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Resumen

Introduccion. La biodisponibilidad de un nutriente refleja la fraccion disponible para ser absorbido
y utilizado. Resulta critica al evaluar la calidad nutricional de un alimento. Objetivo. Comparar la
bioaccesibilidad de calcio entre el ajonjoli (Sesamun indicum) y almendra (Prunus amygdalus)
con la bioaccesibilidad de calcio de la leche de vaca utilizando un método in vitro. Métodos.
Estudio de tipo observacional que evalud la bioaccesibilidad mediante el método in vitro de
dializabilidad. Resultados. La dializabilidad de calcio de la leche de vaca fue de 20,71%; en
las semillas de ajonjoli y almendra fue 1% y 2,27%, respectivamente. Se determin6 que la leche
de vaca cubre entre el 2% - 4% del requerimiento total de calcio en nifios de 1 a 6 afios de
edad y del 2% en adolescentes y adultos. En las semillas, la cobertura fue minima. Conclusion.
La bioaccesibilidad y aporte potencial de calcio de la leche entera de vaca fue superior en
comparacion con las semillas de almendra y ajonjoli.

Palabras clave: Disponibilidad Biologica; Calcio; Calcio en la Dieta; Leche; Semillas;
Sesamum; Prunus (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Introduction. The bioavailability of a nutrient reflects the fraction available to be absorbed and
used. Is critical when evaluating the nutritional quality of a food. Objective. To compare the
bioaccessibility of calcium between sesame (Sesamun indicum) and almond (Prunus amygdalus)
with the bioaccessibility of calcium from cow’s milk using an in vitro method. Methods. An
observational study that evaluated bioaccessibility using the in vitro dialyzability method. Results.
Calcium dialysability of cow's milk was 20,71%; in sesame and almond seeds it was 1% and
2,27%, respectively. It was determined that cow’s milk covers between 2% - 4% of the total
calcium requirement in children 1 to 6 years of age and 2% in adolescents and adults. In seeds
the coverage was minimal. Conclusions. The bioaccessibility and potential calcium contribution
of whole cow’s milk was higher compared to almond and sesame seeds.

Keywords: Biological Availability; Calcium; Calcium, Dietary; Milk; Seeds; Sesamum; Prunus (source:
MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La biodisponibilidad se define como
la integracién de distintos procesos fi-
siolégicos, de bioactividad y bioaccesibi-
lidad, mediante los cuales una fraccion
de un nutriente ingerido se encuentra
disponible para la digestiéon, absorcion,
transporte, utilizacion y eliminacion +2),
Esta variable resulta significativa cuan-
do se evalUa la calidad nutricional de un
alimento, especialmente al considerar el
contenido de minerales ®. Dentro de los
minerales, el calcio es el mas abundante
y cumple importantes funciones tales
como metabolismo éseo, segundo men-
sajero, transmision neuromuscular, libe-
racion hormonal y de neurotransmisores,
entre otros “°. La biodisponibilidad de
este mineral se ve afectada por factores
intrinsecos y extrinsecos ®, siendo los
extrinsecos los que afectan considera-
blemente la cantidad absorbida, ya que
influyen sobre la superficie de absorcidn
de las células intestinales, favoreciendo
la absorcién como es el caso de los fosfo-
péptidos de caseina, inulina 7, lactosa y
vitamina D ® o disminuyéndola como los
fitatos, fibra dietética y oxalatos .

La fuente principal de calcio son los
|acteos y de estos la leche es de amplio
consumo a nivel mundial y presenta com-
ponentes que favorecen la absorcion de
calcio en el epitelio intestinal 9; algu-
nos investigadores sefialan que el efecto
de ciertos componentes aun no se en-
cuentra establecido . En los dltimos
afnos, los sucedaneos de la leche, los cua-
les tienen como materia prima alimentos
de origen vegetal ¥, tienen biodisponibi-
lidad que estd en discusion; asi, en dife-
rentes estudios in vitro se observé una
baja biodisponibilidad de calcio debido
a la presencia de antinutrientes “?. Sin
embargo, otros estudios aseguran que el
contenido de mineralesy su posterior ab-
sorcién pueden variar significativamente
dependiendo de la fuente vegetal, el
pais, el clima, las practicas agricolas y el
procesamiento del alimento ®.

