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Wovon man nicht sprechen kann, dariber muB
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L, Wittgenstein, Tractatus ILogico-Philosophicus.



































































































































































































































































































































































































Para comprobar la existencia de diferencias en la captacion mineral entre las papillas
infantiles desfitinizadas o no y mezcladas con agua a con formula infantil, se aplico la prueba
t de Student. En ambos estudios de disponibilidad, se llevd a cabo también un ANOVA
multifactorial para investigar el efecto de la desfitinizacion y de la adicién de férmula infantil
asi como el efecto de la interaccion de ambas sobre la biodisponibilidad mineral. En los
ensayos de retencién, captacion y transporte mineral se aplicéd el analisis de la varianza
(ANOVA), empleando los tests de Tukey y T3 de Dunnett para determinar el efecto de la
desfitinizacion sobre esas variables. Las diferencias fueron consideradas significativas para
un valor de p<0.05. Todas las medidas se realizaron por triplicado. Ademas, £ aplico un
analisis de correlacion de Pearson entre las variables estudiadas (contenido mineral,
porcentajes de solubilidad y dialisis, captacion, retencion y transporte) para determinar la

existericia de correlaciones entre ellas, cuando p<0.05.

Para poder seleccionar el tipo de papilla mas idonea por su tratamiento (adicién de
fitasa) o reconstitucion {agua o férmula infantil) en cuanto a su disponibilidad mineral, se
procedio al analisis de conglomerados o analisis cluster que tiene como objetivo lograr una
clasificacion o agrupamiento de las muestras en grupos homogéneos segun el
comportamiento de éstos en una serie de variables, que en nuestro caso fueron: los
porcentajes de hierro, calcio y cinc dializados, y la solubilidad, captacion, retencién y
transporte de hierro, calcio y cinc por las células Caco-2. Se consideraron significativos

valores con un valor de p<0.05.

El analisis estadistico se realizo mediante el programa informatico SPSS 11.5 (SPSS

Inc., Chicago, IL).
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V.3.1.3. Efecto de la interaccion de la desfitinizacion y de la adicidon de férmula

infantil sobre la solubilidad y dialisis mineral

Se llevo a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial para estudiar el
efecto que sobre la solubilidad y dialisis mineral ejerce la interaccion de la adicion de una
fitasa exdgena y el modo de reconstitucion de la papilla infantil {agua o férmula infantil). En
la Tabla 22 se muestran los niveles de significacion (p<0.01) para el efecto de la aplicacion de
fitasa, la adicion de formula infantil o de la interaccion de ambos sobre cada una de las
variables estudiadas (porcentaje de solubilidad del hierro, calcio y cinc, asi como los
porcentajes de dializacion del hierro, calcio y cinc) en cada papilla infantil. Los resultados
obtenidos indican que solo para el porcentaje de solubilidad del calcio de la papilla Ocho
cereales miel, el porcentaje de dializacion del calcio de las papillas Ocho cereales miel y
Crema de arroz, y para el porcentaje de dializacion del hierro de la papilla Multicereales, la
interaccion entre la adicién de fitasa y el medio en que se reconstituye la papilla (con agua o
férmula infantil) fue significativa (p<0.01) mientras que el efecto de uno de los dos factores
por 4 solo no ejercia efectos significativos sobre el porcentaje de dializacion. El resto de
variables en las que se observd una interaccién significativa entre ambos factores fueron el
porcentaje de solubilidad del hierro de la papilla Ocho cereales miel y de la papilla
Multicereales, el porcentaje de dializacion del hierro de las papillas Crema de arroz y Trigo,
y el porcentaje de dializacion del cinc de las papillas Trigo y Cereales sin gluten, pero en
estos casos la aplicacion de fitasa por si sola y la forma de reconstitucion de la papilla (agua o
férmula) por si sola, ejercieron cambios significativos {(p<0.01) en las variables mencionadas.
Es decir, la interaccion entre la desfitinizacion y la adicion de férmula no ejerce en general
efectos significativos sobre la disponibilidad mineral, siendo la adicién de agua o de férmula
un factor determinante en la solubilidad y dialisis mineral. Este hecho se discute para cada
mineral en los apartados V.V.1 (Fraccion soluble) y V.V.2. (Fraccion dializable) de esta

Seccion.
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Tabla 22. ANOVA multifactorial para el efecto de la desfitinizacién, reconstitucién, asi como de la
interaccidn entre ambas sobre los porcentajes de solubilidad y dializacién de hierro, calcio y cinc en las
papillas infantiles empleadas en este estudio (valores de p)

