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RESUMEN

La biodisponibilidad, la bioaccesibilidad y la calidad nutricional en particular de las proteinas son variables
importantes para definir la efectividad y calidad de un alimento o suplemento para su utilizacion terapéutica.
Conocer el valor nutricional de las proteinas permite la complementacion proteica en la formulacién de mezclas de
proteinas de baja calidad y mejorar la biodisponibilidad y la calidad de la mezcla. Existen diversos métodos para
determinar estos pardmetros de las proteinas tanto in vitro como in vivo. Los métodos in vitro incluyen sistemas de
digestion simulada y el uso de métodos de cultivo celular que imitan el eje intestino-torrente sanguineo, los cuales
se utilizan ampliamente en las ciencias de la alimentacion, la nutricién y la industria farmacéutica, ya que permiten
estudiar los cambios estructurales, la digestibilidad y la liberacion de componentes de alimentos bajo condiciones
gastrointestinales especificas. La eficacia nutricional de los productos alimenticios puede garantizarse mediante la
determinacion de la bioaccesibilidad del alimento, metodologia que proporciona informacion valiosa para
seleccionar la dosis y la fuente adecuadas de matrices. Los ensayos de digestion in vitro simulan las condiciones
fisiolégicas que se llevan a cabo en el organismo durante la digestion in vivo. Entre los mas relevantes tenemos a:
ARES, IMGS, MGD, SGH, SIMGI, SMG y TIM.
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ABSTRACT

Bioavailability, bio accessibility and nutritional quality in particular of proteins are important variables to define
the effectiveness and quality of a food or supplement for therapeutic use. Knowing the nutritional value of proteins
allows protein supplementation in the formulation of low quality protein mixtures and improve the bioavailability
and quality of protein. There are several methods for determining these protein parameters both in vitro and in vivo.
In vitro methods include simulated digestion systems and the use of cell culture methods that simulate the gut-
blood stream, which are widely used in food science, nutrition and the pharmaceutical industry, since they allow
studying structural changes, digestibility and the release of food components under specific gastrointestinal
conditions. The nutritional efficacy of food products can be ensured by determining the bioaccessibility of the food,
a methodology that provides valuable information for selecting the appropriate doses and source of matrices. In
vitro digestion tests simulate the physiological conditions in the body during in vivo digestion. Among the most
relevant are ARES, IMGS, MGD, SGH, SIMGI, SMG and TIM.

Keywords: bioavailability, bio accessibility, protein.
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INTRODUCCION

La biodisponibilidad, la bioaccesibilidad y la calidad nutricional en particular de las proteinas son
determinantes importantes para definir la efectividad y calidad de un alimento o suplemento para su
utilizacién terapéutica. Existen diversos métodos tanto in vitro como in vivo para determinarlas. Los
métodos in vitro incluyen sistemas de digestion simulada y el uso de métodos de cultivo celular que
imitan el eje intestino-torrente sanguineo, los cuales se utilizan ampliamente en las ciencias de la
alimentacion, la nutricién y la industria farmacéutica, ya que permiten estudiar los cambios estructurales,
la digestibilidad y la liberacion de componentes de alimentos bajo condiciones gastrointestinales
especificas. El ser humano necesita un total de veinte aminoécidos, de los cuales 9 son aportados por la
dieta. Es importante que no falte ninglin aminoacido para sintetizar las proteinas en las que sea requerido
(Gonzalez et al., 2007). De ahi que la proteina presente en la dieta no sélo debe aportar los aminoacidos
para atender al mantenimiento de la proteina corporal y crecimiento, sino que también, debe tener la
calidad que permita la biodisponibilidad de los aminoacidos. La limitacién o ausencia puede dar lugar a
diferentes tipos de desnutricién (Gonzéalez et al., 2007; Gil, 2005). Por otro lado, conocer el valor
nutricional de las proteinas permite la complementacion proteica en la formulacion de mezclas de
proteinas de baja calidad y mejorar la biodisponibilidad y la calidad de la mezcla (Martinez & Martinez,
2006).