En nuestro pais no se han realizado es-
tudios sobre biodisponibilidad en alimen-
tos considerados fuentes importantes de
calcio. Conocer la cantidad que es sus-

ceptible a ser absorbida de este mineral
en los alimentos, es de suma importancia
para establecer recomendaciones ade-
cuadas en los diferentes grupos etarios.
Por ello en la presente investigacidn tuvo
como objetivo comparar la bioaccesibili-
dad de calcio del ajonjoli (Sesamun indi-
cum)y almendra (Prunus amygdalus) con
la bioaccesibilidad de calcio de la leche
de vaca utilizando un método in vitro.

METODOS

Disefo y lugar de estudio

Estudio de tipo observacional. La bio-
accesibilidad fue determinada mediante
la técnica in vitro de dializabilidad desarro-
llada por Miller y colaboradores 3y modi-
ficado por Wolfgor y colaboradores 4. El
procedimiento se realizé en el laboratorio
de Farmacia y Bioquimica de la Universi-
dad de Buenos Aires, Argentina.

Reactivos quimicos utilizados

Se utilizd pepsina 1:10000 (Sigma- Al-
drich P-7000), extracto biliar (Sigma B-8631),
pancreatina (Sigma-Aldrich P-1750), PIPES
[piperazine-NN"-bis (2-ethane-sulfonic acid)]
disodium salt 99% (Sigma P-3768), mem-
brana de didlisis Spectra/Por® de 6-8 000
KDa (Spectrum, CA, USA), acido perclorico
70-72% (Merck 100519), y &cido nitrico 65%
(Merck 101518).

Materias primas

Leche entera de vaca marca Laive,
semillas de ajonjoli blanco (Sesamun in-
dicum) de la distribuidora Natural Seed
y semillas de almendra cruda (Prunus
amygdalus) de la distribuidora Frutos y
Procesos SAC.

Procesamiento de las materias primas

Las semillas de ajonjoli y almendra
fueron molidas utilizando un molinillo
eléctrico Decalab 5000 Gvolt 220 y reser-
vadas en frascos esterilizados en un am-
biente seco. La leche de vaca fue separa-
da en tres partes de 200 mL en beakers
de vidrio cubiertos con parafilm y conser-
vadas en refrigeracion (T° 4 a 6 °C). Tan-
to las semillas molidas como la leche de
vaca fueron almacenadas por un tiempo
aproximado de 24 horas.

Método de dializabilidad

Se pesaron 20 gramos de las muestras
solidas y 50 gramos de leche en matraces
de Erlenmeyer; en el caso de las mues-
tras solidas se enrasaron con 30 mL de
agua desionizada. Posteriormente se adi-
cioné 5 mL de alfa-amilasa a cada una de
ellas (se considerd una relacion de 2,4 g
de enzima/30 mL), se cubrieron con pa-
rafilm y se incubaron por 30 minutos en
bafio maria (37°C) con agitacién constan-
te (60 rpm). A continuacién se midio el
pH y se titulé con HCI 6 N para lograr un
pH de 2, posteriormente se adiciond 1,6
mL de pepsina a cada Erlenmeyery se in-
cubd en bafio maria (37°C) con agitacion
constante por 2 horas; ello para simular
el proceso de digestion gastrica. En el
caso de la pepsina la relacién fue de 16
g/100 mLy se enras6 con HCI 0,1 N.

Se traspasd 15 gramos de cada mues-
tra a frascos esterilizados y rotulados, y se
colocaron las bolsas de didlisis que conte-
nian 18,75 mL de buffer PIPES llevandolas
a incubacion por una hora. La molaridad
y el pH del buffer se establecieron para
cada muestra luego de determinar los
mEq totales de cada unay se consideré la
relacién de 1M PIPES equivalente a 346,3
g ; para dicho procedimiento se utilizd
como base las especificaciones estableci-
das por Drago y colaboradores ).

Después de la hora de incubacion se
midid el pH y se colocd 3,75 mL de la so-
lucidn de bilis- pancreatina y se llevo a in-
cubar por dos horas en bafio maria (37°C)
con agitacién constante; la solucion de
bilis-pancreatina se prepard previamente
y para ello se considerd la relacion de 2,5
g de bilis en 100 mL y 0,4 g de pancrea-
tina en 100 mL las que fueron enrasadas
con NaHCO, 0,1 N.

Transcurridas las dos horas se remo-
vieron las bolsas de didlisis, se enjuaga-
ron con agua desionizada y se pesaron los
contenidos en tubos de mineralizacion.