Solubilidad | Solubilidad | Solubilidad | Dialisis | Dialisis | Dialisis
Fe (%) Ca (%) Zn (%) Fe (%) | Ca(%) | Zn (%)
Ocho Cereales miel
Tratamiento enzimédtico 0.001 (1.850 0.645 0.000 0.017 0.000
Reconstitucidon 0.002 0.000 (.000 0.012 (.000 0.000
Interaccién 0.002 0.009 0.645 0.016 0.003 0.436
Multicereales
Tratamiento enzimédtico 0.004 (.538 0.774 0.001 0.000 0.037
Mezcla (.000 0.007 0.000 0.042 0.000 0.000
Interaccién .004 (.386 (.905 0.000 0.216 0.095
Crema de arroz
Tratamiento enzimatico 0.878 (0.887 0.257 (.000 0.086 0.134
Mezcla 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Interaccién (.287 0.246 0.082 0.000 0.002 0.134
Trigo
Tratamiento enzimatico (.000 .940 0.879 0.000 (.610 0.000
Mezcla (.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000
Interaccién 0.276 .900 (.548 ¢.000 0701 0.001
Cereales sin gluten
Tratamiento enzimédtico 0.010 (.480 0.413 (.360 0.668 0.000
Mezcla (.000 0.002 0.000 (.123 0.094 0.000
Interaccién (0.825 0.098 (.973 0.207 (.306 0.010

Nivel de significacién: p<0.01

V.3.1.4. Mineral disponible en cada toma realizada por el nifio (200 mL)

El conocimiento de los nutrientes que componen la dieta normal del nifio adquiere

una gran importancia a fin de mejorar su estado nutricional y evitar deficiencias. En este

sentido, se calcularon las cantidades de hierro, calcio y cinc que se encuentran disponibles a

partir de las papillas empleadas en este estudio mezcladas con una formula de continuacién
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Tabla 32. Captacion y disponibilidad de hierro por las células Caco-2 a partir de papillas infantiles elaboradas a base de cereales (desfitinizadas o no) y

reconstituidas con férmula de continuacién

Papilla infantil Contenido de Fe en Cantidad de Fe Blancob (ug) Ensayo de Captacion de hierro Disponibilidad
las papillas soluble afiadido a la captacione (ug) por las células? (ug) del hierree (%)
infantiles + FC monocapa® (ug)
(1g/g)
Ocho cereales miel 97.1+10.1 41.8+9.6 26703 46309 1.96+0.9 4.7+ 0.9
g Multicereales 1009+ 10 37.3+8.1 42 +0.2 7.88+1.0 3.68+1.0 99+1.9
E Crema de arroz 101.2+10.6 52.6+9.6 1.88+0.2 344+1.1 1.55+1.1 29121
” Cereales sin gluten BB.22+ 8.7 494 +6.1 20005 3.59+ 0.4 1.59+0.4 32+0.9
Ocho cereales miel 97.1+10.1 39.8+29 26703 6.66+1.3 3.99+1.3 10+ 0.9
g Multicereales 100,910 464+19 42 +0.2 8.17+14 397+14 8.6+0.8
g Crema de arroz 101.2+10.6 50.6+4.7 1.88 +(1.2 3.39+00.7 1.51+0.7 3+1.7
¥ Cereales sin gluten BB.22+ 8.7 459+ 8.7 20005 391038 191038 42+13

@ Cantidad de mineral soluble afiadido a la monocapa. » Blanco, monocapa celular incubada con el tampdén de captacidon.c Ensayo de captacidn, monocapa celular incubada con la
fraccién soluble. ¢ Caleulado como {¢-b). ¢ Calculado como {d/a)x100. FC= férmula de continuacion. (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la misma

papilla desfitinizada o no.
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Tabla 33. Captacién y disponibilidad de calcio por las células Caco-2 a partir de papillas infantiles elaboradas a base de cereales (desfitinizadas o no) y

reconstituidas con férmula de continuacién

Papilla infantil Contenido de Ca Cantidad de Ca Blancor (ug) Ensayo de Captacién de calcio | Disponibilidad del
en las papillas soluble afiadido a la captacione (pg) por las eélulasd (ug) calcioe (%)
infantiles + FC monocapa® (Lg)

(1g/g)

Ocho cereales miel 2285+ 130 3438 +16.1 4.01+ (0.3 25+(3 = 2
g Multicereales 2656 + 62.6 451.5+20 9.04+0.7 14.71+19 G 1.26 +0.06
E Crema de arroz 3743 +93.4 636.+97 4.01+1.01 5.04+0.7 1.03+0.7 ¢.16+0.01
” Cereales sin gluten 2456+ 106.2 4421 9.9 4.57+1.21 5.58 % (14 1.01x0.4 (.23 +0.03

Ocho cereales miel 2285+ 130 479.9+13.3 4.01+0.3 3.24+ (0.2 - -
g Multicereales 2656 + 62.6 451.5+11.9 9.04 +0.7 8.64+1.8 = =
g Crema de arroz 3743 +934 711.2 +8.7 4.01+1.01 6.49 + (1.9 248+ 0.9 (.35 +0.07*
U Cereales sin gluten 2456 + 106.2 368.4+10.1 457+ 1.21 6.75+ (L7 2.18x0.7 (59 +(.1"