El valor nutricional de las proteinas dietéticas estd, por lo tanto, relacionado con la biodisponibilidad
de sus aminodcidos constitutivos y depende de la eficiencia de su utilizacién metabolica para
satisfacer los requerimientos de aminoacidos necesarios para el crecimiento y la renovacion de
proteinas corporales (Mariotti et al., 1999). Asi mismo, depende de la velocidad de digestion del
alimento dentro del tracto gastrointestinal (Boirie et al., 1997). Para evaluar la calidad de la proteina
existen diversos métodos que se pueden clasificar en quimicos, biol6gicos y microbioldgicos.
Actualmente se utiliza de rutina el score de aminoacidos corregido por la digestibilidad de la proteina,
conocido como PDCAAS (protein digestibility corrected amino acid score) (Martinez & Martinez,
2006). También se utiliza la puntuacién de los aminoacidos indispensables digestibles (DIAAS), que
tiene en cuenta el contenido de aminoacidos digestibles en comparacién con una proteina de
referencia y su digestibilidad ileal (FAO, 2013).
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METODOS IN VIVO (BIODISPONIBILIDAD)

PDCAAS: La calidad proteica puede evaluarse expresando el contenido del primer aminoacido
indispensable limitante de la proteina problema como porcentaje del contenido del mismo aminoéacido
en el patron de referencia de aminoacidos indispensables (o frente a una proteina “patrén” o “ideal”).
Posteriormente, este porcentaje se corrige con el coeficiente de digestibilidad verdadero (Schaafsma,
2000).

DIAAS: Puntuacion de aminoécidos indispensables digestibles. Los mg del aminoécido de la dieta
Indispensable digestible en 1 gramo de la proteina entre mg del mismo aminoéacido en un gramo de
la proteina de referencia. La digestibilidad deberia basarse en la digestibilidad ileal verdadera (es
decir determinada al final del intestino delgado) de cada aminoacido realizada preferiblemente en
humanos (Gaudichon et al., 2002; Moughan, 2003; Fuller & Tomé, 2005). Si esto no es posible, se
podra determinar en cerdos en crecimiento (Stein et al., 2007) o en ratas en crecimiento (Moughan et
al,. 1984) en este orden.

La digestibilidad de proteinas de fuentes animales se encuentra en el intervalo de 96-99%, un valor
biolégico de 80 — 100%, utilizacion de proteinas 73-94%, PDCAAS 92-100% y DIAAS 113-114%.
Asimismo, para las proteinas de fuentes vegetales, la digestibilidad se encuentra en el intervalo de
70-98%, un valor biolégico de 56 — 74%, utilizacion de proteinas 53-67%, PDCAAS 25-100% y
DIAAS 29-89%.

METODOS IN VITRO

La estimacion de la digestibilidad del nitrdgeno in vitro en animales monogastricos esta basada en
incubaciones consecutivas con enzimas que simulan la digestion gastrica e intestinal. EI uso de estas
enzimas en su secuencia y medio natural es un requisito para las incubaciones in vitro (Savoie, 1991).
Esto puede ser posible mediante la utilizacion de fluidos intestinales (Furuya et al., 1979, Dierick et
al. 1985, Lowgren et al., 1988); sin embargo, una solucion de pancreatina puede reemplazar al fluido
intestinal. Actualmente, hay enzimas que se utilizan en diferentes métodos de digestibilidad in vitro.

Dentro de las técnicas para evaluar la digestibilidad in vitro destacan el pH Drop y el pH-Stat. En el
método pH-Drop se cuantifica la reduccién del pH causada por la liberacién de hidrégeno durante la
ruptura de los enlaces peptidicos entre los aminoacidos que conforman una proteina. Esta digestion
es mediada por la accién de enzimas proteoliticas que pueden ser extraidas de la especie de interés o
enzimas purificadas de mamiferos y de uso comercial. Este método tiene de limitante que, durante la
digestion, el pH de la reaccion puede salirse del intervalo Optimo de accion de las enzimas
proteoliticas (Alarcén et al., 2002). Para resolver este problema el método del pH-Stat, cuantifica la
cantidad de NaOH requerido para mantener constante el pH durante el periodo de digestion del
ingrediente/dieta con la enzima por medio de un titulador automatico altamente preciso (Alarcon et
al., 2002).

