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INFLUENCIA DE LAS ALTERACIONES DIGESTIVAS DE LA
POBLACION SENIOR SOBRE LA DIGESTIBILIDAD IN-VITRO
DE PRODUCTOS LACTEQOS

Sanchez, J., Mufioz-Pina, S.1, Heredia, A.'y Andrés, A.%

RESUMEN

El envejecimiento es un proceso biolégico que desencadena en una serie
de cambios estructurales y funcionales, provocando alteracion y deterioro a
nivel del tracto digestivo, lo cual provoca maldigestion y malnutricion del adulto
mayor por un déficit en la absorcién de macro y micronutrientes. Debido a
esto, el objetivo del presente estudio fue analizar, mediante el método de
simulacién in-vitro, la influencia de alteraciones fisiolégicas a nivel oral,
gastrico e intestinal que intervienen en la digestiébn de la poblacion sénior
(adulto > 65 afos) sobre la digestibilidad de nutrientes presentes en productos
lacteos. Se utilizaron técnicas de cromatografia de gases -espectrometria de
masas (GC-MS), resonancia magnética nuclear (RMN-'H), colorimetria del
Acido Dinitrosalicilico (DNS) y espectrometria de absorcion atémica de llama
para determinar la influencia de las alteraciones antes mencionadas sobre la
digestibilidad de proteinas, lipidos y glucidos, asi como la bioaccesibilidad de
calcio en productos lacteos (leche entera, yogurt, queso curado y queso
servilleta).

Los resultados muestran, que las alteraciones de la fase oral, gastrica e
intestinal conllevan una reduccién de la hidrélisis proteica, dando lugar, por
tanto, a un menor contenido de aminodcidos libres post-digestion.
Particularmente, la leucina disminuye entre un 15y 41.5% en los productos
lacteos digeridos bajo condiciones gastrointestinales alteradas. La extension
de lipdlisis, no se encuentra condicionada en condiciones gastrointestinales
(GI) de individuos sénior, e incluso llegd a ser superior que en condiciones Gl
no alteradas. Este incremento, podria estar relacionado con la simulacién de
un mayor tiempo de residencia del alimento en la etapa intestinal bajo
condiciones sénior (4 h frente a 2h en modelo no alterado). Por otro lado, la
alteracion intestinal podria ser responsable del descenso de la
bioaccesibilidad de calcio registrado en el queso servilleta, aunque no en el
resto de matrices. Finalmente, las alteraciones gastrointestinales presentan
un efecto estadisticamente significativo sobre la liberacion de azlcares en
matrices coaguladas como el yogurt, queso curado y queso servilleta.

PALABRAS CLAVE: digestion in-vitro, alteraciones gastrointestinales,
lacteos, sénior, protedlisis, lipdlisis, glucidos, calcio.

! Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo (IU-IAD). Universitat
Politecnica de Valéncia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia.



ABSTRACT

Aging is a biological process that triggers a series of structural and
functional changes, causing alteration and deterioration at the level of the
digestive tract, which causes maldigestion and malnutrition of the elderly due
to a deficit in the absorption of macro and micronutrients. Due to this, the
objective of the present study was to analyze, by means of the in-vitro
simulation method, the influence of physiological alterations at the oral, gastric
and intestinal level that intervene in the digestion of the senior population
(adult> 65 years) on digestibility of nutrients present in dairy products. Gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), nuclear magnetic resonance
(NMR-1H), Dinitrosalicylic Acid (DNS) colorimetry and flame atomic absorption
spectrometry were used to determine the influence of the aforementioned
alterations on the digestibility of proteins, lipids and carbohydrates, as well as
the bioavailability of calcium in dairy products (whole milk, yogurt, cured
cheese and napkin fresh cheese).

The results show that alterations of the oral, gastric and intestinal phase
lead to a reduction in protein hydrolysis, resulting, therefore, in a lower content
of free amino acids post-digestion. Particularly, leucine decreases between 15
and 41.5% in digested dairy products under altered gastrointestinal conditions.
The extent of lipolysis, is not conditioned in gastrointestinal (Gl) conditions of
senior individuals, and even became higher than in unaltered GI conditions.
This increase could be related to the simulation of a longer residence time of
the food in the intestinal stage under senior conditions (4 hours versus 2 hours
in an unaltered model). On the other hand, the intestinal alteration could be
responsible for the decrease in the bioaccessibility of calcium registered in the
napkin fresh cheese, although not in the rest of the matrices. Finally,
gastrointestinal disorders have a statistically significant effect on the release
of sugars in coagulated matrices such as yogurt, cured cheese and napkin
fresh cheese.

KEY WORDS: in-vitro digestion, gastrointestinal disorders, dairy, senior,
proteolysis, lipolysis, carbohydrates, calcium.

RESUM

L'envelliment és un procés biologic que desencadena en una serie de
canvis estructurals i funcionals, provocant alteracio i deteriorament a nivell del
tracte digestiu, la qual cosa provoca maldigesti6é i malnutricié de I'adult major
per un déficit en I'absorcio de macro i micronutrients. A causa d'aixo, I'objectiu
d'aquest estudi va ser analitzar, mitjancant el métode de simulacio in-vitro, la
influéncia d'alteracions fisiologiques a nivell oral, gastric i intestinal que
intervenen en la digestiéo de la poblacié sénior (adult> 65 anys) sobre la
digestibilitat de nutrients presents en productes lactis. Es van utilitzar
técniques de cromatografia de gasos -espectrometria de masses (GC-MS),
ressonancia magnética nuclear (RMN-1H), colorimetria de ['Acid
Dinitrosalicilico (DNS) i espectrometria d'absorci6 atomica de flama per



determinar la influencia de les alteracions abans esmentades sobre la
digestibilitat de proteines, lipids i glucids, aixi com la bioaccesibilitat de calci
en productes lactis (llet sencera, iogurt, formatge curat i formatge tovallo).

Els resultats mostren, que les alteracions de la fase oral, gastrica i intestinal
comporten una reduccio de la hidrolisi proteica, donant lloc, per tant, a un
menor contingut d'aminoacids lliures post-digestio. Particularment, la leucina
disminueix entre un 15 i 41.5% en els productes lactis digerits sota condicions
gastrointestinals alterades. L'extensié de lipolisi, no es troba condicionada en
condicions gastrointestinals (Gl) d'individus sénior, i fins i tot va arribar a ser
superior que en condicions Gl no alterades. Aquest increment, podria estar
relacionat amb la simulacié d'un major temps de residencia de l'aliment en
I'etapa intestinal sota condicions senior (4 h davant de 2h a model no alterat).
D'altra banda, l'alteracié intestinal podria ser responsable del descens de la
bioaccesibilitat de calci registrat en el formatge tovallé, encara que no en la
resta de matrius. Finalment, les alteracions gastrointestinals presenten un
efecte estadisticament significatiu sobre l'alliberament de sucres en matrius
coagulades com el iogurt, formatge curat i formatge tovallo.

PARAULES CLAU: digesti6 in-vitro, alteracions gastrointestinals, lactis,
sénior, proteolisi, lipdlisi, glucids, calci.



