1 22.4
140 38.7 43.9 -13.3 11.0 11.4 10.8 111 2.9 25.2
154 38.9 43.4 -11.6 10.6 10.3 11.3 10.8 4.8 24.8
159 - 41.2 9.0 10.4 8.7 9.4 9.7 22.8
163 - 29.9 8.5 10.0 10.2 9.6 9.6 32.0
C1 40.1 - 9.8 10.8 10.5 10.4 4.9 25.9
C2 314 - 8.2 9.2 8.7 8.7 6.0 27.7
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Fig. 4.- Relacion entre la técnica de ICP y técnica de Rayos X para la determinacion de

hierro total.

En la figura 5 se muestra la variabilidad en la concentracion total de hierro
para ambas técnicas (ICP y XRF), donde en la técnica de ICP solo se tienen valores
de concentracion de Fe para 18 de las 20 muestras analizadas, teniendo un rango de
valores de 29.7 a 41.0 (mg/kg); en cuanto a la técnica de XRF como se menciono
anteriormente los valores fueron mas altos que los determinados por la técnica de
ICP tieniendo un rango de valores de 29.9 a 45.8 mg/kg para las 20 muestras. En
esta misma figura se puede observar la variabilidad determinada para hierro
potencialmente biodisponible, donde el rango de concentraciones se encontré en 8.9
a 12.1 mg/kg, lo que indica que aproximadamente el 29.7 % del hierro total
determinado por la técnica de ICP es el hierro que se encuentra en forma libre o

potencialmente biodisponible.
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Fig. 5.- Variabilidad en la concentracion de hierro total medido por ICP y XRF; y variabilidad

para FePB de las 20 muestras.

En la figura 6 se observa la variabilidad de hierro biodisponible respecto a la
concentracion total de hierro, donde el porcentaje de hierro obtenido se encuentra en
un rango de valores de 22.4 a 32 % del hierro total, lo cual nos indica que terminado
el proceso de digestion estomacal se encuentra potencialmente biodisponible
aproximadamente ¥4 parte del hierro total del grano de trigo. En este mismo gréfico
se puede observar que la muestra 163 presenta la concentracion total de hierro mas
baja entre las muestras (XRF = 29.9 mg/kg) y a su vez cuenta con un valor de 32 %
de hierro biodisponible, el cual resulta ser el porcentaje mas alto para FePB. Por lo
tanto hay que resaltar que no necesariamente las muestras que tienen valores mas
altos en concentracion de hierro total son las muestras que mas hierro

potencialmente biodisponible tengan.

60



Hierro biodisponible (%)

Fig. 6.- Variabilidad de hierro potencialmente biodisponible respecto ala concentracién

total de hierro.

Para FePB por Ultimo se puede observar la relacion entre la concentracion
total de hierro en el trigo y el hierro potencialmente biodisponible (Fig. 7), en donde
se observa que a pesar del valor de R? tan pequefio (0.0977), existe una ligera
tendencia entre los valores de hierro total (ICP) y potencial de biodisponibilidad, que
aun cuando presentan concentraciones totales de hierro similares entre si, sus

concentraciones de hierro potencialmente biodisponible se encuentran por arriba o

por debajo de la concentracion esperada.
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Fig. 7.- Relacion entre la concentracion total de hierro y el potencial de

biodisponibilidad.

Acido Fitico

Se validé un micro-método para determinar la concentracion de acido fitico en
harina integral. Para esta validacion se utiliz6 como referencia un método comercial
de Megazyme [Phytic Acid (phytate)/ total phosphorus]; el cual resulta ser caro
ademas de que solo se pueden analizar 50 muestras por kit, por lo cual se procedio a
trabajar en desarrollar y validar un método miniaturizado o a escala el cual permitiera
analizar mayor numero de muestras a un menor costo con los mismos resultados.
Para la validacion se usaron solo 5 de las 20 muestras analizadas anteriormente
para determinar FePB (70, 77, 103, 140 y 163), las cuales cubrieron el rango
disponible en cuanto a la concentracién total de Fe (XRF); una vez validado el
método se procedié a analizar las 15 muestras restantes. Por otra parte también se

procedid a analizar el grano de las 20 muestras en cuanto a sus parametros de
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calidad como por ejemplo: peso hectolitrico, peso de mil granos, contenido de

proteina, etc.