Para la lectura de los minerales se
siguid el procedimiento de espectrofo-
tometria de absorcion atémica 1 y se
utilizé una mineralizacién por via hume-
da. Para ello, al contenido de las bolsas
de didlisis después de ser pesadas se les
colocé 5 mL de acido nitrico y 5 mL de
acido perclérico y los tubos de minerali-
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zacién fueron llevados al mineralizador
donde estuvieron un aproximado de 12
horas. El contenido se traspasé a tubos
de ensayo y se enrasé a 20 mL con agua
desionizada y antes de la lectura en el es-
pectrofotometro se diluyod con cloruro de
lantano para evitar la interferencia de los
fosfatos; para el ajonjoli se hizo una dilu-
cién de 1:50y para la leche y la almendra
fue de 1:10.

Para el célculo de la dializabilidad se
utilizo la siguiente férmula:

de mineral dializad
Dializabilidad % del mineral = WX 100

mg de mineral dializado

Se calculé el aporte potencial de calcio
en las muestras considerando la siguien-
te formula:

[Ca*?] en 100g de muestra x %D
100

Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico STA-
TA version 14. Las variables numéricas
fueron resumidas mediante promedio y
desviacion estdndar. Los aportes poten-
ciales y porcentajes de cobertura fueron
determinados en base a 100 mL para la
leche 0 100 g para las semillas y expresa-
do con medida de tendencia central y de
dispersion.

RESULTADOS

La semilla de ajonjoli en 100 g presen-
t6 valores de aproximadamente 1 gramo
de calcio y cuando se analizé el porcenta-
je dializado se obtuvo un porcentaje de
1%. En el caso de la leche el porcentaje
de dializabilidad fue de 20% y en la al-
mendra de 2% (Tabla 1).

En relacién al aporte potencial, que
representa la cantidad potencialmente
absorbible de calcio, se obtuvo que en
el grupo etario de 1 a 6 aflos la leche
de vaca cubre el 4% del requerimiento
diario de calcio en nifios de 1 a 3 afios
y del 3% en niflos de 4 a 6 afios, mien-
tras que la almendra cubre el 0,6% y 1%

respectivamente; en el caso del ajonjoli
el porcentaje de cobertura fue de 1 a 2%,
respectivamente, en cada grupo pobla-
cional (Tabla 2).

En el caso de los adolescentes y adul-
tos la leche de vaca cubre el 1,6% del re-
querimiento para adolescentes y de 2,1%
para adultos. La almendra cubre el 0,4%
en adolescentes y el 0,5% en adultos; el
ajonjoli cubre alrededor del 1% del re-
guerimiento diario en este grupo pobla-

cional (Tabla 3).

DISCUSION

El porcentaje de dializabilidad de la
leche de vaca fue de 20,71%, valor que
es similar al reportado por Roigy col. que
obtuvieron un porcentaje de dializabi-
lidad de 20 + 0,9 % @7, |a diferencia se
deberia a la membrana de didlisis utiliza-
da, que fue de 10 000 — 12 000 Da en el
estudio mencionado. Soto y col. determi-
naron que la dializabilidad de calcio para
la leche fue de 23,19 + 0,02 %, valor su-
perior al obtenido en nuestra investiga-
cion, lo que se explicaria por la diferencia
metodoldgica, ya que el estudio de Soto
utilizé el método de Caco-2 que emplea
una monocapa de células con funcién de
absorcion 8 en dicho estudio no se es-
pecificod el tipo de leche utilizada o si la
misma fue suplementada con calcio.

En el caso de la almendra molida se obtu-
vo un valor aproximado de 2%, el cual resul-
ta inferior a los estudios realizados por Wea-
ver y Kafaoglu y col. que obtuvieron valores

de 21,2% 9y 6,9% 29, respectivamente. La
diferencia de resultados puede explicarse
por el método utilizado, que en el caso de
Weaver fue un método in vivo realizado en
ratas ™y en el de Kafaoglu se utilizo el méto-
do PBET que utiliza componentes quimicos
diferentes #9. Considerando la dializabilidad
de la semilla de ajonjoli se obtuvo un valor
de 1%, inferior al obtenido en un estudio
realizado en Tailandia donde se reportd un
porcentaje de 4,2% Y, cabe resaltar que en
este estudio el procesamiento de la semilla
fue diferente lo que pudo conducir a la va-
riacion de resultados. Weaver en su estudio
obtuvo un valor de dializabilidad de 20,8%,
valor muy superior al de la presente investi-
gacion, que pudo deberse al uso de una me-
todologia in vivo * y los resultados pueden
variar dependiendo de la especie, actividad
enzimatica y estado fisioldgico ©22),