INTRODUCCION

El envejecimiento es un “proceso bioldégico que comporta una serie de
cambios estructurales y funcionales que aparecen con el paso del tiempo y no
son consecuencia de enfermedades ni accidentes” (Oxford English Dictionary,
2019). Segun el Instituto Nacional de Estadistica de Espafia (INE, 2014), el
porcentaje de poblacion mayor de 65 afios que actualmente representa un
18.2% pasara a ser de un 24.9% en el afio 2029 y a un 38.7% en 2064.
Mientras un individuo envejece, aparecen una serie de alteraciones y deterioro
a nivel del tracto digestivo, siendo algunas de éstas, reduccién de la secreciéon
de fluidos digestivos y enzimas y/o de las contracciones peristélticas, entre
otras (Figura 1) (Shani-Levi et al., 2017). De forma que, muchos adultos
sénior, consciente o inconscientemente adaptan sus habitos alimentarios en
funcién de estas alteraciones. Ademas, segin Rémond et al. (2015) existen
otros factores que influyen en la forma de alimentarse e incluso en la
disminucién del apetito observado en este colectivo. Dichos factores pueden
ser fisiologicos (pérdida de dientes, sequedad de la boca, reduccién de la
percepcion olfativa, gustativa y visual de los alimentos, entre otros),
psicolégicos (depresion, falta de motivacion, estado animico, ansiedad), o
incluso sociales (soledad, aislamiento social, viudez, pobreza, cambio de
entorno como la vivienda).

Boca:

- . i a :
e Fluido salival concentrado. ' Ingesctjmo‘c,i(sl 3d0| movimient
. . L]
¢ Elevados niveles de amilasa (150%). — educcio e l0s movimienios
- RPN 8 3 { peristalticos.
e Cambios en la composicion iénica. - .
\ e Reduccién de los niveles de

enzimas proteoliticas (50%).
e Reduccién de los niveles de lipasa

Estomaggl: o a pH més alto (6.5).
e Reduccion de los movimientos e Secrecion biliar reducida
peristéalticos. .

e Reduccion de los niveles de pepsina * Mayor tiempo de transito (3 h).

(75%).
e Reduccion de los niveles de lipasa

géstrica (15%). Colon:
e Mayor gradiente de pH (6.2-2). e Composicion de la microbiota
* Mayor tiempo de transito (3h). alterada.

e Mayor tiempo de transito.

FIGURA 1. Alteraciones gastrointestinales en la poblacién sénior mayor a 65 afios
(Adaptado de: Shani-Levi et al., 2017).

Estas circunstancias pueden desencadenar un problema de maldigestién
y malnutricién del individuo, derivado de un déficit en la absorcion de macro y
micronutrientes. Asi encontramos el caso de las proteinas, donde su
importancia radica en que un bajo consumo de estas representa un factor de
riesgo en la salud del adulto mayor al disminuir su masa corporal,
aumentando, por ejemplo, el riesgo de caidas. Por otro lado, se encuentran
las grasas, que generan un gran aporte de energia y tienen un papel
fundamental en el suministro de &cidos grasos esenciales cuando éstas
proceden de alimentos con grasas mono y poliinsaturadas. Ademas, la
biodisponibilidad de micronutrientes como el calcio, el magnesio, el zinc, y
vitaminas como la B12, B9, B6, A, D y E, también puede verse comprometida
generando riesgos para la salud (Arbonés et al., 2003). Es por esto, que existe



un interés creciente por una nutricion adecuada para este grupo poblacional,
lo cual se ha convertido en uno de los desafios mundiales (ONU, 2013).

La Sociedad Espafiola de Nutricion (SEN) indica que un incremento en el
consumo de alimentos ricos en proteinas y lipidos mono y poliinsaturados en
la dieta, ademas de los que tienen un aporte significativo de vitaminas vy
minerales esenciales, es fundamental para este grupo poblacional. Entre las
categorias alimentarias que cumplen estos requisitos, se encuentran la leche
y sus derivados, carnes, pescados, huevos, cereales, verduras y leguminosas,
entre otras. Sin embargo, cabe esperar que las caracteristicas inherentes a la
matriz del alimento (estructura, interacciones entre macro y micronutrientes,
entre otros), puedan influir en su digestibilidad dando lugar a que la
bioaccesibilidad de sus nutrientes sea diferente incluso en condiciones
digestivas similares.

Ante este escenario, se consider6é de interés realizar un estudio de
digestion de alimentos para evaluar cuan afectada se encuentra la
digestibilidad de diferentes alimentos cuando se digieren en un sistema
digestivo alterado como el que se da en la poblaciéon sénior. Si bien los
modelos de digestién in-vivo son considerados como el “estandar de oro”, los
sistemas de digestion in-vitro, permiten simular los procesos de digestion y el
comportamiento gastrointestinal de los alimentos con una serie de ventajas
frente a los estudios in-vivo como son la rapidez, el menor coste, la
reproducibilidad, el facil muestreo en las diferentes etapas del proceso
digestivo y la posible modificacion de las condiciones controladas. Este tipo
de modelos, incluyen una fase oral, gastrica e intestinal, y ocasionalmente
coldnica, pretendiendo imitar las condiciones fisiolégicas in-vivo, donde se
considera la concentracidén de enzimas digestivas y sales biliares, pH o tiempo
de digestion, entre otros factores (Minekus et al., 2014).

El presente trabajo, tiene como objetivo analizar mediante un sistema de
digestion in-vitro estatico, la influencia de diferentes alteraciones fisiologicas
que intervienen en la digestion de acuerdo al modelo publicado por Shani-Levi
et al. (2017) correspondiente a la poblacion de adultos mayores, sobre la
hidrolisis de macronutrientes (proteinas, grasas y carbohidratos) y la
bioaccesibilidad de micronutrientes (calcio) de diferentes alimentos de origen
lacteo recomendados en dietas geriatricas, concretamente: leche entera,
yogurt, queso curado y queso servilleta.

MATERIALES Y METODOS
Materia primay reactivos

Las muestras de los productos lacteos seleccionados para el presente
estudio fueron: leche entera, yogurt natural, queso servilleta y queso curado;
todos de origen exclusivamente vacuno y adquiridos en los supermercados de
la ciudad de Valencia. En el caso de las matrices alimentarias de textura solida
(queso curado y queso servilleta) el tamafio de particula se redujo mediante
corte, mientras que en el caso de las matrices alimentarias liquidas (leche



entera y yogurt) no se aplicd ningun tipo de acondicionamiento previo a la
digestion in-vitro.

Los reactivos utilizados para llevar a cabo la simulacién de la digestion in-
vitro fueron: pepsina procedente de mucosa gastrica porcina (P6887, Sigma-
Aldrich), pancreatina porcina (P7545, Sigma-Aldrich) y bilis bovina (B3883,
Sigma-Aldrich). Los reactivos utilizados para la preparaciéon de stocks y fluidos
digestivos simulados fueron: CaClz, KCI, KH2PO4, NaCl, NaHCO3s, (NH4)2COs3
y MgCl2(H20)s, todos de la marca Sigma-Aldrich.

Los reactivos utilizados para las determinaciones analiticas fueron: éter de
petréleo (VWR Chemicals), acido sulfurico (Panreac Applichem), alcohol
isoamilico (Panreac Applichem), sulfato de cobre (Panreac Applichem),
hidroxido de sodio (Sigma Aldrich), &cido borico (Panreac Applichem),
diclorometano (grado HPLC, Honeywell), cloruro de sodio (Sigma Aldrich),
sulfato de sodio anhidro (Panreac Applichem), cloroformo deuterado (Acros
Organics), acido nitrico (Honeywell), lantano (Honeywell), etanol absoluto
(Panreac Applichem), estandar de glucosa (1 mg/mL de glucosa) (Sigma
Aldrich), acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma Aldrich) y kit de aminoacidos EZ-
Faast (Phenomenex).

Modelo estatico de digestion in-vitro

La simulacién de la digestion gastrointestinal se llevo a cabo siguiendo el
método estandarizado de digestién in-vitro estatico para un adulto sano,
consensuado a nivel internacional y publicado por Minekus et al. (2014), el
cual consta de tres etapas: oral, gastrica e intestinal. Ademas, se consideraron
las condiciones gastrointestinales especificas de la poblacion sénior (> 65
afos) de acuerdo con Shani-Levi et al. (2017), las cuales se detallan en la
Tabla 1.