En la figura 8 se muestra la relacion existente para el método Megazyme vy el
micro-método (R?= 0.9071), donde en promedio el micro-método cuantifica 3.1 % de

acido fitico menos que el método de referencia.
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Fig. 8.- Relacién entre el método comercial de Megazyme y el Micro-método para la

determinacion de &cido fitico (g/100g).

Con los resultados obtenidos para las 5 muestras fue posible la validaciéon del
micro-método donde para tener una mayor certeza de los resultados se procedio al
analisis de las 15 muestras restantes por duplicado para el método de Megazyme y
para el micro-método. En la figura 9 se muestra la relacién entre ambos métodos y
aunque esta relacion se vio disminuida respecto a las 5 primeras muestras
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analizadas, cumple el proposito de identificar las lineas o muestras de trigo con
mayor y menor contenido de acido fitico y poder hacer seleccion de este componente

en un programa de mejoramiento genético.
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Fig. 9.- Relacién entre el método comercial de Megazyme y el micro-método analizando

20 muestras de trigo.

En la tabla 4 se puede observar que para ambos métodos la reproducibilidad
fue buena ademas que al completar el analisis con el micro-método es posible notar
gue este método se encuentra solo 1.6 % por debajo del método de Megazyme en
cuanto a la determinacion de acido fitico (g/100 g). Es sabido que otra manera de
reportar al acido fitico es mediante la relacion molar fitato/Fe, esta relacién puede ser
observada en esta misma tabla donde los valores se encontraron en un rango de 11
a 17.7 (mol/100 g). La determinacién de la relacién molar se obtuvo de la siguiente

manera.
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Relacion molar (Fit:Fe) =_acido fitico (9/100 q) / 660 (g/mol)

Fe (g/100 g) / 55.847 (g/mol)

Tabla 4.- Cuadro de resultados de las 20 muestras para contenido de acido fitico, por dos

métodos (Megazyme y Micro-método) y valores de relaciones molares.

Acido Fitico . Aciflo Fitico Micro- Promedio Dif %, Relacion
Muestra Megaryme (5109 (9/100g) CV% melodo (5% (9/1009) CV% Micromet (mr:ltl)llzz)g)
Repeticion Repeticion Repeticion Repeticion  Micro- Vs

1 ,  Meoawyme 1 2 método Megazyme F't:Fe

9 0.619 0.607 0.613 14 0.631 0.578 0.605 6.2 -1.3 12.3
16 0.596 0.591 0.593 0.6 0.545 0.596 0.571 6.3 -3.8 11.8
17 0.611 0.614 0.613 0.4 0.647 0.608 0.627 4.4 2.4 13.8
28 0.580 0.597 0.599 2.0 0.619 0.617 0.618 0.2 3.2 15.4
29 0.668 0.684 0.676 1.7 0.681 0.694 0.687 1.3 1.7 17.7
39 0.654 0.642 0.648 1.3 0.607 0.590 0.599 2.1 -1.7 12.6
49 0.635 0.632 0.633 0.4 0.609 0.588 0.599 25 -5.5 12.9
51 - 0.640 0.640 - 0.609 0.596 0.603 1.6 -5.9 14.3
70 0.563 0.530 0.546 4.3 0.531 0.514 0.522 24 -4.3 11.6
7 0.632 0.631 0.631 0.2 0.631 0.583 0.607 5.6 -3.9 131
103 0.565 0.589 0.577 2.9 0.562 - 0.562 - -2.5 12.2
113 0.614 0.604 0.609 1.2 0.633 0.609 0.621 2.7 1.9 13.9
116 0.653 0.631 0.642 25 0.600 0.682 0.641 9.1 -0.2 13.3
122 0.599 0.602 0.600 0.3 0.606 0.560 0.583 5.6 -2.9 12.5
134 0.653 0.614 0.630 4.3 0.615 0.579 0.597 4.2 -5.2 11.0
137 0.688 0.647 0.667 4.4 0.719 0.691 0.705 2.8 5.7 15.0
140 0.701 0.664 0.683 3.9 0.637 0.672 0.655 3.7 4.1 12.6
154 0.643 0.632 0.637 1.3 0.673 0.670 0.671 0.4 54 13.1
159 0.676 0.648 0.663 3.0 0.678 0.625 0.652 5.8 -1.6 13.4
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163 0.611 0.602 0.606 11 0.584 - 0.584 - -3.7 16.5

