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RESUMEN. Con el objeto de determinar la disponibilidad in vitro
dl hierro en el arroz blanco fortificado con este mineral y el efecto
mhibitorio del 4cido fitico presente en el salvado en cantidades
semejantes a las que se puede encontrar en el arroz integral ,se
analizaron muestras de arroz comercial blanco fortificado con hierro
dectrolitico (ABF) y arroz simil integral fortificado. Este se logré
mediante mezclas de ABF més salvado de arroz en concentraciones
3¢ 4.76% y 9.09% en las muestras ABF2 y ABF3 respectivamente.
Antes y después de ser sometidas a una hidr6lisis con fitasa se
determiné: Hierro total por espectrofotometria de absorcién atémica,
disponibilidad del hierro por el método in vitro de Kapsokefalou y
Miller modificado por Valencia y col. , fibra dietaria y 4cido fitico
segin AOAC. Los resultados mostraron que el agregado de salvado
deprimi6 la disponibilidad del hierro, 9,65%; 4,04%; y 1,82% para
ABF, ABF2 y ABF3 respectivamente. Estos resultados pueden
anbuirse en su mayor parte al contenido en 4cido fitico, ya que
Jespués de su hidrélisis se obtuvieron valores maximos no
significativamente diferentes de 28,20%; 27,95%y 25,30% paralas
mismas muestras. El contenido de fibra de las muestras disminuyé
con el tratamiento con fitasa en las muestras ABF2 y ABF3,
respectivamente. Sin embargo de acuerdo al andlisis de regresion
miltiple realizado, la fibra no influirfa en los resultados mientras que
¢l ido fitico serfa el responsable principal de la inibicién de la
disponibilidad del hierro. Se concluye que en el arroz integral a pesar
& su mayor contenido en hierro con respecto al arroz blanco,
requeriria un nivel de fortificacién més elevado que éste debido a su
mayor contenido de 4cido fitico .

Palabras clave: Arroz, 4cido fitico, arroz fortificado con hierro,
disponibilidad del hierro.

INTRODUCCION

Larecomendacién de aumentar la ingesta de fibra esuna
de las mds difundidas en las dos dltimas décadas .y aceptadas
:11 ;dasu todos los paises con el fin de mantener o mejorar la

Upa de las fuentes de fibra que ha cobrado mayor popula-
ndad s la de los cereales. Con ese fin se dispone de granos
eleros o integrales, que contienen alrededor de 3,60 a 13,50g
de fibra por 100g, o sus tegumentos externos, pericarpio y
ﬁb::o;& conocidos como salvados, con concentraciones de

¢ alrededor de 19 a 42g por 100g. Los productos més
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SUMMARY. In vitro assessment of iron availability on fortified
rice. Cereals are rich in fiber but also in phytate which is considered
the principal inhibitor of mineral availability. On this basis, iron
availability of fortified rice, and the inhibitory effect of bran phytate
was studied in: white rice fortified with electrolytic iron (ABF) from
commercial origin; and mixtures of ABF plus 4,76% and 9,09% of
rice bran (ABF2 and ABF3 respectively) to simulate brown rice.
Samples were analysed before and after phytic acid hydrolysis with
phytase: Dietary fiber and phytic acid were assessed according
AOQAC,; iron availability, expressed as dialisable iron by the in vitro
method of Kapsokefalou and Miller modified by Valenciaetal.;iron
content was assessed by AAS. Results showed that added bran
depressed iron availability, 9,65%; 4,04% and 1,82% as expected
(ABF, ABF2 and ABF3 respectively). After phytic acid hydrolisis
iron availability reached 28,20%; 27,95% and 25,30% for the same
samples. These values were not different. After phytic acid hydrolisis,
fiber content of ABF2 and ABF3 were lower than before. However
multiple regression analysis of the data showed that fiber had not
influence on iron availability and that phytic acid would be the
principal responsible of it. These results indicate that brown rice
should have a higher level of iron fortification than in white rice or
be combined with other foods that improve iron availability as meats,
vegetables or fruits.

Key words: Rice, phytic acid, iron fortified rice, iron availability.

pulidos y refinados contienen una menor concentracién, 1,50
a 6,50g por 100g , Sin embargo, pueden aportar cantidades
significativas en funcién de su peso en la dieta (1-3).