TABLA 1. Variables alteradas y nivel de alteracion de las etapas digestivas para llevar a
cabo la simulacién de la digestién in-vitro de acuerdo a las condiciones gastrointestinales
de la poblacion sénior.

Etapa digestiva Variable alterada Nivel de alteracion
Etapa oral Desestructuracion 50 y 100%
Etapa gastrica pH, . 100 y 200%
Concentracion pepsina 75y 100%
Concentracion pancreatina 50 y 100%
Etapa intestinal Concentracion sales biliares 50 y 100%
Duracion 100 y 200%

El 100% corresponde a las condiciones gastrointestinales de un adulto sano (control) de acuerdo al
protocolo publicado por Minekus et al., 2014.

Para llevar a cabo la digestion fue necesario preparar disoluciones que
simulan los fluidos de digestion del cuerpo humano. Para los alimentos
liquidos (leche entera y yogur) se obvio la simulacion de la etapa oral tal y
como recomienda Minekus et al. (2014), mientras que en el caso de los solidos
(quesos) se utilizé fluido salival humano. También, se prepar6 el Stock
Gastrico Simulado (SGS) y el Stock Intestinal Simulado (SIS) de acuerdo con
las proporciones presentadas en la Tabla 2. Luego, a partir de estos stocks
simulados se prepar6 el Fluido Gastrico Simulado (FGS) y el Fluido Intestinal



Simulado (FIS) para un adulto sano, y sus respectivos fluidos compensatorios
para llevar a cabo las alteraciones de la poblacién sénior (Tabla 3).

TABLA 2. Volumen y concentracién (mmol/L) de los reactivos requeridos para la
preparacion de un litro de las soluciones stock simuladas

SGS SIS
Constituyente Volumen Concentracion Volumen  Concentracion
(mL) (mmol/L) (mL) (mmol/L)

KCI 13.8 6.9 13.6 6.8
KH2POx4 1.8 0.9 1.6 0.8
NaHCO3 25 25 95 85
NacCl 23.6 47.2 18.3 38.4
MgCl2(H20)s 0.8 0.1 2.2 0.33
(NH4)2CO3 1 0.5 - -
Agua destilada 934 869.3

Volumen total 1000 1000

SGS: Stock Gastrico Simulado; SIS: Stock Intestinal Simulado.

TABLA 3. Composicion de los fluidos digestivos simulados
Fluido simulado Composicién
FGS Relacién 1:1 de bolo oral: SGS + pepsina 2000 U/mL
FIS Relacion 1:1 de quimo gastrico simulado: SIS + pancreatina (basado
en actividad de tripsina 100 U/mL) + bilis 10 mM
FGS: Fluido Gastrico Simulado; FIS: Fluido Intestinal Simulado.

La Tabla 4, describe cada una de las variables consideradas en los
modelos de digestion de un adulto sano, y las alteraciones en la poblacion
sénior para cada una de las etapas digestivas. Asi, se establecieron 3 modelos
de digestion para poblacion sénior (> 65 afios) y 1 modelo de adulto sano de
mediana edad (control). Se trabajé con 3 modelos sénior para llevar a cabo
una alteracion sucesiva de las etapas oral, gastrica e intestinal, y conocer la
contribucién de las alteraciones propias de cada etapa a la digestibilidad de
los alimentos estudiados. A continuacion, se describira la metodologia llevada
a cabo para simular el proceso digestivo:

En la etapa oral, el alimento previamente pesado (5 g), se mastico in-vivo
para el caso de los alimentos soélidos, y el bolo alimenticio producido fue
introducido en tubos falcon de 50 mL. La masticacion es un proceso complejo
gue consiste en preparar el bolo alimenticio para la deglucién, donde se
ajustan parametros como el numero de ciclos, frecuencia masticatoria, fuerzas
musculares, velocidades, cantidad de saliva, etc., dependiendo de la
naturaleza del alimento. Sin embargo, este es un proceso que es controlado
por el sistema nervioso central que utiliza retroalimentacién sensorial desde la
cavidad oral, indicando que el bolo es cohesivo, plastico, resbaladizo y
humedecido, y que esta listo para se ser ingerido (Peyron et al., 2018, Cheny
Lolivret, 2011; Le Révérend et al., 2016). Dado esto, resulta complicado
establecer un estandar de masticacion, por lo cual tomando como referencia
las publicaciones de otros autores (Woda et al., 2006; Jalabert-Malbos et al.,
2007), se establecieron los ciclos de masticacion para un adulto sano hasta
que el bolo tuvo una consistencia similar a la de una pasta de tomate o
mostaza (Minekus et al., 2014), y luego para simular las condiciones alteradas
de masticacion de un adulto mayor se redujo el nimero de ciclos en un 50%.



Para el caso de los alimentos liquidos, esta etapa se suprimié y 10 mL de
alimento se mezclaron directamente con el FGS, tal y como se describe a
continuacion.

En la etapa géstrica, se afiadieron 10 mL de FGS, considerando el 100%
de concentracién de enzimas tipico de un adulto sano para el modelo de
digestién Control, y el 75% de concentracion de enzima para el caso de los
modelos de digestion alterados Sénior. Seguido a esto, se ajusté el pH con la
ayuda de un pHmetro (Mettler Toledo, Seven Compact™ S210) y la adicién
de HCI 1 N. Luego, se colocaron los tubos en un agitador rotatorio a 55 rpm
dentro de una camara termostatada (Selecta, modelo Rotabit) a 37 °C durante
2 h. Finalizado este periodo de tiempo, se centrifugaron las muestras en una
centrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5804 R) a 10000 xg durante 5 min a una
temperatura de 5 °C y se tomaron alicuotas para la determinacion de
aminoacidos.

En la etapa intestinal, se afladieron 20 mL de FIS, considerando el 100%
de concentracién de enzimas y bilis tipico de un adulto sano para el modelo
de digestién Control, y el 50% de concentracion de enzima y bilis para el caso
de los modelos de digestion alterados Sénior. Seguido a esto, se ajusto6 el pH
con NaOH 1 Ny se continu6 agitando los tubos a 55 rpm dentro de la camara
termostatada a 37 °C durante 2 y 4 h segun el modelo de digestion. Antes de
centrifugar, se ajustd el pH a 5 para detener la actividad enzimatica, y se
centrifugaron las muestras a 10000 xg durante 5 min a una temperatura de 5
°C. Finalmente, se tomaron alicuotas para andlisis.