Promedio 1.6

En la figura 10 se puede observar que las concentraciones de acido fitico
determinadas con el micro-método se encuentran en un rango de 0.522 a 0.705
(9/100 g), mientras que los obtenidos por el método de Megazyme van de 0.546 a
0.683 (g/100 g), estos valores corresponden a la harina integral que como era de
esperarse resultan ser mayores a los reportados para trigos paquistanies en harina

refinada (0.114-0.166 g/100g) (Akhter et al. 2012).
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Fig. 10.- Variabilidad en cuanto ala concentracion de &cido fitico (g/100g).

Por ultimo respecto al acido fitico, en la figura 11 se muestra la nula relacion
entre el FePB y la concentracién de &cido fitico (R?=0.0319) asi como en la figura 12

se muestra la relacién entre el FePB y la relacién molar Fitato:Fe (R?=0.1033).
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Determinacion de acido fitico en pan con diferentes tiempos de fermentacion

Se determiné Fe total para 5 muestras de grano de trigo harinero, donde se
eligieron 3 respecto a la concentracion de Fe total, las tres muestras elegidas fueron
de la variedad Kronstad, Roelfs y Torocahui, las dos primeras de endospermo duro-
semiduro y la tercera de endospermo suave, donde la concentracion de Fe total fue

de: 33.6, 33.2 y 26.2 mg/kg, respectivamente.

La prueba de panificacion o elaboracion de pan de caja se realizdé con harina
refinada de las 3 variedades de trigo mencionadas anteriormente, y el pan se elaboré
con 5 diferentes tiempos de fermentacion (90, 150, 180, 210 y 240 min). Los
resultados para volumen de pan, calidad y color de miga se muestran en la Tabla
5,donde se observa que para las tres variedades analizadas un tiempo corto de
fermentacion tiene un efecto positivo en la calidad del pan [mayor volumen (Figura 13
y 14), color café oscuro en la corteza del pan (Figura 15) y buena estructura de la
miga] mientras que un tiempo largo de fermentacion produjo pan con un menor
volumen, color amarillo claro en la corteza y una estructura de miga mas compacta y

cerrada.
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Tabla 5.- Parametros de calidad de pan de las variedades Kronstad, Roelfs y Torocahui con 5

diferentes tiempos de fermentacion. (MB: Muy buena, B: Buena y R: Regular).

Tiempode  Volumende  Estructura Colorimetro minolta

Muestra

fermentacion pan de la miga L b

Kronstad 980 MB 76.6 12.2
Roelfs 90 min 920 MB 79.1 14.4
Torocahui 960 MB 74.9 13.1
Kronstad 915 MB 76.7 12.6
Roelfs 150 min 865 MB 80.9 14.5
Torocahui 900 MB 76.1 13.7
Kronstad 890 MB 78.2 12.7
Roelfs 180 min 830 B 80.5 14.7
Torocahui 860 B 73.9 14.0
Kronstad 840 MB 77.2 13.3
Roelfs 210 min 825 B 78.9 15.0
Torocahui 795 B 74.9 14.2
Kronstad 820 B 75.4 13.5
Roelfs 240 min 720 B 78.1 15.3
Torocahui 540 R 80.0 15.1
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Fig. 13.- Efecto del tiempo de fermentacién en el volumen de pan.

Fig. 14.- Diferencia en cuanto al volumen de pan para la variedad Torocahui en diferentes

tiempos de fermentacion.

Fig. 15.- Diferencia del color de la corteza del pan para la variedad Torocahui en diferentes

tiempos de fermentacion.
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Debido a la mala calidad de los panes elaborados con un tiempo de
fermentacion largo (240 min) se decidié descartar del analisis de &cido fitico a los
panes elaborados con este tiempo de fermentacion puesto que se busca tener

relacién entre calidad panadera y calidad nutricional del pan.