Se ha sefalado que la fibra aparte de sus efectos beneficio-
sos, podria disminuir el aprovechamiento de los minerales (4-
6). Sin embargo estudios mads recientes llevados a cabo in
vitroy enhumanos, sefialan a los fitatos como alos principales
causantes de la disminucién de la biodisponibilidad del hierro
y cinc de los alimentos (7-13). El 4cido fitico posee una fuerte
capacidad quelante con cationes multivalentes, especialmen-
te diy trivalentes como hierro, cinc, calcio y cobre con los que
forma complejos insolubles apH cercano ala neutralidad. La
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disminucién de la absorcién de hierro que produce el consu-
mo de dietas con elevado contenido de 4cido fitico puede ser
eliminada cuando la dieta contiene suficiente cantidad de
componentes que estimulan la absorcién contrarrestando el
efecto inhibidor del 4cido fitico, tales como el 4cido ascérbico
y la carne (14).

El arroz integral es uno de los cereales cuyo aporte de
fibra es mas significativo, teniendo en cuenta la fraccién
importante que representa en las dietas de pafses con gran
consumo. Pero a su vez su contenido en 4cido fitico es mayor
que el del arroz blanco o pulido debido a que en los cereales,
los fitatos se concentran en los tegumentos externos junto ala
fibra.

En cuanto al contenido de hierro, el arroz blanco aporta
escasamente 0,5 mg por 100g (1), lo que justifica su
enriquecimiento por el agregado de hierro elemental hasta
7mg/100g, como suele realizarse en la prictica en nuestro
pais. El arroz integral no se fortifica, puesto que contiene més
hierro de forma natural, 1,4 mg/100g (1), sin embargo la
presencia de una mayor cantidad de 4cido fitico reducirfa su
aporte efectivo de manera tal que posiblemente también
mereceria ser fortificado.

Este trabajo se ha realizado con el objeto de determinar la
disponibilidad in vitro del hierro en el arroz blanco fortificado
con hierro electrolitico y el efecto inhibitorio del dcido fitico
presente en el salvado en cantidades similares a las que se
puede encontrar en el arroz integral.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

A muestras de arroz blanco fortificado con hierro de
origen comercial, y con cantidades crecientes de salvado se les
determiné el hierro dializado antes y después de haber sido
sometidas a unahidrélisis enzimdticadel 4cido fitico. También
se analiz6 el contenido de 4cido fisico, fibra y hierro para
relacionarlos con la disponibilidad de este ultimo.

Materiales

Se emplearon muestras de los siguientes materiales:
Arroz blanco (grano largo) fortificado con hierro electrolitico
(70% de particulas < 201L), de origen comercial (ABF).

Arroz integral fortificado: como este producto no se
encuentra en el comercio se prepararon mezclas de ABF con
dos niveles de salvado de arroz del mismo origen

ABF2 :
ABF3:

10 g de ABF + 0,5g de salvado
10 g de ABF + 1gde salvado

Al expresar como porcentaje el contenido de salvado en
las mezclas, las muestras ABF, ABF2 y ABF3 contenian 0%;
4,76% y 9,09% respectivamente.

Las mezclas se prepararon para cadaunade las determin,,
ciones de modo de asegurar una distribucién homogénca .
los componentes.

El salvado contenia: 30,45g de fibra; 10 mg de hierro, |
5,96 g de 4cido fitico por 100g. '

Tratamiento de las muestras: Las muestras de arro,
fueron molidas en un molinillo doméstico (Moulinex) provi.-
to de cuchilla de titanio. Las mezclas ABF, ABF2 y ABJ:
fueron cocidas en agua desionizada de acuerdo ala proporcien
arroz:agua (1:2,5) aconsejada por la firma comercial, a 250
enuncalentador Heindolph MR 2002, hasta consumicién tota]

del agua .

Métodos ,

- Hierro total, por absorcién atémica previa mineralizacion
en mezcla HNO3-HC104 (60:40). Se determin6 en ¢l
salvado y en las muestras ABF, ABF2 y ABF3 . En la
muestras con hidrélisis enzimatica no se consider6 nece-
sario debido a que el aporte de hierro de la solucién de
fitasa es insignificante. Las determinaciones se hicieron
por quintuplicado

- Fibra dietaria total, de acuerdo al método AOAC 98529
(15). Los valores obtenidos fueron corregidos, por su
contenido de almid6n residual , de manera tal que repre-
sentaran dnicamente al material que forma parte de las
paredes celulares (16). Para ello, el residuo obtenidoen la
determinaci6n de fibra fue gelatinizado con agua (100°C.
20 min.), tratado con KOH 2M, e incubado con
amiloglucosidasa (pH 4.75, 60°C, 30 min.)., filtrado.
secado y luego pesado. Los andlisis se hicieron por tripl-
cado

- Acido fitico, segiin el método AOAC 966.11 (15).Para
ello se extrajeron las muestras (10-11g) con 200 mli de
4cido clorhidrico al 2,4%.