TABLA 4. Modelo de digestion de un adulto sano de mediana edad (control) y alteraciones
en la poblacion sénior (> 65 afios)

CONTROL SENIOR 1 SENIOR 2 SENIOR 3
ETAPA Adulto sano Alteracion oral Alteracion oral
DIGESTIVA d . Alteracion oral P + gastrica +
e edad media + gastrica . ;
intestinal
Masticacion Masticacion Masticacion Masticacion
Etapa Oral humana: 20 -30 humana: 10-15 humana: 10-15 humana: 10 - 15
ciclos (s6lidos) ciclos (sélidos) ciclos (s6lidos) ciclos (sélidos)
Enzima 100%: Enzima 100%: Enzima 75%: Enzima 75%:
Pepsina (2000 Pepsina (2000 Pepsina (1500 Pepsina (1500
Etapa U/mL) U/mL) U/mL) U/mL)
Gastrica Ajuste pH 3 Ajuste pH 3 Ajuste pH 6 Ajuste pH 6
Tiempo de Tiempo de Tiempo de Tiempo de
digestion: 2 h digestion: 2 h digestion: 2 h digestion: 2 h
Enzima 100%: Enzima 100%: Enzima 100%: Enzima 50%:
Pancreatina Pancreatina Pancreatina Pancreatina (50
(100 U/mL) (200 U/mL) (100 U/mL) U/mL) segun
segun actividad  segun actividad  segun actividad  actividad
Etapa tripsina tripsina tripsina tripsina
Intestinal Bilis 10 mM Bilis 10 mM Bilis 10 mM Bilis 5 mM
(100%) (100%) (100%) (50%)
Ajuste pH 7 Ajuste pH 7 Ajuste pH 7 Ajuste pH 7
Tiempo de Tiempo de Tiempo de Tiempo de
digestion: 2 h digestion: 2 h digestion: 2 h digestion: 4 h



Determinaciones analiticas
CARACTERIZACION INICIAL DEL ALIMENTO

Para la caracterizacion inicial de los alimentos sélidos, se llevaron a cabo
analisis por triplicado del contenido de humedad, ceniza, grasa y proteina
siguiendo los métodos oficiales 934.01, 942.05, 920.39 y 960.52,
respectivamente de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC,
2002). Para los alimentos liquidos, se llevé a cabo las metodologias antes
mencionadas, excepto para el analisis de grasa que se sigui6é la metodologia
de la International Standard ISO 1211|IDF 001:2010, (ISO, 2010). El contenido
de carbohidratos fue calculado por diferencia.

EXTENSION DE LA PROTEOLISIS

La determinaciéon de aminoé&cidos libres se realizo utilizando el kit de
aminoacidos EZ-Faast (Phenomenex, Reino Unido) como indica el
procedimiento propuesto por Peinado (2016). De acuerdo a este, primero se
derivatizaron las muestras, y posteriormente, se analiz6 el perfil de
aminoacidos libres mediante cromatografia de gases -espectrometria de
masas (GC-MS) (Agilent Technologies, 5975 inert Mass Selective Detector).
Para ello, las muestras fueron previamente centrifugadas (Eppendorf, Mini
Spin) a 3500 xg durante 10 min. A continuacion, se tomé una alicuota de 25
uL del sobrenadante para los digeridos de la fase gastrica 'y 2.5 uL para los
digeridos de la fase intestinal. Luego, se llevd a cabo el procedimiento del kit
de aminoacidos EZ-Faast, el cual consiste en una extraccion de la fase solida,
seguido de la derivatizacion y una extraccion liquido-liquido, para ser
analizadas luego por GC-MS. La extraccion de la fase sélida se realizd
utilizando una punta con sorbente empacado que liga los aminoé&cidos,
mientras que permite el flujo de compuestos interferentes. Los aminoacidos
ligados a la punta fueron derivatizados con reactivos orgénicos en solucion
acuosa. Al mismo tiempo, los aminoacidos derivatizados migran a la fase
organica para una adicional separacion liquido- liquido de compuestos
interferentes. Finalmente, la fase organica es extraida, evaporada y
resuspendida para realizar el andlisis cromatografico, del cual se obtuvieron
los cromatogramas para integrar las areas bajo la curva utilizando el software
MSD ChemStation.

EXTENSION DE LA LIPOLISIS

Para aquellas muestras que presentaron mas de un 5% de grasa en su
composicion, se realizdé una extraccion en frio de ésta, con la finalidad de
obtener un perfil de composicion lipidico, considerando el andlisis de
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos por resonancia
Magnética Nuclear (RMN-1H), tanto del alimento inicial como del digerido,
siguiendo la metodologia propuesta por Nieva-Echevarria et al. (2015). Para
la extraccién de la grasa en las muestras se emple6 diclorometano (CH2Clz,
grado HPLC, Honeywell, Francia) como disolvente. La proporcion utilizada


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612014975#b0035

para el alimento sin digerir fue de 1:2 (p/v) y en el digerido de 2:3 (v/v). Para
mejorar la extractabilidad de la grasa en el alimento sin digerir, se coloco la
mezcla en un bafio de ultrasonidos (Selecta, Ultrasons-H) durante 1h.
Después, se realizaron lavados de las muestras con una solucion saturada de
cloruro de sodio (NaCl, Sigma Aldrich, USA), y se le afiadié sulfato de sodio
anhidro (Na2SOa4, Panreac Applichem, Alemania) con la punta de la espatula
para eliminar restos de agua en el extracto organico. Luego, se elimino el
solvente en un rotavapor (Heidolph, Laborota 4000 efficient) para evitar la
oxidacion de los lipidos. Finalmente, se realizo la lectura de los extractos
lipidicos en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear de H (Bruker,
400/R), para lo cual se mezclaron 200 uL de los extractos con 400 uL de
cloroformo deuterado (CDCIs, Acros Organics, Suiza). Los parametros de
adquisicién utilizados fueron los siguientes: ancho espectral 6410 Hz, retardo
de relajacion 3 s, nimero de exploraciones 64, tiempo de adquisicién 4.819 s
y ancho de pulso 90°.

DIGESTIBILIDAD DE GLUCIDOS

Los azucares reductores del alimento inicial fueron determinados mediante
el método colorimétrico del Acido Dinitrosalicilico (DNS) adaptado de Miller
(1959). Para la extraccion, se pesaron 0.3 g de muestra en un tubo eppendorf
de 5 mL, se adicionaron 2 mL de etanol al 80%, la mezcla se agitd en un vortex
y se dejo reposar durante 30 min. A continuacion, se centrifugd (Eppenforf,
Centrifuge 5804 R) a 5000 xg durante 5 min, se separ6 la fase organica del
sedimento, y a este Ultimo se le volvié a realizar una segunda extraccion con
etanol al 80%, unificando al final las dos fases organicas obtenidas (extracto).
Se mezclaron 500 uL del extracto, con 1 mL del reactivo DNS en un tubo de
ensayo, el cual se llevo a bafio maria a 100 °C durante 5 min. Luego, se realizo
un bafio de agua con hielo durante 2 min agitando y 10 min mas en reposo.
Se diluyeron las muestras con 2.5 mL de agua destilada y se leyé en un
espectrofotometro (Beckman Coulter, DU 730) a una longitud de onda de 546
nm.

Para el caso de los azlcares reductores del digerido, también se siguio el
método colorimétrico del Acido Dinitrosalicilico (DNS), realizando una
segunda digestién con las enzimas invertasa y amiloglucosidasa, de acuerdo
a la metodologia propuesta por Mishra et al. (2008). Se mezclaron 0.25 mL de
la fase liquida del digerido y 1 mL de etanol absoluto (Panreac Applichem,
Alemania), se le aplicé vortex a la muestra, se dejé reposar durante 30 min y
se centrifugd (Eppendorf, Mini Spin) a 150 xg durante 10 min. Del extracto
etanolico, se tomo una alicuota de 0.05 mL del sobrenadante o del estandar
de glucosa (1 mg/mL de glucosa) (Sigma Aldrich, USA) y al que se le
afadieron 0.25 de amiloglucosidasa al 1% mas concentrado de invertasa al
1%. Se incub6 a 37 °C con agitacién rotatoria durante 10 min para completar
la despolimerizacion en monosacaridos. Luego, se afiadieron 0.75 mL de la
mezcla de DNS, que contiene una proporcién 1:1:5 de glucosa 0.5 mg/mL:
NaOH 4M: Reactivo de DNS, y se calentaron a 100 °C durante 15 min. Se
enfriaron los tubos en hielo, se afiadieron 4 mL de agua, se agito y se ley6 en
un espectrofotometro a una longitud de onda de 530 nm.
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El reactivo DNS se prepar6 disolviendo 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
(C7HaN207, Sigma Aldrich, China), en 100 mL de una solucion acuosa que
contenia 30 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidrato (C4HsKNaOs.4H20,
Sigma Aldrich, USA), y 1.6 g de hidréxido de sodio (NaOH, Sigma Aldrich,
USA).

