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Andlisis in vitro de la disponibilidad del hierro en el arroz fortificado
Gabriela F. Romera. Angela Zuletdaria Inés Sarchy Maria Elena Sambucetti
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad deri®s Aires. Buenos Aires, Argentina
RESUMEN.

Con el objeto de determinar la disponibilidadvitro del hierro en el arroz blanco fortifica
con este mineral y el efecto inhibitorio del &ciiiico presente en el salvado en cantid
semejantes a las que se puede encontrar en eliategral, se analizaron muestras de ¢
comercial blanco fortificado con hierro electticld (ABF) y arroz simil integral fortificado. Es
se logré mediante mezclas de ABFsws@lvado de arroz en concentraciones de 4,76%99t
en las muestras ABF2 y ABF3 respectivamente. Agtetespué de ser sometidas a
hidrolisis con fitasa se determiné: Hierro totalr mspectrofotometria de absorcion raica.,
disponibilidad del hierro por el método intro de Kapsokefalou y Miller modificado
Valencia y col., fibra dietaria y acido fitico segAOAC. Los resultados mostraron que
agregado de salvado deprimi@&disponibilidad del hierro, 9,65%; 4,04%; y 1,82#ra ABF
ABF2 y ABF3 respectivamente. Estos resultados pueakeibuirse en su mayor parte
contenido en &cido fitico, ya que después de sidlisis se obtuvieron valores ximos nc
significativamente diferentes de 28,20%; 27,95% 53@% para las mismas muestras
contenido de fibra de las muestras dismincgd el tratamiento con fitasa en las muestras £
y ABF3, respectivamente. Sin embargo de acuerdaalisis de regresion rtiple realizado, |
fibra no influiria en los resultados mientras guéogdo fitico ser el responsable principal de
inhibicion de la disponibilidad del hierro. Se concluye gmeel arroz integral a pesar de
mayor contenido en hierro con respecto al arrordalarequeriria un nivel de fortificacion ma
elevado que éste debido a su mayor contenido de #tco .

Palabras clave Arroz, acido fitico, arroz fortificado con hierrdisponibilidad del hierro.
SUMMARY.

In vitro assessment of iron availability on fortified ricdereals are rich in fiber but also
phytate which is considered the principal inhibitdrmineral availability. On this basis, ir

availability of fortified rice, and the inhibitorgffect of bran phytate was studied in: white
fortified with electrolytic iron (ABF) from commeial origin; and mixtures of ABF plus 4,7¢
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and 9,09% of rice bran (ABF2 and ABF3 respectivaétysimulate brown rice. Samples w
analysed before and after phytic acid hydrolysihwhytase: Dietary fiber and phytic acid w
assessed according AOAC; iron availability, expedsas dialisable iron by the witro methoc
of Kapsokefalou and Miller modified by Valencia &t; iron content was assessed by A
Results showed that added bran depressed ironabNdy, 9,65%; 4,04% and 1,82%
expected (ABF, ABF2 and ABF3 respectively). Aftdrypc acid hydrolisis iron availabili
reached 28,20%; 27,95% and 25,30% for the samelsanifhese values were not differ:
After phytic acid hydrolisis, fiber content of ABFéhd ABF3 were lower than before. Howe
multiple regression analysis of the data showedfthar had not influence on iron availabil
and that phytic acid would be the principal respgesof it. These results indicate that brc
rice should have a higher level of iron fortifi@atithan in white rice or be combined with of
foods that improve iron availability as meats, wagées or fruits.

Key words: Rice, phytic acid, iron fortified rice, iron avability.
Recibido: 09-03-2000 Aceptado: 22-05-2000
INTRODUCCION

La recomendacion de aumentar la ingesta de fibranasde las nsdifundidas en las d
Ultimas décadas, y aceptadas en casi todos |lasspaia el fin de mantener o mejorar la salud.

Una de las fuentes de fibra que ha cobrado maymulaondad es la de los cereales. Con es
se dispone de granos enteros o integrales, quegentalrededor de 3,60 a 13,509 de fibre
100g, o sus tegumentos externos, pericarpio y @baurconocidos como salvados,
concentraciones de fibra de alrededor de 19 a 4i2glQ®g. Los productos msapulidos
refinados contienen una menor concentracii50 a 6,50g por 100g , Sin embargo, pu
aportar cantidades significativas en funcion dpeso en la dieta (1-3).