- Hidrdlisis del 4cido fitico. La muestra cruda de ABF

(10g), fue suspendida en 25 ml de agua desionizada ¢
incubada (15h, pH 5,5 255°C) con 60 mg de fitasade trigo
(Sigma P 1259)  en un bafio de agua con agitacion
continua.
Debido al mayor contenido de 4dcido fitico de las muestras
ABF2 y ABF3, para poder hidrolizarlo fue necesario
activar la fitasa endGgena ademds de agregar posterior-
mente fitasa de trigo (10), en mayor cantidad que pard
ABF. Para ello, las muestras se suspendieron en 25 ml de
agua desionizada, se incubaron a pH 5.5, 24 horas a
temperatura ambiente, con agitacién constante; se agrega-
ron 80 mg de fitasa y se aplicaron las mismas condiciones
de incubaci6n que las empleadas con la muestra ABF.
Para frenar la actividad enzimdtica, todas las muestras una
vez hidrolizadas se sometieron a un cocimiento en las
condiciones sefialadas anteriormente. Los anlisis se hi-
cieron por triplicado.
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Disponibilidad del hierro, segiin el método de M.
Kapsokefalou y D. Miller (17) modificado por M.E.
Valencia y col. (18). A las muestras (10-11 g), se les
agreg6 4cido clorhidrico 6N de manera tal de obtener 100
g de una suspensién homogénea de pH 2 que a continua-
cién se incub6 con 3,2 mL de una suspension de pepsina
(Sigma P-7000) en 4cido clorhidrico 0,1 N (4 g: 100 mL)
a 37 °C durante dos horas, con agitacion.

Dos alicuotas de 15 g del digerido pepsinico se vertieron
cn recipientes en los cuales se habfa colocado previamente
holsas de didlisis (Spectrapore, cut-off de peso molecular
6000-8000) que contenian 18,75 mL de solucién tampén
PIPES (sal disédica del 4cido piperazine-N, N-bis2 etano
sulfénico; Sigma P-3768) 0,5 M pH 6.3. Las muestras se
incubaron en baiio de agua a 37°C con agitacién hasta que el
digerido alcanzé pH 5. Luego se agregaron 3,75 mL de una
mezcla de 0,5g de pancreatina porcina (Sigma P-1750) y 3g
de bilis (Sigma B-8631) en 250 mL de NaHCO3 0,1 Ny se
incubaron durante 90 minutos més. El pH de la solucién
tampén PIPES a utilizar fue establecido tras ensayos previos
sobre 1a matriz alimentaria en estudio hasta obtener un pH
final de 6,240,1 al final de la segunda incubacién.

Se retiraron las bolsas de diélisis, y sus contenidos se
llevaron a un volumen de 25 mL con agua desionizada. El
hierro dializado se midi6 directamente por absorcién atémica.
Elhierro total se midi6 sobre tres alicuotas de 5 g del digerido
pepsfnico mineralizados con 10 mL de una mezcla
nitroperclérica (60:40). Simultineamente se leyeron blancos
de reactivos.

Como hierro disponible in vitro se considera al hierro
dializado que se obtuvo de la relacién:

D
% hierro dializado = x 100
P x F
Donde
D = Hierro dializado ( g )
P = Peso de la muestra digerida ( g )
F = Hierro total en la muestra digerida ( g )

Los andlisis se realizaron por triplicado

Anilisis estadistico

Los valores medios de contenido de fibra, 4cido fitico y la
disponibilidad del hierro se compararon mediante el an4lisis
de varianza de un factor (ANOVA). Para los tests a posteriori
se utilizé el test de comparaciones miiltiples de Tukey-
Cramer.

Para establecer la relacién entre la disponibilidad del
hierro y el contenido de fibra y de 4cido fitico,se ajust6 un
modelo de regresién multiple. A continuacién, con los valores
promedios correspondientes, se calculé la recta de regresién
que relaciona al logaritmo del % de hierro dializable con el
principal agente inhibitorio.

Los estudios estadisticos se realizaron mediante el paque-
te estadistico SPSS 7 (19).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra el contenido de hierro, fibra y
4cido fitico en el arroz con distintas cantidades de salvado
antes y después de haber sido sometidos a la incubacién con
fitasa.

TABLA 1
Contenido de hierro, fibra, 4cido fitico, y disponibilidad
del hierro en las muestras de arroz antes y después de la
hidrélisis con fitasa.

Muestras Hierro Fibra Ac. fitico Hierro diali-
mg/100g g/ 100g mg/100g  zable %

ABF 6,81£1,761 1,50+0,06a 325+59a  9,65+1,62°

(Salvado: 0%) .