Método de Prediccién de Digestibilidad in vitro

Esta metodologia permite predecir la digestibilidad de las materias primas o de las dietas en el tubo
digestivo de los animales al someter a los alimentos evaluados a una serie de pasajes por compuestos
enzimaticos, que simulan la degradacion que ocurre dentro del organismo vivo teniendo en cuenta los
segmentos del tracto gastrointestinal (Hervera et al., 2007; Castrillo et al., 2009; Coles et al., 2011).
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Métodos disefiados para evaluar la digestion simulada

-Modelos de digestion in vitro

Actualmente existen distintos modelos de digestion in vitro que se diferencian principalmente, en
el nimero y tipo de fases incluidas, en la composicidn de los fluidos simulados (enzimas, soluciones
salinas, etc.) y en las tensiones mecéanicas y flujos de fluidos empleadas. (Hur, et al.,2011). Los
modelos de digestion in vitro pueden ser estaticos o dindmicos.

-Modelos de digestion in vitro estaticos

En ellos se utiliza un compartimiento Unico, al que se le va afiadiendo de forma manual las
soluciones simuladas de cada fase, tras los periodos de incubacion/agitacion establecidos; ademas
de corregir el pH del medio. Se han estudiado cuestiones relacionadas con el campo de la nutricion,
la toxicologia o la microbiologia (Zhang et al.,1996).

> Estimacion de la digestibilidad del nitrogeno: Se estandarizé y valido una
técnica in vitro para la evaluacion de ingredientes para la alimentacion de
cerdos, basada en el método de Dierick et al. (1985). Se sustituy6 la fuente
comercial de pancreatina por enzimas extraidas del pancreas de cerdos. Los
resultados de digestibilidad promedio para los diferentes ingredientes en los
que se utilizé pancreatina comercial y extracto pancreatico (75.9 vs 75.4 % +
ES 0.379, respectivamente), evidencian que la sustitucion de la enzima
comercial por enzimas provenientes del preparado pancreatico es un método
confiable, preciso y repetible. Segun los resultados se puede sustituir la
pancreatina comercial utilizada en el método in vitro por Dierick et al., (1985)
por una solucién enzimatica obtenida con 200 mg de preparado enzimatico.
Esta sustitucion no afecta la precision y confiabilidad del método.

-Modelos de digestién in vitro dindmicos

Son capaces de reproducir de un modo mas préximo el proceso de digestion in vivo, con lo que
permiten predecir de un modo mas aproximado el perfil de disolucién y la bioaccesibilidad de los
compuestos bioactivos en alimentos y farmacos (Viadel, 2016).

» Modelo géastrico dinamico (MGD): Se compone de dos compartimentos diferentes que
persiguen simular dos partes anatomicas del estomago, el cuerpo y el antro, sin embargo,
no es capaz de reproducir las contracciones peristalticas gastricas (Vardakou et al., 2011).

» El Simulador Gastrointestinal Dinamico (SIMGI): Representa el funcionamiento del tracto
gastrointestinal humano a través de la evaluacién de los procesos de digestion gastrointestinal
y fermentacion colénica de los alimentos. Se compone de estomago, intestino delgado, y colon
(ascendente, transverso y descendente) gobernados por un autémata, y que pueden operar de
forma conjunta o independiente. El estomago se compone de dos unidades con paredes
flexibles y rodeadas por una camisa de metacrilato donde se bombea agua, mantiene una
temperatura constante y mezcla el contenido estomacal con movimientos peristalticos. El
sistema varia el pH y el tiempo de vaciado al intestino delgado. El intestino delgado es un
reactor con condiciones anaerobias y pH controlado, se mezcla el contenido gastrico con las
secreciones intestinales mediante agitacion mecanica regulable. Por dltimo, el colon se
compone de tres reactores (colon ascendente, transverso y descendente) que operan en
condiciones de anaerobiosis, con agitacién mecanica y pH controlado, y se aloja microbiota
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intestinal de origen humano. Ademas, dispone de diferentes puntos de toma de muestras en
cada uno de los compartimentos para llevar a cabo los analisis biogquimicos y microbioldgicos
correspondientes (Barroso et al., 2015).