Se ha sefalado que la fibra aparte de sus efeaogfitiosos, podai disminuir e
aprovechamiento de los minerales (4- 6). Sin entbasgudios m&recientes llevados a cabc
vitro y en humanos, sefialan a los fitatos coma incipales causantes de la disminnaié |z
biodisponibilidad del hierro y cinc de los alimest7-13). El acido fico posee una fuet
capacidad quelante con cationes multivalentes cedpeente di y trivalentes como hierro, ci
calcio y cobre con los que forma complejos ins@sb&a pH cercano a la neutralidad.
disminucién de la absoraidde hierro que produce el consumo de dietas @wa@b contenic
de acido fiico puede ser eliminada cuando la dieta contiefieisnte cantidad de componer
gue estimulan la absorcion contrarrestando el @fedtibidor del acido fico, tales como «
acido ascorbico y la carne (14).

El arroz integral es uno de los cereales cuyo apietfibra es ngsignificativo, teniendo ¢
cuenta la fraccion importante que representa edi¢das de paés con gran consumo. Pero
vez su contenido en &ciddiéo es mayor que el del arroz blanco o pulido dela que en I
cereales, los fitatos se concentran en los tegusexternos junto a la fibra.

En cuanto al contenido de hierro, el arroz blammmta escasamente 0,5 mg por 100g (1), Ic
justifica su enriquecimiento por el agregado derbielemental hasta 7mg/lI00g, como s
realizarse en la practica en nuestro pais. El antegral no se fortifica, puesto que contienesma
hierro de forma natural, 1,4 mg/100g (1), sin ergbda presencia de una mayor cantida
acido fitico reduciria su aporte efectivo de martatajue posiblemente también merezesé
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fortificado.

Este trabajo se ha realizado con el objeto demétar la disponibilidad in vitro del hierro er
arroz blanco fortificado con hierro electroliticelefecto inhibitorio del acidotito presente €
el salvado en cantidades similares a las que sgeprecontrar en el arroz integral.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental

A muestras de arroz blanco fortificado con hiere atigen comercial, y con cantida
crecientes de salvado se les determiné el hieratizddo antes y despsiéde haber sic
sometidas a una hidrolisis enzimatica del acidodfitTambién se analizé el contenido dédé
fisico, fibra y hierro para relacionarlos con lagdinibilidad de este ultimo.

Materiales

Se emplearon muestras de los siguientes materflasz blanco (grano largo) fortificado ¢
hierro electrolitico (70% de particulas g2)) de origen comercial (ABF).

Arroz integral fortificado : como este producto no se encuentra en el comsecjrepararc
mezclas de ABF con dos niveles de salvado de delmismo origen

ABF2 : 10 g de ABF + 0,5g de salvado
ABF3: 10 g de ABF + 19 de salvado

Al expresar como porcentaje el contenido de saheadlas mezclas, las muestras ABF, ABI
ABF3 contenian 0%; 4,76% y 9,09% respectivamente.

Las mezclas se prepararon para cada una de lasnaeteiones de modo de asegurar
distribucion homogénea de los componentes.

El salvado contenia30,45g de fibra; 10 mg de hierro 5,96 g de a#iiitmo por 100g.

Tratamiento de las muestrasLas muestras de arroz fueron molidas en un nilolidoméstico
(Moulinex) provisto de cuchilla de titanio. Las mkws ABF, ABF2 y ABF3 fueron cocidas
agua desionizada de acuerdo a la proporaéroz:agua (1:2,5) aconsejada por la f
comercial, a 250°C en un calentador Heindolph MB22Biasta consumicién total del agua.

Métodos

» Hierro total, por absorcion atomica previa mineadion en mezcla HNEHCIO,

(60:40). Se determiné en el salvado y en las mae&BF, ABF2 y ABF3 . En las
muestras con hidrélisis enzimatica no se consideo@sario debido a que el aporte de
hierro de la solucién fitasa es insignificante. daterminaciones se hicieron por
quintuplicado

o Fibra dietaria total, de acuerdo al método AOAC.285%15). Los valores obtenidos
fueron corregidos, por su contenido de almidordresdi de manera tal que representaran
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unicamente al material que forma parte de las paredlulares (16). Para ello, el residuo
obtenido en la determinacion de fibra fue gelaidcon agua (100°C 20 min.), tratado
con KOH 2M, e incubado con amiloglucosidasa (pHb460°C, 30 min.)., filtrado,
secado y luego pesado. Los analisis se hicierotripbicado.

o Acido fitico, segun el método AOAC 966.11 (15}.Pait se extrajeron las muestras (I0-
llg) con 200 ml &cido clorhidrico al 2,4%.

o Hidrdlisis del acido fitico. La muestra cruda deFAB0g), fue suspendida en 25 ml de
agua desionizada incubada (15h, pH5,58%&3n 60 mg de fitasa de trigo (Sigma P 1:
en un bafo de agua con agitacion continua.