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CALCIO

Para determinar el contenido de calcio del alimento inicial y de las muestras
digeridas, se prepararon las muestras de acuerdo con el método publicado
por Barrera et al. (2009), y determinadas segun la metodologia propuesta por
Noél et al. (2008), utilizando un espectrometro de absorcion atomica de llama
(Termo Scientific, iCE 3000 Series). La metodologia requiere partir de las
muestras incineradas, por lo cual se sigui6 el procedimiento para la obtencion
de cenizas que se indica en el apartado de caracterizacion inicial del alimento,
considerando 6 g de muestra para alimento inicial y una alicuota de 4 mL para
los alimentos digeridos. Las cenizas obtenidas, se disolvieron con 1.5 mL de
acido nitrico extra puro al 65% (HNOs, Honeywell, Alemania) y se le agregaron
4 mL de agua destilada. Luego, a esta disolucion, se le adicioné 2.5 mL
lantano al 1% (Honeywell, Francia) para evitar interferencias en la lectura del
equipo, se considerd un volumen tal que permitié obtener una concentracion
de Lantano del 0.1 % al enrasar finalmente hasta un volumen de 25 mL con
agua destilada. Finalmente, se realizé la medicion de la absorbancia a 422.7
nm y se ajusté el cero de absorbancia con el blanco (disolucién de La3*al 0.1
%). La bioaccesibilidad de este mineral se calcul6 mediante la siguiente
ecuacion:

(mgCa?*libre en el digerido/100 g alimento seco)

Bioaccesibilidad (%) = 100

(mgCa?*en el alimento sin digerir/100 g alimento seco) .

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los diferentes analisis se analizaron
estadisticamente utilizando el programa Statgraphics Centurion, mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) simple y la prueba de mdltiples rangos por LSD
con un nivel de confianza del 95% (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 5 muestra la composicion porcentual de los alimentos objeto de
estudio (leche entera, yogurt, queso curado y queso servilleta). Estos valores
de composicion concuerdan con los publicados en las bases de datos de la
USDA - United States Departmentof Agriculture (2019) como era de esperar.
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TABLA 5. Composicién del alimento inicial (g/100 g de alimento seco) de leche entera,
yogurt, queso curado y queso servilleta.

Constituyente Leche entera Yogurt Queso QU?SO
curado servilleta
Proteina 24,56 £ 0.12 25.82 +0.19 34.9+0.7 42.6+0.8
Grasa 28.3+0.1 23.19+£0.12 446+1.9 46.77 £ 0.08
Ceniza 5.641£0.006 5.705+ 0.004 7.7+0.1 7.00 £0.04
Carbohidratos 415+0.2 45.3+0.3 13+3 3.6+0.9

Los valores presentados corresponden a la media de tres repeticiones con su respectiva desviacion
estandar. Resultados reportados en base seca.

Extensién de protedlisis y perfil de aminoacidos libres de productos
lacteos tras su digestion en condiciones de poblacion sénior

Inicialmente, se estimé la extension de protedlisis en cada una de las
muestras al término de la fase géastrica en el modelo de digestion Control,
donde se obtuvieron valores muy bajos correspondientes a menos de 1 g
aminoacidos/ 100 g de proteina inicial para la leche entera, yogurt y queso
servilleta. Este resultado se explica debido a la especificidad de la pepsina
gastrica la cual hidroliza las proteinas, en este caso caseinas
fundamentalmente, a cadenas péptidicas de diferente nUmero aminoacidico,
pero no a aminoacidos libres, lo cual si sucede en la etapa intestinal (Rinaldi
et al., 2014). En el queso curado, sin embargo, se obtuvo un valor de 7.03 g
aminoécidos/ 100 g de proteina inicial, que podria resultar de la maduracion
del queso durante la cual tiene lugar la protedlisis de los péptidos dando lugar
a la formacion de una fracciébn de nitrégeno soluble en agua pasando a
aminoacidos libres (Fang et al., 2016). Dado que la generacion de
aminoacidos libres en la etapa gastrica es baja, a excepcién del caso del
queso curado, se decidié no evaluar la protedlisis en esta etapa dado que el
método cromatografico empleado Unicamente detecta aminoé&cidos libres y no
péptidos.

En la Figura 2 se muestra la extension de protedlisis al final de la digestién
bajo condiciones Control, Sénior 1, 2 y 3. En general, es posible concluir que
las alteraciones de las condiciones intestinales (modelo Sénior 3) propias de
individuos de avanzada edad, son las que mas condicionan la hidrolisis
proteica en alimentos lacteos.

A fin de analizar los resultados mas detalladamente, se discute, sin
embargo, el efecto de alteraciones de cada etapa digestiva. Asi, la alteracion
en la fase oral en el modelo Sénior 1 no fue considerada en los alimentos
liquidos (leche entera y yogurt), ya que no necesitan desestructuracion de la
matriz alimentaria. Sin embargo, la alteracion de las caracteristicas de la fase
oral (nimero de ciclos de masticacién y por tanto nivel de salivacion), si afecto
significativamente la digestibilidad de las proteinas en el caso del queso
servilleta, evidenciandose una disminucién debido a que, la desintegracioén del
alimento en esta fase es relevante permitiendo dividir el alimento en particulas
de menor tamafio, aumentando el area de superficie para la digestion y
absorcion de los nutrientes atrapados en la matriz del alimento (Kong y Singh,
2008). La masticacion influye en las tasas de vaciado gastrico y hacerlo de
forma inadecuada puede provocar una mala digestion y, por lo tanto, generar
malnutricién (Pera et al., 2002). Una masticacion subdptima puede darse en
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los adultos mayores cuando la pérdida de dientes es inevitable, resultando de
esto, que las personas tiendan a alimentarse bajo una dieta pobre en
nutrientes para adaptarse a sus limitaciones, o en su defecto tienden a deglutir
particulas grandes provocando problemas digestivos (N'Gom y Woda, 2002).
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FIGURA 2. Extension de protedlisis de los diferentes modelos de digestion, correspondientes
a un adulto sano (Control) y las alteraciones en un adulto mayor (Sénior 1, Sénior 2 y Sénior
3), después de la digestion in-vitro de los productos lacteos objeto de estudio (leche entera,
yogurt, queso curado y queso servilleta). Letras minlUsculas diferentes indican diferencias
significativas entre modelos, con un nivel de significancia del 95% (p<0.05). Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre alimentos, con un nivel de
significancia del 95% (p<0.05).

La alteracion de la fase gastrica adicionalmente a la oral (modelo Sénior 2)
parecio afectar ligeramente a todos los productos, pero sin diferencias
estadisticamente significativas. Cabria esperar, el que una menor
concentracion de pepsina unida al mayor pH gastrico, con respecto al control,
interfirieran en la hidrélisis proteica dado que la pepsina se encuentra
practicamente inactivada a pH 6 (Kong y Singh, 2008). Sin embargo, la facil
digestibilidad de las proteinas lacteas y la afinidad de las proteasas
intestinales por éstas, dan lugar a que una extension de la protedlisis muy
similar a la obtenida bajo condiciones Control.

En cuanto a la alteracién adicional de la etapa intestinal (modelo Sénior 3),
ésta afect6 a la digestibilidad de cada uno de los alimentos. Este hecho estaria
relacionado directamente con la simulacion de una menor secrecion
pancreatica, cuyas enzimas son responsables de romper los enlaces
peptidicos, dando lugar a una digestion subdptima de las proteinas, lo que
puede conducir a una mala absorcion de nutrientes, en este caso de
aminoécidos esenciales (Rinaldi et al., 2014; Imrie et al., 2010).