La determinacion de acido fitico para estas 3 variedades (Kronstad, Roelfs y
Torocahui) se realizar6n en: harina integral, harina refinada y en producto terminado
(pan) con 4 diferentes tiempos de fermentacién (90, 150, 180 y 210 min). Los valores
para acido fitico se reportaron (g/100 g) en base seca y en % de sdlidos de harina
refinada para el caso del pan (Tabla 6). En harina integral en promedio la
concentracion de acido fitico fue de 0.7013 g/100 g y para harina refinada de 0.1223
g/100 g (Figura 16), lo que nos indica que durante la molienda en promedio se redujo
la concentracion de acido fitico presente en grano (82.6 %), quedando solo un 17.4

% de acido fitico en harina refinada.
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Tabla 6.- Contenido de &cido fitico para las variedades Kronstad, Roelfs y Torocahui en harina

integral, harina refinada y en pan elaborado con diferentes tiempos de fermentacién.

Acido fitico % Acido fitico no
cido . Relacién
Fe total (9/100g) en hidrolizado respecto a
fitico molar %
Variedad  Tipo de muestra (mg/kg), base secay ) ) .
(9/1009) . Harina  Harina (moles/100 g) Cenizas
. % de solidos
Promedio ) Integral  Refinada Phy:FeT
de harina
H. Integral 33.6 0.587 0.659 16.6
H. Refinada 0.133 0.152 23.1 0.44
90 min 0.050 0.062 9.4 40.8
Kronstad
150 min 0.048 0.061 9.2 39.8
Pan
180 min 0.046 0.058 8.9 38.4
210 min 0.044 0.056 8.5 37.0
H. Integral 33.2 0.615 0.694 17.7
H. Refinada 0.107 0.123 17.7 0.41
90 min 0.036 0.045 6.5 36.7
Roelfs
150 min 0.032 0.040 5.8 32.6
Pan
180 min 0.037 0.047 6.7 38.1
210 min 0.034 0.044 6.3 35.5
H. Integral 26.2 0.667 0.751 24.3
H. Refinada 0.080 0.092 12.2 0.38
90 min 0.046 0.059 7.8 64.0
Torocahui
150 min 0.040 0.051 6.8 56.0
Pan
180 min 0.040 0.051 6.8 55.6
210 min 0.039 0.049 6.6 53.8
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Fig. 16.- Contenido de &cido fitico en harina integral y harina refinada para las variedades

Kronstad, Roelfs y Torocahui.

Por otra parte en este estudio se encontréo que el contenido de acido fitico
tiene relacion directa con el contenido de cenizas (R?=0.998) en la harina refinada
(Fig. 17) con valores de 0.44, 0.41 y 0.38 % para la variedad Kronstad, Roelfs y
Torocahui, respectivamente, donde estos valores se encuentran dentro del limite

aceptable que es de 0.45 - 0.55 %.

Cabe la pena aclarar que esta relacién se obtuvo con la utilizacion de pocas
muestras, por lo tanto es necesario validar este resultado en proximos estudios con

la utilizacién de un grupo mas amplio de muestras.

Por otra parte también se encontré que el contenido de cenizas en harina

refinada tiene relacion con el contenido de dureza en el grano (Fig. 18).
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Fig. 17.- Relacion entre el contenido de cenizas (%) y la concentracion de acido fitico en harina

refinada (g/100g).
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Fig. 18.- Relacién entre el contenido de cenizas (%) y dureza de grano

Para producto terminado (pan) se encontré que la fermentacion tiene efecto

positivo en la hidrolisis de acido fitico puesto que en promedio después de la
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fermentacion queda presente aproximadamente solo un 44 % del &cido fitico, lo que
indica que durante la fermentacion se hidrolizé el 56 % respecto al contenido de
acido fitico presente en la harina refinada. En cuanto al uso de diferentes tiempos de
fermentacion para las 3 variedades estudiadas se encontré que hay una ligera
tendencia al alza para la hidrélisis de &cido fitico (a excepcién de la variedad Roelfs),
donde tiempos cortos de fermentacion producen una menor hidrélisis de acido fitico y

viceversa (Figura 19).
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Fig. 19.- Contenido de acido fitico en pan para las variedades Kronstad, Roelfs y Torocahui a

diferentes tiempos de fermentacion.