Tanto en la almendra como en el ajonjo-
lillama la atencion la dializabilidad de calcio,
considerando que ambas semillas tienen
una cantidad de calcio de 230mg/100g
y 968mg/100g, respectivamente, lo que
llevaria a considerarlas como fuentes im-
portantes de calcio. Sin embargo, se debe
considerar la presencia de antinutrientes
como un limitante importante de absorcién
de calcio y el 4cido oxalico es uno de ellos,
ya que forma complejos insolubles con este
mineral @24 v |a semilla de ajonjoli posee
mas de 500 mg/100g de acido oxalico lo
que se correlaciona de forma negativa con
la biodisponibilidad de calcio de este ali-
mento . Por otro lado, los fitatos a pH
fisiologico presentan carga negativa y se
unen a cationes divalentes ® formando

Tabla 1. Valores de calcio y porcentaje de calcio dializado de acuerdo al tipo de muestra
estudiada.

Calcio ** % calcio dializado®
Promedio Promedio
Leche de vaca 102,94 8,29 20,71 3,62
Almendra molida 229,61 10,71 2,71 0,33
Ajonjoli molido 967,70 51,96 1,01 0,18

DE: desviacion estandar

2Se analizaron 4 muestras en el caso de la leche de vaca y 3 muestras en el caso de la almendra y el ajonjoli debido

a contaminacion.

°Valores expresados en mg por 100 ml de la muestra analizada para el caso de la leche y en mg/100 g para almendra y

ajonjoli.

El porcentaje de calcio dializado fue determinado en base a 4 muestras en el caso de la almendra, 3 en la leche de

vaca y en el ajonjoli debido a contaminacion.
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Tabla 2. Aporte potencial de calcio en 100 ml o0 100 g de muestra y porcentaje de cobertura del
requerimiento diario en nifios de 1-6 afios

Aporte potencial

% cobertura parala % cobertura para 4

3 afios® a 6 afos®
Leche de vaca X (+DE) 20,5 (+ 2,36) 41 2,6
Almendra molida X (+DE) 5,2 (+2,77) 1 0,6
Ajonjoli molido X (+DE) 10,9 (+ 0,91) 2,2 1,4

2Basado en el requerimiento diario de calcio recomendado por la OMS para 1 a 3 afios (500 mg/dia)

®Basado en el requerimiento diario de calcio recomendado por la OMS para 4 a 6 afios (800 mg/dia)

Tabla 3. Aporte potencial de calcio en 100 ml o0 100 g de muestra y porcentaje de cobertura del
requerimiento diario en los diferentes grupos estarios

Aporte potencial

% cobertura para
19 a mas afios®

% cobertura para 10 a
18 afios®

Leche de vaca X (+DE) 20,5 (+2,36) 1,6 2,1
Almendra molida X (+DE) 5,2 (+2,77) 0,4 0,5
Ajonjoli molido X (+DE) 10,9 (+ 0,91) 0,8 1,1

¢Basado en el requerimiento diario de calcio recomendado por la OMS para 10 a 18 afios (1300 mg/dia)
9Basado en el requerimiento diario de calcio recomendado por la OMS para 19 a mas afios (1000 mg/dia)

complejos insolubles en el intestino im-
pidiendo la absorcién de calcio y favore-
ciendo su excrecién por las heces 627,
Schlemmer y colaboradores determina-
ron que las almendras contienen 0,35
—9,42g/100g vy en el caso del ajonjoli el
valor oscila entre 1,44 — 5,36 g/100g ?®.

Entre las limitaciones del estudio se
puede mencionar el uso de una técnica
in vitro frente a una técnica in vivo de
biodisponibilidad. No obstante, la técnica
de dializabilidad es ampliamente utiliza-
da para conocer como la matriz alimen-
taria influye en el proceso de absorcidn
mineral y su aceptacidon es universal
comparada con las técnicas en vivo
que al utilizar radioisétopos puede ser
riesgosa y en el caso de los animales hay
variabilidad dependiendo de la especie
y comportamiento enzimatico y estado
fisioldgico.

Considerando la informacion ante-
rior se puede afirmar que las semillas de
ajonjoli y almendra presentan resultados
controversiales en relacion a su dializabi-
lidad; por un lado en nuestro estudio y
en la de otros autores poseen un valor
de dializabilidad bajo comparado con la
leche de vaca, mientras que en el estudio
de Weaver la dializabilidad es similar al
de la leche; sin embargo, en este ultimo

caso se debe considerar que el método
utilizado fue diferente al nuestro y ello
pudo repercutir en los valores obtenidos.

Se concluye que la leche de vaca po-
see una bioaccesibilidad mayor de calcio
a diferencia de las semillas de almendray
ajonjoli cuya bioaccesibilidad es baja.
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