ABF + fitasa -—— 1,5240,04a ND 28.2042,60d

ABF2 7.14+1,15 2,84+0.09b 560+46b 4,04 £1,10b

( Salvado: 4,76%)

ABF2+ remojo

+ fitasa —_— 2,3240,18c 22%12¢c 27,95+2,70d

ABF3 7,8010,91 4,39+0,02d 671+27d 1,82+0,28¢

( Salvado: 9.09%)

ABF3 +remojo

+ fitasa 3,7840,03¢  28+16¢ 25,304£7.40d

1 : Valor promedio * DS. Los resultados se expresaron en base himeéda(l1g
/100g)

ND: No detectable

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los valores
(p >0,05).

La concentracién de hierro en ABF, 6,81 mg/100g, com-

" prende el contenido natural de hierro del arroz blanco pulido,

0,24 mg /100g, valor determinado en otras muestras de ese
tipo de arroz, mds la fortificacién con hierro electrolitico
realizado en el establecimiento elaborador. En las muestras
ABF2y ABF3aument6 ligeramente en funcién del contenido
de hierro del salvado agregado, 7,14y 7,80 mg /100g, respec-
tivamente.

Como era de esperar, la concentracién de fibra determina-
da en ABF, 1,50 g/100g, aument$ significativamente por el
agregado de salvado alcanzando valores de 2,84 y 4,39 g/100g
en ABF2 y ABF3 respectivamente. Cuando se realizd el
tratamiento enzimadtico para hidrolizar al 4cido fitico, 1a con-
centracién de fibra no vari6 en la muestra ABF (p>0.05). En
las muestras a las que se les agregé salvado, la fibra disminuy6
significativamente (p<0.001) un 18% y un 14% para las
muestras ABF2 y ABF3 respectivamente.

La concentracién de 4cido fitico también aument6 en
ABF2y ABF3 por el aporte realizado por el salvado, llegando
a valores de 560 y 671 mg/100g para las muestras ABF2 y
ABF3 respectivamente.
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Los resultados de la incubaci6n con fitasa mostraron que
las condiciones empleadas en la muestra ABF, que contenfa
325 mg /100g, fueron Sptimas ya que la hidrélisis del 4cido
fitico fue total. En las muestras con mayor cantidad de 4cido
fitico, a pesar de haber activado a la fitasa endégena con una
incubacién previa y de haber agregado una mayor cantidad de
fitasa de trigo quedd un residuo de 22 y 28 mg /100g en las
muestras ABF2 y ABF3, respectivamente. El hierro dializable
disminuyé en forma significativa (p< 0,05) a medida que
aumenté la presencia de salvado, de manera tal que los
resultados obtenidos fueron 9,65 %, 4,04 %y 1,82 % del hierro
total para ABF, ABF2 y ABF3 respectivamente, con con-
centraciones de 4cido fitico que variaron entre 325 y 671 mg/
100g.

La hidrdlisis del dcido fitico produjo notables incremen-
tos del hierro dializable lo que permitié comprobar su efecto
inhibitorio. Se obtuvieron valores semejantes (p>0,05) de
hierro dializado en las muestras que fueron sometidas a
hidr6lisis con fitasa, 28,20%, 27,95%, y 25,30% para los
arroces ABF, ABF2 y ABF3 con concentraciones de dcido
fitico que oscilaron entre Oy 28 mg/100g.

El andlisis de regresién miiltiple entre los valores de
disponibilidad del hierro y las concentraciones de fibray dcido
fitico dio la siguiente ecuacién

y= 1,557 - 0,045 x1 - 0,0015 x3 12 =0,90
donde

y =log. hierro disponible ( % ),

x1 = Fibra(g/100g) y

x2 = Acido fitico (mg/100g)

Laregresién resultd altamente significativa (p<0,001). El
coeficiente correspondiente alafibra no fue significativamente
diferente de O (p >0,25), por el contrario el coeficiente que
corresponde al 4cido fitico fue altamente significativo
(p<0,001). El modelo explica que €1 89% de la variacién de la
disponibilidad del hierro se debe al 4cido fitico.

En la Figura 1 se puede observar la recta estimada que
describe larelacién entre el logaritmo del porcentaje de hierro
dializado y la concentracién de 4cido fitico, que responde a la
ecuacion:

Log hierro dializado (%) = 1,47 - 0,0017 4cido fitico ( mg/ 100 g)
2~
r< =098 .