Por ultimo en la tabla 6 se pueden observar los valores para la relacion molar
fitato:Fe total, la cual como ya se ha mencionado anteriormente es una medida para

reportar la biodisponibilidad mineral y donde las variedades Kronstad, Roelfs y
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Torocahui reportan valores de 16.6, 17.7 y 24.3 (moles/100 g) en harina integral, los

cuales tienden a ser mayores que los reportados anteriormente para las 20 muestras.

DISCUSION

Hierro Potencialmente Biodisponible (FePB)

Para las muestras analizadas se observo variabilidad en la concentracion de
Fe total en el grano de trigo, teniendo un rango de 29.7-41.0 mg/kg, que resulta ser
un rango mas estrecho que el que reportan otros autores: 34.1 - 55.5 mg/kg (Akner et
al. 2012) y 23.5 - 65.8 mg/kg (Salunke et al. 2011), es importante tomar en cuenta
gue la concentracion de hierro puede estar influenciada por varios factores como por

ejemplo el genético, el tipo de suelo en la que se sembrg, la fertilizacién utilizada, etc.

En este punto fue posible observar que el Fe total guarda cierta relacion con
parametros de calidad como lo son: Peso de mil granos (TESTWT), dureza de grano
(HARDNES), proteina en grano (GRNPROT), proteina en harina refinada
(FLRPROT) y sedimentacion (SDS); las relaciones mostraron una R? de 0.185,
0.340, 0.284, 0.434 y 0.564, respectivamente, donde se observa que las relaciones
mas altas son respecto al contenido de proteina. En cuanto al FePB este no muestra
gran variabilidad en cuanto a su determinacion, teniendo un rango de 8.9 - 12.1

mg/kg. En este punto es importante tomar en cuenta que la determinacion de FePB,

76



es solo una aproximacién en lo que respecta a determinar o cuantificar la
biodisponibilidad de Fe, debido a que para medir la biodisponibilidad de minerales es
necesario utilizar técnicas mas avanzadas como lo es la utilizacion de modelos in
vitro como el de células Caco2. Es importante sefalar que en este trabajo solo se
esta suponiendo que el Fe que es liberado a partir de la simulacién de la digestién
estomacal con acidos fuertes, es el Fe libre o Fe que esta potencialmente

biodisponible para ser asimilado por el organismo.

También es importante tomar en cuenta que la biodisponibilidad de hierro a su
vez estad determinada por una serie de factores dietéticos y relacionados con el
huésped. Los factores dietéticos que contribuyen a la reduccion de la
biodisponibilidad de hierro a partir de dietas a base de cereales incluyen la presencia
de varios inhibidores de micronutrientes (acido fitico, polifenoles, fibras alimenticias,
etc.,) y/o la ausencia de potenciadores de la absorcion de hierro (proteinas

musculares, acido ascorbico, la inulina, la cebolla, el ajo, etc.,) (Salunke et al. 2011).

De acuerdo a los resultados se puede observar que la relacién de Fe total y
FePB en este estudio fue nula (R*=0.0977), lo que indica que no necesariamente a
mayor concentracion de hierro en el grano, es mayor el potencial de biodisponibilidad
de hierro determinado por nuestra técnica. Investigaciones realizadas por Salunke et
al. (2011) para la determinacién de biodisponibilidad de hierro mediante un modelo in

vitro acoplado en digestién/Caco-2 muestra una ligera relacion entre el hierro
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biodisponible y el hierro total (r = 0.38), lo cual es un indicio que el FePB no esta
determinado en su totalidad en funcién del Fe total. Por lo tanto, la biodisponibilidad
mineral resulta ser un tema complejo que podria verse afectado por diversos factores
en el grano como por ejemplo la composicion quimica del trigo (contenido de
proteina, dureza y llenado de grano, etc.), ademas de otros factores mencionados

anteriormente.