Si se evalla el efecto matriz alimentaria, es posible concluir que existe
diferencia significativa en la digestibilidad proteica entre los alimentos, y
especialmente entre los de matriz liquida y solida. La menor protedlisis
presentada en las matrices solidas (quesos) podria ser debido a que la matriz
de caseina es mas compacta, lo cual obstaculiza el acceso de las proteasas
al sustrato. En el caso de los liquidos al no haber esta resistencia, la actividad
proteolitica es mas eficiente (Fang et al., 2016).
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Asimismo, se puede decir que en condiciones de digestion Control existe
una diferencia significativa en el nivel de protedlisis entre la leche entera (103
+ 4 g amino&cidos/ 100 g de proteina inicial) y el yogurt (86 + 7 g aminoacidos/
100 g de proteina inicial), lo cual también es evidente en el modelo Sénior 3.
Esta diferencia puede estar atribuida a que el procesamiento del alimento
define su estructura y organizacion de la matriz alimentaria, actuando como
regulador de liberacién de nutrientes. Asi, al tener el yogurt una consistencia
semisélida limita el acceso de las enzimas digestivas, y por lo tanto, una
menor protedlisis.

Por otro lado, el queso curado (44 + 6 g aminoacidos/ 100 g de proteina
inicial) y el queso servilleta (36 + 2 g aminoacidos/ 100 g de proteina inicial)
no presentaron diferencias significativas en cuanto a la extension de la
protedlisis en el control. Sin embargo, se puede observar que la protedlisis en
el queso curado es ligeramente mas alta, debido a que su composicién tiene
mayor influencia sobre la desintegracion del queso que las propiedades
estructurales (a mayor desintegracion, mayor actividad proteolitica). Como se
menciono anteriormente, durante la maduracién del queso curado tienen lugar
una serie de cambios bioquimicos consecuencia de cierta actividad
proteolitica y lipolitica. Los péptidos y aminoéacidos libres generados durante
la maduracion pueden actuar como catalizadores enddgenos de la hidrdlisis
proteica durante la digestion.

A continuacion, se presenta el perfil de aminoacidos en g aminoacido/ g
proteina inicial para cada uno de los alimentos evaluados (leche entera,
yogurt, queso curado y queso servilleta) y los diferentes modelos de digestion
(Control, Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3). Dentro de este perfil, se evaluaron los
aminoacidos esenciales (en negrita) y no esenciales: Alanina (ALA),
Sarcosina (SAR), Glicina (GLY), Acido a-Aminobutirico (ABA), Valina (VAL),
Acido B-Aminoisobutirico (BAIB), Leucina (LEU), Allo-Isoleucina (alLE),
Isoleucina (ILE), Treonina (THR), Serina (SER), Prolina (PRO), Asparagina
(ASN), Acido Aspartico (ASP), Metionina (MET), Hidroxiprolina (HYP), Acido
Glutamico (GLU), Fenilalanina (PHE), Acido a- Aminoadipico (AAA),
Glutamina (GLN), Ornitina (ORN), Lisina (LYS), Histidina (HIS), Tirosina
(TYR), Triptofano (TRP) y Cistina (C-C).

En las Figuras 3, 4, 5y 6 se puede observar la cantidad de aminoacidos
libres en la leche entera, yogurt, queso curado y queso servilleta
respectivamente, donde se puede observar que hay una tendencia a la
disminucion en el contenido de aminoacidos esenciales entre los diferentes
modelos de digestion, para el caso de la leche entera y el queso servilleta. En
el caso del yogurt, no hay una tendencia clara sobre el contenido de
aminoacidos esenciales entre los diferentes modelos de digestion, y en el
queso curado, inclusive los valores no difieren en gran medida. De acuerdo
con los perfiles de aminoacidos determinados en los digeridos, se evidencia
una relacion con el contenido de aminoacidos del alimento inicial reportado
por BEDCA - Base de datos espafiola de composicion de alimentos (2019),
siendo la valina, leucina, fenilalanina y lisina los aminoacidos esenciales mas
abundantes.

Considerando a la leucina como uno de los aminoacidos mas relevante, ya
que interviene en la estimulacion de la sintesis proteica y la generacion del
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musculo (Arroyo y Gutiérrez, 2016), es posible observar que las alteraciones
influyen en el contenido de este aminodcido, siendo las alteraciones
intestinales (Sénior 3) las mas influyentes con una reduccion porcentual del
41.5% para la leche, 15% para el yogurt, 16.1% para el queso curado y 22.2%
para el queso servilleta, con respecto al modelo control.
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FIGURA 3. Cantidad de aminoacidos libres en g aminoacidos/ g proteina inicial presentes en
muestras digeridas de leche entera, de acuerdo a los modelos de digestion in-vitro (Control,
Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3).
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FIGURA 4. Cantidad de aminoacidos libres en g aminoacidos/ g proteina inicial presentes en
muestras digeridas de yogurt, de acuerdo a los modelos de digestion in-vitro (Control, Sénior
1, Sénior 2 y Sénior 3).

La secrecion de pepsina y enzimas pancreaticas de este grupo poblacional
disminuye con la edad, por lo cual la actividad proteolitica en el intestino
delgado se ve afectada, y con ello la disponibilidad de aminoacidos. Un
problema evidente en los adultos mayores es que la masa muscular disminuye
con la edad, debido a que no existe una adecuada sintesis de proteinas, lo
que puede producir sarcopenia, que es la pérdida de masa muscular en
combinacion con una pérdida de fuerza muscular o rendimiento fisico, que
conlleva dificultades como la capacidad reducida para realizar tareas
cotidianas y mayores riesgos de caidas (Rémond et al., 2015).

15



Dado que los productos lacteos tienen en su composicién una cantidad
importante de aminodacidos esenciales, ya que contienen proteinas de alto
valor biolégico, es de vital importancia que el adulto mayor ingiera productos
de este grupo alimenticio, siendo la recomendacion de consumo de proteinas
de 0.8 g/kg peso, y de 1 a 1.2 g/kg peso cuando el envejecimiento del individuo
progresa (Arroyo y Gutiérrez, 2016; Rémond et al., 2015).
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FIGURA 5. Cantidad de aminoacidos libres en g aminoacidos/ g proteina inicial presentes en
muestras digeridas de queso curado, de acuerdo a los modelos de digestion in-vitro (Control,
Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3).

140

g

S 120

S 100

2_ 80

o.©

22 60

\((j_

S 40 =

20

© .

g 0 :FE: T= TE T__F_FLT--f TET-" T :f- :f-.r-_
S YUY EEoF LY RRES Y
<mo<>é‘l46_|—mg<<210a<oo—lI|—|—U

Aminoacidos libres

ECONTROL SENIOR 1 SENIOR 2 SENIOR 3

FIGURA 6. Cantidad de aminoacidos libres en g aminoacidos/ g proteina inicial presentes en
muestras digeridas de queso servilleta, de acuerdo a los modelos de digestién in-vitro
(Control, Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3).

Influencia de las condiciones gastrointestinales en la extensién de la
lipblisis de productos lacteos

Como se indico en el apartado de materiales y métodos, se evalud la
extension de lipdlisis a las muestras que presentaron mas de un 5% de grasa
en su composicion, en este caso, el queso curado y el queso servilleta.
Partiendo de las extracciones de grasa del alimento inicial y de las muestras
digeridas se obtuvieron espectros de RMN-H, los cuales fueron analizados
de acuerdo a la publicacion de Nieva-Echevarria et al. (2015), donde se
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proponen ecuaciones derivadas de los datos espectrales de *H NMR usadas
para cuantificar los productos lipoliticos obtenidos de la hidrélisis de
triglicéridos (TG). Es asi, que durante esta digestion los lipidos se hidrolizan a
1,2-diglicéridos (1,2-DG), 1,3-diglicéridos (1,3-DG), 2-monoglicéridos (2-MG),
1-monoglicéridos (1-MG), acidos grasos (FA) y glicerol.