@ Cantidad de mineral soluble afiadido a la monocapa. » Blanco, monocapa celular incubada con el tampdn de captacidn.c Ensayo de captacidn, monocapa celular incubada con la
fraccién soluble. ¢ Caleulado como {¢-b). ¢ Calculado como {d/a)x100. FC= férmula de continuacion. (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la misma

papilla desfitinizada o no.
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Tabla 34. Captacién y disponibilidad de cinc por las células Caco-2 a partir de papillas infantiles elaboradas a base de cereales (desfitinizadas o no) y

reconstituidas con férmula de continuacién

PAPILLA INFANTIL Contenido de Zn Cantidad de Zn Blanco® (ug) Ensayo de Captacién de cinc por | Disponibilidad del
en las papillas soluble afiadido a la captacion® (pg) las célulasd (ug) cinee (%)
infantiles + FC monocapa? (Lg)

(hg/8)
Ocho cereales miel 1218+ 1.3 2709 22806 1.02+ 0.6 . =
g Multicereales 2089+ 2.6 23+x2 270+1.1 2.02+04 = =
§ Crema de arroz 17.78+£2.3 7 +2.7 3.96+1.2 2.00+0.3 z =
” Cereales sin gluten 15.63£3.1 3.8+1.38 1.68 + 0.4 12103 - -
Ocho cereales miel 1218+ 1.3 3+13 228+0.6 1.63+ (.3 - -
2 Multicereales 20.89+2.6 27407 270+ 1.1 0.74+ 0.1 - s
g Crema de arroz 17.78+2.3 8+2.9 3.96+1.2 (.93 + 0.07 = B
v Cereales sin gluten 15.63+3.1 34+1.1 1.68+0.4 096+ 0.2 - -

a Cantidad de mineral soluble afiadido a la monocapa. » Blanco, monocapa celular incubada con el tampdn de captacién.c Ensayo de captacidn, monocapa celular incubada con
la fraccidn soluble. ¢ Caleulado como (c-b). ¢ Caleulado como (d/a)x100. FC= férmula de continuacidn. (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la

misma papilla desfitinizada o no.
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estudios desarrollados en esta tesis; no asi cuando se adiciond fitasa exdgena a las
papillas infantiles con el objetivo de incrementar la disponibilidad, ya que los

resultados han sido mas heterogéneos.

En este sentido existen numerosas investigaciones (Wortley ¢t al, 2005; Glahn et
al., 2002; Viadel ef al., 2006) sobre el efecto inhibitorio del acido fitico sobre la
disponibilidad del hierro y (Lonnerdal et al, 1984; Jovani ef al., 2001; Matsui, 2002;
Guillem et al., 2000) sobre la disponibilidad del cinc.

En relacion a que en los ninos de paises desarrollados el consumo de las papillas
infantiles elaboradas con cereales se realiza mediante su mezcla previa con leche o
féormula infantil, serian necesarios mas estudios para poder confirmar la conveniencia
de la adicién de una fitasa exdgena a las mismas, ya que los resultados sobre mejora
en la disponibilidad mineral obtenidos en este estudio a partir de las papillas
mezcladas con formula infantil no son lo suficientemente evidentes. No obstante,
aunque la adicidon de una férmula lactea a las papillas infantiles incrementa el
contenido mineral de las mismas, seria interesante la busqueda de estrategias

encaminadas a incrementar la disponibilidad mineral de estos alimentos.
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con formula de continuacion incrementa la captacién y la disponibilidad del hierro en las
papillas no desfitinizadas, mientras que la desfitinizacion de las mismas no se traduce en un

claro incremento de la disponibilidad del hierro.

4.2. La desfitinizacion de las papillas infantiles reconstituidas con agua, se traduce en general
en una mayor solubilidad del hierro, y parametros de captacion, retencion y transporte de
hierro y cing, en relacion a las mismas papillas reconstituidas con férmula, mientras que no
supone una mejora en la biodisponibilidad del calcio. De acuerdo con los resultados
obtenidos tras el analisis de conglomerados en los tres tipos de estudios realizados para
determinar la biodisponibilidad mineral, se muestra como lo mas idéneo la mezcla de la

papilla infantil con agua frente a su elaboracion con férmula de continuacion.