Acido Fitico

En cuanto a la presencia de acido fitico se puede notar que existe variabilidad
en su concentracion en las diferentes muestras de trigo analizadas. Los valores
obtenidos para acido fitico en harina integral oscilaron entre 0.522 y 0.705 g/100 g,
con una media de 0.615 g/100 g los cuales resultan ser menores a los reportados por
Febles et al. (2002) quien reportoé 0.850 g/100 g en harina integral y 0.296 g/100 g en
harina refinada. Estos valores de acido fitico en harina refinada son similares a los
reportados por otros autores para diferentes tipos de trigo: Akner et al. (2012) con
0.114-0.166 g/100 g, Frontela et al. (2008) con 0.209 g/100 g y Gargari et al. (2007)
con 0.263 ¢g/100 g. Se puede notar que los valores para acido fitico en harina
refinada son menores a los de harina integral, esto se debe a que alrededor del 60 %
de los minerales y el 85 % de acido fitico se localizan en la capa de aleurona del
grano (Itkonen et al. 2012), el cual al someterse a un proceso de molienda es
eliminado. Por tanto el grado de refinamiento de la harina causa efecto en el

contenido de &cido fitico al igual que de minerales presentes en la harina.
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Por otra parte se encontré que el contenido de acido fitico no esté relacionado
con el contenido de Fe total y el FePB (R?*=0.0132 y R?=0.0319, respectivamente),
Salunke et al. (2011) reportaron estos mismos resultados. En este estudio se
esperaba encontrar cierta relacion entre el FePB y la concentracién de &cido fitico,
debido a que se creia que a mayor concentracion de acido fitico habria una menor
cantidad o menor biodisponibilidad de Fe; donde los resultados demuestran que el
tema de la biodisponibilidad de hierro es muy complejo, al igual que pueden llegar a
serlo las metodologias para estimarlo.

También es sabido que la biodisponibilidad de minerales puede ser estimada
mediante relaciones molares fitato/mineral donde los valores obtenidos para nuestras
20 muestras se encontré en un rango de 12-17.7 mol/100 g. Segun se ha reportado
por varios autores (Saha et al. 1994 y Lopez et al. 1998), las relaciones molares
criticas por encima del cual la absorcion de ciertos minerales se ve comprometida
son: Ca > 1.56, Fe > 14 y Zn > 10, lo que relaciones molares por encima de estos
valores indican una reduccion en la biodisponibilidad de minerales.

En términos de repetibilidad y reproducibilidad para las técnicas elaboradas
(determinacion del potencial de biodisponibilidad de hierro y acido fitico), la precision
se encontré6 dentro de los limites aceptables debido a que los coeficientes de
variacion obtenidos para ambas técnicas no superaron el 10 % entre réplicas, lo cual
nos indica que son técnicas confiables ademas de que permiten analizar un gran
numero de muestras en tiempo corto y a un menor costo, lo cual es necesario para

un programa de fitomejoramiento.
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El desarrollo de estas técnicas podrian complementar el criterio de seleccién
de germoplasma en el programa de mejoramiento del proyecto Harvest Plus, por lo
tanto se busca hacer cruzamientos de lineas que de manera natural contribuyan a
una mejor biodisponibilidad de hierro con lineas que cuenten con parametros de

calidad adecuados.

Determinacion de &cido fitico en pan con diferentes tiempos de fermentacion

Calidad fisica del pan

Se observo que el tiempo de fermentacion influye en el volumen final de pan,
en la calidad de la estructura interna (miga) y en el color de la corteza, donde un
tiempo corto de fermentacion (90 min) dié como resultado un volumen promedio de
950 cm® y una calidad de miga muy buena, mientras que un tiempo largo de
fermentacion (240 min) di6 como resultado un volumen promedio de 690 cm® y una
calidad de miga regular. Estos resultados se deben a que en tiempos de
fermentacion cortos hay mayor disponibilidad de azucares fermentables (glucosa)
para la levadura lo cual se ve reflejado en una mayor produccion de CO, y, por tanto,
en un mayor volumen de pan. Por otra parte la calidad de la miga depende de la
calidad del gluten, el cual durante la fermentacion sufre diversas modificaciones
estructurales, por lo tanto variedades de trigo de gluten medio-fuerte o fuerte resisten
mejor un tiempo largo de fermentacion que un trigo de gluten débil. Por ultimo el

color de la corteza del pan fue mas obscuro en tiempos cortos de fermentacion (90
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min) respecto a tiempos largos (240 min) lo cual se debe a que en un tiempo largo la
mayoria de los azUcares disponibles se consumieron por la accién de las levaduras y
lo cual produjo que durante el horneado del pan no haya habido azlcares suficientes

para producir la reaccién de Maillard.