Debido al mayor contenido de aciddidd de las muestras ABF2 y ABF3, para pt
hidrolizarlo fue necesario activar la fitasa end@adems de agregar posteriormente fitasi
trigo (10), en mayor cantidad que para ABF. Pdm s muestras se suspendieron en 25 |
agua desionizada, se incubaron a pH 5.5, 24 haaperatura ambiente, con agitaciod
constante; se agregaron 80 mg de fitasa y se aplitas mismas condiciones de incubadigdie
las empleadas con la muestra ABF.

Para frenar la actividad enziticg, todas las muestras una vez hidrolizadas sets&ron a u
cocimiento en las condiciones sefialadas anteridemeas analisis se hicieron por triplicado.

o Disponibilidad del hierro, segun el método de Mp&akefalou y D. Miller (17)
modificado por M.E. Valencia y col. (18). A las nstras (10-11 g), se les agreg6 acido
clorhidrico 6N de manera tal de obtener 100 g desuspension homogénea de pH 2 que
a continuacion se incubo con 3,2 mL de una suspermid pepsina (SigmaP-7000) en
acido clorhidrico 0,1 N(4g: 100 mL) a 37 °C duramds horas, con agitacion.

Dos alicuotas de 15 g del digerido pepsinico sgeven en recipientes en los cuales se dabi
colocado previamente bolsas de dialisis (Specteamut-off de peso molecular 608000) qut
contenian 18,75 mL de solucion tampon PIPES (saidita del acido piperazine-N, s2
etano sulfénico; Sigma P-3768) 0,5 M pH 6.3. Lagstias se incubaron en bafo de agua a 37°
C con agitacién hasta que el digerido alcaniAad®. Luego se agregaron 3,75 mL de una m

de 0,59 de pancreatina porcina (Sigma P-1750) de3dilis (Sigma B8631) en 250 mL c
NaHCQ; 0,1 N y se incubaron durante 90 minutos mas. EbpHa solucién tampoPIPES |
utilizar fue establecido tras ensayos previos stbreatriz alimentaria en estudio hasta obt

un pH final de 6,2+0,1 al final de la segunda iraxibn.

Se retiraron las bolsas de lii#s, y sus contenidos se llevaron a un volumeg@%ienL con agu
desionizada. El hierro dializado se midio directataepor absorcién atdica. El hierro total <
midio sobre tres alicuotas de 5 g del digerido imégs mineralizados con 10 mL de una me
nitroperclorica (60:40). Simultdneamente se leydrdlancos de reactivos.

Como hierro disponible in vitro se considera altoaializado que se obtuvo de la relacion:

B

T hiero diahisado = —— A £ 1 6]

Donde
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D= Hierro dializado (g)

P= Peso de la muestra digerida ( g )

F= Hierro total en la muestra digerida ( g )

Los analisis se realizaron por triplicado

Andlisis estadistico

Los valores medios de contenido de fibra, acidwofiy la disponibilidad del hierro
compararon mediante el disé de varianza de un factor (ANOVA). Para lostd$ea posteriori ¢
utilizé el test de comparaciones multiples de Tukeyamer.

Para establecer la relacion entre la disponibilideldhierro y el contenido de fibra y deido
fitico, se ajustd un modelo de regresion multiglecontinuacid, con los valores promed
correspondientes, se calculd la recta de regresi@ relaciona al logaritmo del % de hit
dializable con el principal agente inhibitorio.

Los estudios estadisticos se realizaron mediamaclete estadistico SPSS 7 (19).

RESULTADOS

En laTabla 1se muestra el contenido de hierro, fibra y acitioof en el arroz con distint
cantidades de salvado antes y después de habesosiatidos a la incubacion con fitasa.

TABLA 1

Contenido de hierro, fibracalo fitico, y disponibilidad del hierro en las nsti@s de arroz ant
y después de la hidrdlisis con fitasa.