En base a los resultados del perfil lipidico tanto en el queso curado como
en el queso servilleta (Tabla 6 y 7), se puede observar que el alimento inicial
(sin digerir) estd compuesto mayormente por TG con un 98.1% y 97.84%
respectivamente. Al digerir los alimentos segun los modelos de digestion
Control, Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3, se produce un incremento en FA,
consecuencia de la actividad lipolitica de la pancreatina. Asimismo, también
se generan glicéridos potencialmente absorbibles como el 2-MG y el 1-MG,
los cuales se encuentran en similar proporcién con el 1,2-DG que también fue
uno de los productos de hidrdlisis, mientras que el 1,3-DG fue casi nulo.

TABLA 6. Extension de lipdlisis en muestras de queso curado como alimento inicial y del
alimento digerido, de acuerdo a los modelos de digestién in-vitro (Control, Sénior 1, Sénior

2y Sénior 3).

Cantidad en .
funcion de AGy A!'m?‘”to Control Sénior 1 Sénior 2 Sénior 3

FA (%) inicial

AG 16% 98.1+0.7°¢ 18+ 4° 10+22 6.7+142% 7.06+0.19°
AG 1.206% 1.3+04%2 8x2°b 8+3° 6.9+0.9° 5.3+0.2°
AG 13-06% 1.15+0.12° 0.3+0.3? 04+07% 11+05% 1.14+0.042
AG 2mc% 0.0x0.0¢% 7.8+0.9¢ 98+04°¢ 6.2+0.3°¢ 3.35+0.13°
AG 1-mc% 0.0x0.0% 3.1+03° 35+0.8° 28+0.7° 243+0.16°
FA% -05+0.22 62.8+0.5° 67.99+0.19¢ 76+4¢ 80.7+0.8°

AG: Grupos acilos, FA: Acidos grasos.
Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre modelos, con un nivel de
significancia del 95% (p<0.05).

TABLA 7. Extension de lipdlisis en muestras de queso servilleta como alimento inicial y del
alimento digerido, de acuerdo a los modelos de digestion in-vitro (Control, Sénior 1, Sénior

2y Sénior 3).

Cantidad en .

funciéon de A!'n’T‘C‘?glto Control Sénior 1 Sénior 2 Sénior 3
AGy FA (%) inici

AG 1c% 97.84+0.12°¢ 11.09+1.14¢72 12+ 32 13.3+09° 84+0.1°2

AG 1,206% 1.3+03¢% 10.0+0.8° 82+0.7° 83+15P 865+0.16°
AG 1,306% 1.16+0.14°¢ 0.96+0.02¢ 0.3+0.1° -0.10+0.192% 0.62+0.04°

AG 2.mc% 0.0+0.0°% 6.36 £ 0.15¢ 6.9+06° 6.7+0.2¢ 4.29+0.05"
AG 1.mc% 0.0+0.0°% 1.85+0.06° 2.1+03° 21+04° 1.84+0.01°
FA% -0.3+0.3? 69.8 + 0.6 ° 71+3° 69.7+0.7° 76.2+0.3°¢

AG: Grupos acilos, FA: Acidos grasos.
Letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas entre modelos, con un nivel de
significancia del 95% (p<0.05).

Analizando los datos estadisticamente mediante la prueba de multiples
rangos con un 95% de confianza, y centrdndose en el porcentaje de FA
obtenidos en el queso curado, se puede observar que existen diferencias
significativas entre todos los modelos, presentandose una tendencia de
incremento. Lo anterior pudiera responder a que las caracteristicas propias
del alimento, como la composicion, influyen sobre la hidrélisis de los
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triglicéridos, ya que al ser un alimento con un alto contenido graso reduce la
actividad de la lipasa. McClements et al. (2010) explica, que, si durante la
digestion de los lipidos, los productos de hidrdlisis no son eliminados del sitio
de actividad enzimatica, la conversion de TG en MG y FA no se llevaria a cabo
por la alta concentracién de productos de reaccion.

Por otro lado, en el queso servilleta se puede observar una diferencia
significativa solamente en el modelo Sénior 3 con respecto al control
evidenciando que la fase oral y gastrica no influyen mayormente sobre la
digestibilidad de las grasas. Harper (1998) menciona que disminuciones de la
produccion de lipasa pancreatica, propias de poblacién sénior, no afecta a la
digestibilidad de las grasas, dado que la lipasa es secretada por encima de lo
requerido. Asi, el incremento en la digestibilidad de las grasas pudiera estar
relacionado con un mayor tiempo de digestion (4 h). Lamothe et al. (2012) no
hace referencia expresamente a este hecho, ya que no es el objetivo de su
estudio. Sin embargo, revela que, a mayor tiempo de digestion, el porcentaje
de FA tiende a incrementar.

Influencia de las condiciones gastrointestinales propias de poblacién
sénior en la digestion de los glucidos en alimentos lacteos

El Unico azucar presente en productos lacteos es la lactosa. Durante el
proceso de digestion in-vitro no hay presencia de la enzima lactasa que
catalice la hidrélisis de la lactosa, liberando los monosacéridos constituyentes,
glucosa y galactosa (Walsh, 2013, Nollet y Toldra, 2009). Sin embargo, la
lactosa como tal es un azucar reductor, el cual fue cuantificado mediante el
método colorimétrico del Acido Dinitrosalicilico (DNS).

En la Figura 7 se presentan los resultados de liberacion de azucares en
matrices de productos lacteos (leche entera, yogurt, queso curado y queso
servilleta). Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba de multiples rangos con un 95% de confianza, se puede
observar que no existen diferencias significativas entre los modelos de
digestién Control y las alteraciones Sénior 1, 2 y 3 en yogurt, queso curado y
queso servilleta. No obstante, en la leche se observan diferencias
significativas en todos los modelos de digestion. No se han encontrado
estudios publicados en los que se determine lactosa en digeridos de productos
lacteos que puedan respaldar los resultados obtenidos en este trabajo. Sin
embargo, se podria encontrar relacion entre el efecto de la degradacion de la
matriz alimentaria y la coagulacién de la misma con la liberacion de nutrientes,
entre ellos los azlucares. Wang et al. (2018) reporta coagulacion de proteinas
en varias matrices lacteas, entre ellas leche, lo cual genera una matriz de dificil
acceso de las enzimas y liberacion de nutrientes. En el caso del yogurt, queso
curado y queso servilleta se parte de matrices ya coaguladas.

La cuantificacion de lactosa liberada durante la digestion gastro-intestinal
es importante, ya que los problemas de intolerancia a la lactosa son bastante
frecuentes en la poblacion sénior (Di Stefano et al., 2001; Rémond et al.,
2015).
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FIGURA 7. Concentracion de azulcares reductores en muestras de leche entera, yogurt,
queso curado y queso servilleta como alimento inicial y del alimento digerido, de acuerdo a
los modelos de digestién in-vitro (Control, Sénior 1, Sénior 2 y Sénior 3). Letras minusculas
indican diferencias significativas entre modelos, con un nivel de significancia del 95%
(p<0.05).