Simulador gastrico humano (SGH): Reproduce los movimientos peristalticos de forma muy
similar al del estomago (Kong & Singh 2010). Sin embargo, Unicamente reproduce la fase
gastrica de la digestién no simulan el tiempo de transito real, ni el vaciado gastrico (Guerra et
al., 2012). Es una camara de latex cilindrica que simula el compartimento del estdmago, donde
cuatro cintas transportadoras contienen una serie de rodillos de Teflon los cuales inciden
periédicamente en la cdmara de latex. Se enfocan en el estudio de los cambios en las
propiedades fisicas y quimicas del contenido gastrico y la transformacion de los constituyentes
de los alimentos que se producen durante la digestion simulada, asi como la influencia de las
condiciones fisiolégicas, los cuales incluyen las secreciones de enzimas y acido, y las fuerzas
de secrecion sobre la desintegracion de alimentos y la liberacion de nutrientes (Verhoeckx et
al., 2015).

TNO gastro intestinal modelo 1 (TIM-1): Es el modelo mas realista en simular las
condiciones de la digestion in vivo. Es dindmico controlado por ordenador que simula las
principales funciones digestivas fisiologicas del estbmago e intestino delgado (Villemejane

et al.,, 2015). A principios de la década de 1990 se desarrollé el Modelo TNO
Gastrointestinal TIM-1 con el objetivo de predecir la bioaccesibilidad de comidas y
productos farmacéuticos y evaluar el tiempo de transito de la comida a través del tracto
gastrointestinal. Fue el primero en adaptar y controlar los parametros dinamicos del lumen
gastrico; se compone de 4 compartimentos, cada compartimento estd compuesto por dos
unidades de vidrio con paredes flexibles en su interior, los compartimentos estan
conectados entre ellos por medio de valvulas de bombeo peristaltico (Minekus et al., 1995).

El mezclado para cada compartimento se logra alternando la presion del agua que circula
fuera de las paredes flexibles en donde la temperatura del agua se mantiene 37 °C con el
objetivo de simular la temperatura corporal humana, la frecuencia de contraccién en el
compartimento géastrico y el intestino delgado fue llevado a cabo por medio de 3y 9
contracciones por minuto respectivamente a través de las paredes flexibles (Minekus et al.,
1995). Antes de la introduccidn en el compartimento gastrico, la comida se mastica con un
procesador de alimentos y se mezcla con saliva artificial que contiene electrolitos y amilasa-

a. La secrecion gastrica contiene electrolitos, pepsina y una lipasa fungica (como una
alternativa a la lipasa géastrica). La secrecion duodenal consiste en electrolitos, bilis y
pancreatina (Minekus et al., 1995)

Modelo IMGS: Es un modelo de estomago de latex con la misma morfologia (en forma de

J) y dimensiones de un estdmago humano adulto, lo que es una mejora en comparacion con
otros in vitro modelos gastricos. Esta caracteristica permite una distribucién mas realista del
bolo alimenticio en el estomago, caracteristica relevante a la hora de digerir particulas
solidas o semis6lidas. Las particulas s6lidas (mas densas que el agua) del bolo alimenticio