Acido fitico en harina integral y harina refinada para las muestras utilizadas en
la elaboracion de pan de caja.

En cuanto a la determinacién de acido fitico en harina integral se encontraron
valores de concentracion de 0.659, 0.694 y 0.751 g/100 g para la variedad Kronstad,
Roelfs y Torocahui respectivamente. Estos resultados coinciden con los reportados
anteriormente para las 20 muestras analizadas en la validacion del micro-método
para acido fitico, donde el rango de valores se encontré 0.522-0.705 g/100 g. En
cuanto a la concentracion de acido fitico en harina refinada las concentraciones
fueron menores a los de harina integral con 0.152, 0.123, y 0.092 g/100 g para la
variedad Kronstad, Roelfs y Torocahui, respectivamente. Esto se debe a que como
ya se ha mencionado anteriormente el acido fitico se encuentra mayoritariamente en
la parte externa del grano (aleurona) y durante el proceso de molienda la mayor parte
es eliminada en el salvado, por lo que el grado de refinamiento de la harina influye de
manera directa en el contenido de acido fitico. Por otra parte se cree que durante el
acondicionamiento del grano (antes de la molienda) se activa la enzima fitasa
endbégena del trigo debido a que este se deja reposar aproximadamente 24 horas

con una determinada humedad. Investigaciones realizadas para la determinacion de
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la actividad de fitasa (Okot-Kotber et al. 2003) muestran que la parte externa del
grano (salvado) tiene una mayor actividad de fitasa que la harina refinada (0.9-3.9
FTU/g salvado), lo cual podria estar hidrolizando parte del acido fitico presente en el

salvado durante esta etapa de acondicionamiento del grano.

Cabe mencionar que como ya se demostré anteriormente (Fig. 17) el acido
fitico tiene una relacion directa con el contenido de cenizas en la harina refinada (R*=
0.998), y que esta a su vez se relaciona con la dureza de grano (R?= 0.932), esto se
debe a que al ser la variedad Kronstad y Roelfs de endospermo duro y semi-duro
respectivamente, tienden a sufrir mas dafios durante la molienda ocasionando una
mayor contaminacion de cenizas que los trigos de endospermo suave como lo es la

variedad Torocahui.

Acido fitico en pan

La fermentacion del pan tiene un efecto positivo en la degradacion del
contenido de acido fitico de la harina refinada puesto que en promedio después de la
fermentacion queda presente solo un 44 % del acido fitico, lo que indica que durante
el proceso de fermentacion se hidroliza aproximadamente un 56% del acido fitico
presente en la harina refinada, lo cual segun Giovanelli et al. (1994) se debe a la
accion de fitasas procedentes de la levadura Sacharomyces cerevisiae utilizada en la
elaboracién de pan y a la activacion de las enzimas fitasas enddgenas del trigo,

donde Okot et al. (2003) reportan valores de actividad de fitasa en harina refinada de
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0.3 a 0.9 FTU/g harina, que durante la fermentacion se encuentran en condiciones

Optimas de temperatura, humedad y pH para su actividad.

Estudios realizados por Pozrl et al. (2009) reportan que el tipo de harina para
la elaboracion de pan influye en el contenido de acido fitico, donde panes elaborados
con harinas integrales tuvieron mayor contenido de &cido fitico que los elaborados
con harina refinada. Pozrl también estudié el efecto en la hidrélisis de acido fitico
mediante el uso de 3 procedimientos diferentes en la elaboracibn de pan
(panificacion directa, indirecta y adicion de masa fermentada), donde el pH tuvo una
influencia significativa en la hidrdlisis de acido fitico, pues muestras con un pH mas
bajo tenian un contenido de acido fitico inferior, que fue especialmente notable en las
muestras preparadas con la adicion de masa fermentada, ademas reporta que una

temperatura de fermentacion mayor a 30°C disminuye el contenido de acido fitico.