La regresion resulté altamente significativa (p<0,001).
DISCUSION

Los granos de cereales son particularmente ricos en dcido
fiticoy éste constituye mds del 80% del fésforo total. Lamayor
concentracién se encuentra en los tegumentos externos,
pericarpio y aleurona. En el arroz, el 4cido fitico presente en
el salvado, representa el 80% del total (20).

FIGURA 1
Variacién del logaritmo del hierro dializado en funcign
de la concentracién del 4cido fitico (valores promediog,
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Lacantidad de tegumentos que queda en el grano y que es
reflejado en el valor de fibra, varfa aiin para el arroz blanco,
de acuerdo a la tecnologia y a la variedad de arroz como asi
también con el método utilizado para la determinacién de
fibra. Asies que paraelarrozintegral se encuentran en laTabla
de composicién de alimentos del Reino Unido valores entre
1,9y 3,8 g/100g segin se hayan determinado por el método
de Englyst o el de Southgate (1) y 2,27 g/100g en las Tablas
de composicién de alimentos de Alemania (2); mientras que
para el arroz integral nacional se obtuvo un valor de 5,37 ¢/
100g por el método de AOAC 985.29, que pas6a4,14 g/100g
cuando se corrigié por el almidén residual (16). Luego las
mezclas disefiadas para simular arroz integral fortificado
ABF2 y ABF3, cubririan los posibles niveles de fibra en el
arroz integral. -

Paralelamente al contenido de fibra, varia la cantidad de
4cido fitico encontrandose valores para arroz blanco de 84 -
120mg/100g(9)y 270mg/100g (21); paraarrozintegral 565mg/
100g (9) y 890mg/100g (2). Los valores determinados en las
muestras que simulaban arroz integral alcanzaron niveles
dentro del rango previsto.

Este trabajo contribuye a demostrar el efecto depresor del
4cido fitico sobre la disponibilidad del hierro en el arroz , al
aumentar ésta entre 3 y 12 veces cuando se hidrolizé el 4cido
fitico més alld del 96% de su contenido, llegando a 22mg/
100g. Estos resultados coinciden con los de otros autores (10)
que trabajaron con otros cereales en los que sefialan que €l
acidofitico debe serdegradado hastaunnivel menora0,5 um/
£(0,330mg/g), paraeliminar el efecto sobre la disponibilidad
del hierro. Brune y col. obtuvieron en humanos valores altos
de absorcidn, alrededor de 24%, con alimentos panificados
que contenian entre 21 y 29 mg de 4cido fitico (13).

A pesar de los numerosos trabajos realizados todavia s
incierta la incidencia que tiene la fibra en la inhibicién de la
biodisponibilidad de los minerales debido a la diversidad que
presenta su composicién en los diferentes alimentos, a SU
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asociacién con otros compuestos y alametodologia empleada
cn los ensayos (22). En este trabajo se observé que aunque la
incubacién con fitasa disminuy6 el contenido de fibra en las
muestras con agregado de salvado, los valores obtenidos para
fibrano influyeron en la dializabilidad del hierro, Bruney col.
(13) llegaron a la misma conclusién cuando analizaron el
efecto delafibray del dcido fitico sobre la biodisponibilidad
del hierro de panes con distinta cantidad y origen de fibra en
humanos. Por otra parte, la disminucién del contenido de fibra
encontrada, responderia a la hidrélisis sufrida por los fitatos
que segtinFrolich y Nyman (23 ) estarfan parcialmente unidos
alafibra soluble .

Con respecto al hierro, los mismos autores sefialan que el
hierro endégeno del trigo se encuentra retenido en mayor
proporcién por la fibra insoluble, a diferencia de laavena en
laque lamayor parte estd unida a la fracci6n soluble ricaen 3-

glucanos. Dado que por su composicién la fibra del arroz se -

asemeja aladel trigo, se podria pensar que el hierro end6geno
estarfaretenido de la misma forma por la fibra insoluble. Es de
sefialar que el contenido de hierro enddgeno de las muestras de
arroz analizadas oscil6 entre 3%y 14,5% del total, correspon-
diendo el resto, 85,5-97%, al hierro electrolitico sobre el que
posiblemente se observé el efecto del dcido fitico.

Finalmente, se puede concluir que en el arroz integral el
incremento de hierro aportado por el salvado es muy pequefio
como para contrarrestar el poder inhibitorio del 4cido fitico
del mismo origen. Por lo tanto para que este tipo de arroz
realice un aporte de hierro a la dieta se deberfa fortificar con
un nivel mayor al empleado en la fortificacién del arroz
blanco o combinarse con una cantidad adecuada de alimentos
que estimulen la absorcién del hierro como carnes, verduras y
frutas.
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