Muestras Hierro Fibra Ac. Hierro
Fitico | dializable %
mg/100g g/100g
mg/100g
ABF 6,81+1,761| 1,50+0,069 3251592 9,65+1,622
(Salvado:0%)
ABF + fitasa 1,52+0,044 ND 28,20+2,60d
ABF2 7,14+1,15 || 2,84+0,09h 560+46b| 4,04+1,10b
(Salvado: 4,76%)
ABF2+remojo
+fitasa 2,32+0,18q 22+12c || 27,95+2,70d
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ABF3 7,80+0,91 || 4,39+0,02d| 671+27d| 1,82+0,28c
(Salvado: 9,09%)
ABF3+remojo

+fitasa 3,78+0,03g 28+16c | 25,30+7,40d

1: Valor promedio = DS. Los resutiace expresaron en baseneda (1.
0/100g)

ND: No detectable

Letras iguales indican que no haferdncias significativas entre
valores (p>0,05)

La concentracid de hierro en ABF, 6,81 mg/I00g, comprende el @oidib natural de hierro ¢
arroz blanco pulido, 0,24 mg /I00g, valor deterrdman otras muestras de ese tipo de ¢
mas la fortificacion con hierro electriatio realizado en el establecimiento elaborador.lds
muestras ABF2 y ABF3 aumentd ligeramente en funclél contenido de hierro del salvi
agregado, 7,14 y 7,80 mg /100g, respectivamente.

Como era de esperar, la concentracion de fibrarrdetada en ABF, 1,50 g/l00g, aumeént
significativamente por el agregado de salvado akmaaho valores de 2,84 y 4,39 g/I00g en A

y ABF3 respectivamente. Cuando se realizé el triatm enzimatico para hidrolizar atido
fitico, la concentracion de fibra no vaea la muestra ABF (p>0.05). En las muestras aua
se les agreg6 salvado, la fibra dismingignificativamente (p<0.00I) un 18% y un 14% pas
muestras ABF2 y ABF3 respectivamente.

La concentracion de &cido fitico también aumemtABF2 y ABF3 por el aporte realizado
el salvado, llegando a valores de 560 y 671 mg/lIp@ca las muestras ABF2 y AB
respectivamente.

Los resultados de la incubani@on fitasa mostraron que las condiciones empeata l:
muestra ABF, que contenia 325 mg /100g, fuerorm@stiya que la hidrélisis del aciddido
fue total. En las muestras con mayor cantidad aditico, a pesar de haber activado a la fi
enddgena con una incubagciprevia y de haber agregado una mayor cantiddidaga de trig:
guedoun residuo de 22 y 28 mg /I00g en las muestras ABRBF3, respectivamente. El hie
dializable disminuyé en forma significativa (p<0)0® medida que aumenté presencia c
salvado, de manera tal que los resultados obtemidoen 9,65 %,4,04 % y 1,82 % del hie
total para ABF, ABF2 y ABF3 respectivamente, comaantraciones de acidotifio que
variaron entre 325y 671 mg/ 100g.

La hidrdlisis del acido fitico produjo notables ri@ementos del hierro dializable lo que permiti
comprobar su efecto inhibitorio. Se obtuvieron wegosemejantes (p>0,05) de hierro diali.
en las muestras que fueron sometidas a listdr@on fitasa, 28,20%, 27,95%, y 25,30% par:
arroces ABF, ABF2 y ABF3 con concentraciones del@ditico que oscilaron entre 0 y
mg/100g.

El analisis de regresion rtiple entre los valores de disponibilidad del hoery las
concentraciones de fibra y acido fitico dio la s&gte ecuacion
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y=1,557-0,045 x -0,0015%  *=0,90

donde:
y = log. hierro disponible ( % ),

x = Fibra (g /100g) y
% = Acido fitico (mg/100g)

La regresion resultaltamente significativa (p<0,00l). El coeficienterrespondiente a la fib
no fue significativamente diferente de 0 (p>0,2®), el contrario el coeficiente que correspc
al acido ffico fue altamente significativo (p<0,001). EI mbtmexplica que el 89% de
variacion de la disponibilidad del hierro se deb&c&o fitico.

En laFigura 1se puede observar la recta estimada que desarib&tid entre el logaritmo d
porcentaje de hierro dializado y la concentraciéraddo fitico, que responde a la ecuacion:

Log hierro dializado (%) = 1,47 - 0,0017 acidocfitiimg/ 100 g)2r= 0,98

La regresion resulto altamente significativa (p€0,0

DISCUSION

Los granos de cereales son particularmente ricécelo fitico y éste constituye sm@el809
del fésforo total. La mayor concentragiée encuentra en los tegumentos externos, paacg
aleurona. En el arroz, el acido fitico presentelesalvado, representa el 80% del total (20).