La panificacion es un procedimiento de mdultiples fases, y las fases mas
importantes son la fermentacion y la coccion. Un alto contenido de agua en la masa
aumenta la hidrdlisis de acido fitico (Turk et al. 1992). El factor mas importante es la
acidez de la masa. El pH 6ptimo para la actividad de fitasa en masa de trigo es 4.5, y
la temperatura 6ptima es 55 °C (Fretzdorff et al. 1992). La velocidad de hidrdlisis y la
consiguiente disminucion del contenido de acido fitico dependen de la actividad
fitasa, temperatura, pH, contenido de agua, tiempo de fermentacién, enzimas

afiadidas, y otros parametros (Turk et al. 1992 y Penella et al. 2008). La cantidad de
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acido fitico hidrolizada en diferentes tipos de pan varia entre 13-100 % (LOpez et al.
2001). La adicién de la levadura puede aumentar la cantidad de &cido fitico
hidrolizado (Turk et al. 1996). La hidrdlisis de &cido fitico es una consecuencia de la
actividad de fitasa que esta presente en el trigo y levaduras, y probablemente debido
a la presencia de los microorganismos que estan implicados en la fermentacién de la
masa (Giovanelli et al. 1994).

En general, un pH bajo, un tiempo de fermentacion largo, y una mayor adicién
de levadura resultan en una degradacion mas intensiva del &cido fitico (Hesseltine
1979 y Lasztity et al. 1990). Durante el horneado de pan la degradacion del acido
fitico se produce debido a la activacion de la fitasa (enddgena y exdgena) y a las
altas temperaturas. Segun Oberleas (1985) la presencia de fitasa activa durante los
primeros minutos de la coccion tiene una importancia mayoritaria. Esta enzima
presenta normalmente una actividad maxima a pH 5.5 y a una temperatura de 60 °C,
por lo que bajo las condiciones de coccion o mas probable que se encuentre
inactivada, por otra parte es sabido que los cereales y leguminosas que son
sometidos a tratamiento térmico experimentan una reduccion en el contenido de
fitatos que, a su vez, esta en funcion de una serie de factores como el tipo de
tratamiento térmico, la temperatura, el pH, el producto y la presencia de proteinas y

cationes asociados a la molécula de acido fitico.

84



CONCLUSIONES

Las técnicas elaboradas para potencial de biodisponibilidad de hierro y de
acido fitico, resultan ser técnicas utiles, de facil uso, rapidas y de bajo costo, para
medir la concentracion de FePB y acido fitico, ideales para un programa de
mejoramiento.

La concentracion de FePB calculado con nuestra metodologia no tuvo
correlacion significativa con la concentracion de hierro total ni con la presencia de
acido fitico, por lo tanto ninguno de estos parametros esta en funcion del otro,
pudiendo deberse a otro tipo de factores como por ejemplo el genético. Es necesario
en proximos estudios validar la metodologia utilizada para estimar el FePB en este

estudio con otras mas complejas como puede ser el modelo con células Caco-2

El grado de refinamiento en el proceso de molienda y la fermentacion son
técnicas faciles y eficaces para obtener una alta degradacion de acido fitico, ademas
de que un tiempo corto de fermentacion es suficiente para producir una disminucion
significativa en la concentracion de acido fitico y para obtener una buena calidad en
productos de panificacion, donde el objetivo final no es so6lo el incremento en la
concentracion de hierro en el trigo, sino también la conservacion de la calidad del

grano y de sus subproductos.

Por lo tanto, es importante generar lineas de trigo harinero que tengan alto

contenido de hierro y mayor contenido de Fe biodisponible asi como también hacer
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mas biodisponible a este micronutriente mediante técnicas genéticas y de

procesamiento.

Este trabajo aporta informacion y herramientas valiosas para los mejoradores
de trigo, los cuales se encargan de generar las nuevas variedades de trigo
contribuyendo a mejorar la biodisponibilidad de micronutrientes a la dieta, y
dirigiendose especificamente a poblaciones de paises en vias de desarrollo en los
cuales se consume el trigo en su forma natural como harina integral, sin pasar por

procesos de fortificacion o fermentacion.
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