Bioaccesibibilidad del calcio en condiciones alteradas propias de
poblacion sénior

El contenido de calcio se determind en el alimento sin digerir, y se
determind también la bioaccesibilidad de calcio en el alimento digerido, los
cuales se encuentran en la Tabla 8. Los datos obtenidos, fueron analizados
estadisticamente mediante la prueba de mudltiples rangos con un 95% de
confianza, la cual reveld que, para leche entera y yogurt no existen diferencias
significativas en la bioaccesibilidad del calcio entre el modelo control y los
modelos alterados Sénior 2y 3.

TABLA 8. Contenido de calcio (mg Ca?*/ g alimento (base seca)) en el alimento inicial sin
digerir y bioaccesibilidad de calcio post-digestién in-vitro de productos lacteos (leche entera,
yogurt, queso curado y queso servilleta), de acuerdo con los diferentes modelos de
digestion.

LECHE UESO UESO
MODELO ENTERA YOGURT C%RADO SEgVILLETA
CALCIO ALIMENTO INICIAL
(mg Ca?*/100 g alimento (base seca))
SIN DIGERIR 554 + 14 585+ 6 522 +11 655 + 31
BIOACCESIBILIDAD DE CALCIO (%)
Control 93+ 33 111+23P 39.0+1.83 51.3+0.3°¢
Sénior 1 - - 61+ 7PA 43.8 + 0.4 @A
Sénior 2 97 +23 114 +83¢ 19+ 123 48 + 4 beB
Sénior 3 96.4+0.9 105+12P 29+13 42.0+0.92

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre modelos, con un nivel de
significancia del 95% (p<0.05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
alimentos, con un nivel de significancia del 95% (p<0.05). Resultados reportados en base seca.

Para el caso del queso curado, se puede observar que existe una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en la bioaccesibilidad del
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calcio entre el modelo de digestion Sénior 1y el resto de modelos (incluido el
Control). De estos resultados, no es posible concluir que la alteracion de la
fase oral del modelo Sénior 1, dada por una reduccion de los ciclos de
masticacion, ejerce un efecto positivo, puesto que en los modelos Sénior 2 y
3, donde se alteran las etapas gastrica e intestinal, ademas de la oral, no se
observa este incremento con respecto al control.

Por otro lado, en el queso servilleta, se puede observar que existe
diferencia significativa entre los modelos de digestién Sénior 1 y Sénior 3 con
respecto al modelo Control. De ello, se puede deducir que las alteraciones en
las etapas oral e intestinal podrian influir, aunque no de forma acusada, sobre
la bioaccesibilidad, dado que se produce un ligero descenso. Se ha dicho
anteriormente, que la matriz del alimento influye sobre la digestidn en el tracto
gastrointestinal, ya que una matriz mas compacta y firme, como la del queso
curado y servilleta, resiste a la descomposicion, y sumado a esto la alteracion
de la fase oral, retrasa la liberacién de nutrientes (Ayala et al., 2016). De esto
y dado que, el analisis arrojo que en el modelo Sénior 1 para el queso curado
se presenta un incremento en la bioaccesibilidad del calcio, mientras que en
el queso servilleta hay una disminucion, se sugiere realizar un estudio a nivel
de microestructura en el alimento y el digerido, y determinar asi, como influye
la matriz del alimento.

Por otro lado, los resultados obtenidos del modelo Sénior 2 no presentan
diferencias significativas (p<0.05) con respecto al modelo Control, lo cual no
apoya a lo obtenido por Lorieau et al. (2018), quién indicé que el pH gastrico
en adultos mayores estd menos controlado que el de un adulto sano, siendo
menos acido, y, por tanto, dando lugar a que el calcio iGnico no pueda ser
liberado y absorbido en el intestino delgado.

Por ultimo y como es bien conocido, cabe destacar que la bioaccesibilidad
del calcio en leche y yogurt fue muy superior a la de los quesos; en los quesos
fue menor debido a que el calcio se encuentra alojado en las micelas de
caseinas a través de los puentes de fosfato calcico. Entre los alimentos
liquidos, la leche entera presenta menor bioaccesibilidad que el yogurt, debido
a que el tratamiento térmico de la ultrapasteurizacion en la leche reduce la
solubilidad del calcio al formarse productos de reaccion de Maillard (PRM) por
su contenido de proteinas y azucar, formando complejos de calcio-PRM
durante el proceso de digestion (Seiquer et al., 2010).

Entre los alimentos solidos, el queso curado y servilleta también presentan
diferencias en términos de bioaccesibilidad. Se observa que es menor en el
queso curado, lo cual puede estar relacionado con el contenido lipidico de
este producto, interaccionando los productos de digestion lipidica con el
calcio, dando lugar a jabon de calcio insoluble (Preedy, 2015; Minekus et al.,
2014), lo que reduciria su bioaccesibilidad.

El calcio es uno de los nutrientes esenciales para una buena salud 6sea,
ya que existe una relacion positiva entre el consumo de calcio y la disminucion
de la tasa de pérdida G6sea y el riesgo de fracturas. En los adultos mayores
tiende a presentarse una disminucion de la densidad mineral 6sea, la cual
puede conducir a enfermedades como la osteopenia e incluso la osteoporosis
(Rémond et al., 2015; Siddique et al., 2017). En ese sentido, es importante
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que este grupo poblacional incluya dentro de su dieta alimentos ricos en
calcio, siendo los productos lacteos una fuente representativa de este mineral.

CONCLUSIONES

Las alteraciones de las condiciones intestinales del modelo Sénior 3 (oral
+ gastrica + intestinal), que pueden aparecer en ciertos adultos al alcanzar
una edad avanzada, influyen sobre la digestion de las proteinas de los
productos lacteos evaluados en este estudio. Una deficiente masticacion en
la fase oral, una menor concentracion de pepsina sumado al incremento del
pH a 6 en el estbmago, y una menor concentracion de pancreatina en la fase
intestinal, producen una digestion subéptima de proteinas, dando como
resultado un menor contenido de aminoacidos libres al final de la digestion.
Por otro lado, las propiedades inherentes al alimento influyen sobre la
protedlisis, puesto que, en los quesos de matriz de caseina mas compacta
que leche y yogurt, se produce una obstaculizacién del acceso de las enzimas
digestivas al sustrato, provocando una menor digestibilidad proteica, que en
leche y el yogurt.

En la lipdlisis, el contenido de acidos grasos incrementa conforme se
suman las alteraciones de los modelos de digestién. Asi, el modelo de
digestién Sénior 3 contempla una mayor liberacion de acidos grasos debido a
un mayor tiempo de digestion en la fase intestinal alterada (4 h). Este hecho
podria indicar un efecto positivo de un mayor tiempo de residencia intestinal
del quimo alimenticio sobre la digestibilidad de las grasas. Asimismo, los
resultados también ponen de manifiesto un efecto significativo de la matriz
alimentaria, sobre la lipdlisis. Asi, la liberacidén de acidos grasos en la digestion
del queso curado, que presenta el mayor contenido graso de entre los
productos lacteos evaluados, es ligeramente superior que en queso servilleta
bajo condiciones alteradas.

En cuanto a la liberacion de azucares en la digestion, ésta se ve reducida
de forma drastica bajo condiciones alteradas, si bien no existen diferencias en
funcion de la alteracion simulada salvo en leche.

Por ultimo, la bioaccesibilidad del mineral calcio en leche entera y yogurt
es superior a la de los quesos, debido a que la matriz de los dltimos es mas
compacta y el calcio se encuentra alojado en las micelas de caseinas como
fosfato calcico. Complementariamente, el tratamiento térmico de
ultrapasteurizacion aplicado a la leche en los procesos de produccion de
productos lacteos, y que da lugar a la generacion de productos de reacciones
de Maillard, podria contribuir a la formacion posterior de complejos entre el
calcio y estos productos, reduciendo la solubilidad de este mineral.
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