se colocan en la curvatura mas grande del estémago, mientras que las particulas mas ligeras
fluyen en el canal del piloro (Schulze, 2006). Se utiliza para evaluar la lipélisis intestinal de
emulsiones O/W estabilizadas con proteina (Barros et al., 2016). EI modelo se coloca en
una cdmara de acrilico transparente la cual contiene agua cuya temperatura se encuentra
regulada por medio de un termostato manteniendo una media de operacion de 37 °C, la
simulacion de la motilidad géstrica es ejercida por medio de un conjunto de pistones de
acrilico. El sistema mecanico genera una frecuencia de 3 contracciones por minuto. Permite
reproducir los cambios de pH durante la digestion gastrica; para la preparacion de las
enzimas gastricas, emplean una solucién gastrica comun, agua, HCI, pepsina (de la mucosa
gastrica porcina), cloruro de calcio y lecitina de soja, donde para cada ensayo se realiza una
mezcla independiente, los cuales son afiadidos al contenedor gastrico previo a las pruebas
(Barros et al., 2016).
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» Modelo ARIS (Automatic and Robotic Intestinal System/ Sistema Intestinal
Automaético y Robdtico): El Centro de Investigacion en Tecnologia y Asistencia del
Estado de Jalisco, CIATEJ, cuenta con el Laboratorio de Digestion Ex Vivo. Es un
simulador del tracto digestivo humano, que ha sido validada en ensayos clinicos, que simula
las condiciones fisioldgicas de los sujetos de estudio. Los sujetos constituyen una poblacion
objetivo como nifios, ancianos, deportistas, personas con obesidad u otros. Se toman
muestras en cualquier momento respetando parametros relevantes del ensayo in vivo sin la
dependencia del uso de organismos superiores (animales). Puede ser utilizado en diversos
mercados como: alimentos, bebidas, ingredientes nutricionales, nutracéuticos vy
farmacéuticos. Es alimentado cada 24 horas con 200 mL de alimento mezclado con
amilasas salivales, éste es estandarizado de acuerdo a los habitos alimenticios de la
poblacién objetivo y el producto a evaluar. EI proceso inicia en el estbmago donde se
mantiene a un pH acido, adicién de enzimas pécticas y agitacion controlada. Posteriormente
la seccion del intestino delgado alimentada con las descargas del estdbmago se ajusta el pH
a condiciones mas alcalinas y se adicionan soluciones de pancreatina y bilis, la agitacion es
controlada. Se continla con el proceso de alimentacién, en las siguientes tres secciones del
colon previamente inoculadas con microbiota intestinal humana, respetando los tiempos de
retencion fisioldgicos en cada seccion. Se obtienen muestras de alimentos en cada seccion
del simulador en los dias 0 (sin el producto a evaluar), dia 4 (digestién completa de una
administracion) y dia 9 (administracion continua), tomando en cuenta que una digestion
completa dura 72 horas.

En la actualidad, las empresas alimentarias Unicamente pueden comercializar alimentos funcionales
alegando declaraciones de salud una vez hayan demostrado cientificamente que existen evidencias
suficientes que confirmen su funcionalidad y tras haber logrado una opinién favorable de la EFSA
(European Food Safety Authority) al respecto (Ramén, 2016). Para este proceso de validacion, las
ciencias 6micas juegan un papel fundamental. Son todo un conjunto de disciplinas en las que se
analizan desde una aproximacion global diferentes aspectos bioquimicos como son los genes o las
proteinas. De entre las diferentes dmicas, la metabolémica, basada en el anélisis del conjunto de
metabolitos de un organismo mediante el uso de técnicas como la resonancia magnética nuclear
(RMN) y la cromatografia acoplada a detectores de masas (GC-MS, HPLC-MS y HPLC-MS/MS),
destaca como pieza fundamental en los estudios disefiados para confirmar la funcionalidad de los
alimentos. Asi, al ingerir un alimento funcional se produciran una serie de cambios en el organismo
que se veran reflejados en el metaboloma. Aquellos metabolitos que se puedan correlacionar
directamente con la funcionalidad deseada seran los idoneos para ser usados como biomarcadores
que confirmen su efectividad (Barallobre et al., 2013).
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