FIGURA 1

Variacion del logaritmo del hierro dializado en ¢ign de la concentracion del acido fitico
(valores promedios
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La cantidad de tegumentos que queda en el grane \es reflejado en el valor de fibra, aari
aun para el arroz blanco, de acuerdo a la tecrolpgi la variedad de arroz como asi tambié
con el método utilizado para la determinacion deafi Asies que para el arroz integral
encuentran en la Tabla de composicie alimentos del Reino Unido valores entre 1,38
0/100g segun se hayan determinado por ébdwede Englyst o el de Southgate (1) y 2,27 g

en las Tablas de composinide alimentos de Alemania (2); mientras que phegrez integre
nacional se obtuvo un valor de 5,37 g/ I00g pométodo de AOAC 985.29, que paadl, 1«
g/100g cuando se corrigio por el almidon residdd#).( Luego las mezclas disaias par
simular arroz integral fortificado ABF2 y ABF3, authan los posibles niveles de fibra er
arroz integral.

Paralelamente al contenido de fibra, varia la dadtide acido fitico encontrdose valores pa
arroz blanco de 84. 120 mg/l00g (9) y 270mg/I00D);(para arroz integral 565mg/ 100g (€
890mg/I00g (2). Los valores determinados en las stnage que simulaban arroz integ
alcanzaron niveles dentro del rango previsto.

Este trabajo contribuye a demostrar el efecto depreel acido fico sobre la disponibilidad ¢
hierro en el arroz, al aumentar ésta entre 3 yet2v cuando se hidroliz6 el acido fitico mas all
del 96% de su contenido, llegando a 22mg/I00g. E£stsultados coinciden con los de ¢
autores (10) que trabajaron con otros cereale®®igue sefialan que el acidoch debe se
degradado hasta un nivel menor a 0,51/ g (0,330 mg/g), para eliminar el efecto sola
disponibilidad del hierro. Brune y col. obtuvierem humanos valores altos de absorcio
alrededor de 24%, con alimentos panificados quéeodsn entre 21 y 29 mg de acidoch
(13).

A pesar de los numerosos trabajos realizados tadsvincierta la incidencia que tiene la f
en la inhibicid de la biodisponibilidad de los minerales debida diversidad que presenta
composiciéon en los diferentes alimentos, a su as@mnoi con otros compuestos y a
metodologia empleada en los ensayos (22). Enrest@jd se observo que aunque la incubacio
con fitasa disminuy@l contenido de fibra en las muestras con agredadsalvado, los valor
obtenidos para fibra no influyeron en la dializataitd del hierro, Brune y col.(13) llegaron
misma conclusion cuando analizaron el efecto defidea y del acido fico sobre I
biodisponibilidad del hierro de panes con disticéatidad y origen de fibra en humanos.
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otra parte, la disminucion del contenido de fibnaantrada, responderia a la hii§ sufride
por los fitatos que segun Frolich y Nyman (23) eataparcialmente unidos a la fibra soluble.

Con respecto al hierro, los mismos autores sefiplarel hierro endgeno del trigo se encuen
retenido en mayor proporei@or la fibra insoluble, a diferencia de la avenda que la may:
parte esta unida a la fraccion soluble ricg3eglucanos. Dado que por su composicia fibre

del arroz se asemeja a la del trigo, se podriaapeng el hierro enddégeno estarétenido de |
misma forma por la fibra insoluble. Es de sefala gl contenido de hierro ergno de la
muestras de arroz analizadas oscild entre 3% Wddd total, correspondiendo el resto, 85,5-
97%, al hierro electrolitico sobre el que posibletaese observé el efecto del acido fitico.

Finalmente, se puede concluir que en el arroz iateg incremento de hierro aportado pc
salvado es muy pequefio como para contrarrestardel pnhibitorio del acido tico del mism«
origen. Por lo tanto para que este tipo de arraliceeun aporte de hierro a la dieta se daberi
fortificar con un nivel mayor al empleado en latifaracion del arroz blanco o combinarse

una cantidad adecuada de alimentos que estimubdrstacid del hierro como carnes, verdu

y frutas.
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