4.3. Puesto que el consumo de las papillas infantiles elaboradas con cereales se realiza
mediante su mezcla previa con leche o formula infantil, serfan necesarios mas estudios para
poder confirmar la conveniencia de la adicién de una fitasa exdgena a las mismas.
Recomendamos el empleo simultaneo de otras estrategias encaminadas a incrementar la
disponibilidad mineral de estos alimentos como la busqueda de fuentes de minerales mas
biodisponibles, la adicién de promotores de su absorcion en las dosis adecuadas y la

biofortificacion.
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mas estudios para poder confirmar la conveniencia de la adicién de una fitasa exdgena a las
mismas, ya que los resultados sobre mejora en la disponibilidad mineral obtenidos en este
estudio a partir de las papillas mezcladas con formula infantil no son lo suficientemente
evidentes. No obstante, aunque la adicion de una formula lactea a las papillas infantiles
incrementa el contenido mineral de las mismas, seria interesante la buisqueda de estrategias

encaminadas a incrementar la disponibilidad mineral de estos alimentos.
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Table 3. Concentrations of Fe, Ca and Zn from mineral stocks solution

Fe (uM) Ca (mM) Zn (M)
100 5 .
150 20 10
200 50 20

After removing the medium from the tlasks, cells monolayer were washed two times
with phosphate butfered solution (PBS) at 37°C, and then 10 ml of uptake buffer with iror,
calcium, or zine (standard solution) were added to the Caco-2 monolayer and incubated for 1
h at 37°C (5% COz 95% air atmosfere and 95% relative humidity). Medium was then
removed and the monolayer was washed two times with uptake buffer (4°C), cells were
lysed by adding 1 ml of 2% SDS (sodium dodecyl sulfate) and then subjected to dry digestion
at 450°C. Mineral cell content was measured by flame atomic absorption spectroscopy (AAS).
Mineral availability was defined as the percentaje of each mineral applied to the Caco-2 cells

monolayer which was taken up by the cells.

L4.1.c. Toxicity assays. Integrity of the monolayers

To investigate possible adverse effects of infant cereals components or digestive
enzymes in the supernatants on the Caco2 cells, the integrity of the cells was carefully
assesed (Okada ef al., 2000) in a control experiment prior to the bioavailability experiments
(21 days post-seeding). Background resistance was determined by measuring the trans-

epitelial electrical resistance (TEER) across the monolayers.

At 21 days after initial seeding, spent culture medium was aspirated from the apical
and basolateral chambers, and the apical and basolateral cell surfaces were washed two
times with phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2. Then, 1 mL of soluble mineral fraction
obtained as described previously was added to the apical compartment, and 1 ml of BS5
(Balanced salt solution), pH 7.4, was added to the basal chamber. Caco-2 monolayers were
incubated for 180 min with supernatants of the infant cereals digest {dephytinized or no),

and TEER was checked every 30 min, these TEER values were compared with monolayers
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incubated with digestive enzymes without infant cereals. Monolayers with resistances < 200

Q.cm? were not used in the bioavailability experiments.

11.4.1.d. Mineral uptake assays. Infant cereals.

Infant cereals used in Caco-2 cells assays are showed in Table 4. The soluble fraction
was selected to carry out uptake, retention and transport assays with Caco-2 cells, because is
it more similar to the in vivo digest (Perales ef al., 2005). Moreover, the mineral content of the
dialysate was lower than in the case of the soluble fractions, because only the soluble forms
of mineral with a molecular weight below the cutoff value (12000 Da) of the dialysis

membrane are able to dialyze, resulting in low additions to the cells.

Table 4. Commercial and dephytinized infant cereals used in Caco2 cells
experiments, and the reconstitution liquid used: water or follow-on formula (IF)

Commercial infant cereals Dephytinized infant cereals
Eight cereals honey + water Eight cereals honey + water
Eight cereals honey + IF Eight cereals honey + IF
Multicereals+ water Multicereals + water
Multicereals + IF Multicereals + IF
Rice cream + water Rice cream + water
Rice cream + IF Rice cream + IF
Gluten-free cereals + water Gluten-free cereals + water
Gluten-free cereals + IF Gluten-tree cereals + IF

The gastrointestinal digest from the solubility assay was heated for 4 min at 100°C to
inhibit the sample proteases, and then cooled in an ice bath. Glucose (5 mM) and HEPES (50
mM) were added to the soluble fraction, and water was added to adjust the osmolarity (310 +
10 mOsm/kg). After removing the medium from the flasks, the m onolayers were washed two
times with phosphate butfered solution (PBS) at 37°C, and then incubated with the soluble

traction (10 mL) from the digests in the same manner that with the standard solutions.
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evaluate significant differences among means (p<0.05) were carried. Mineral content was
espressed as the mean of five determination and standard deviation (SD). To determine the
effect of dephytinization and follow-on formula addition on mineral solubility and
dialyzability, samples were measured in triplicate for both, and means of the measurements
were used for ANOVA (one-way) and Student’s test. To assess the significant differences
between mineral uptake from both dephytinized and commercial infant cereals, the
Student’s test was applied. For these bioavailability assays, two-way analysis of variance
(ANOVA) were also performed to investigate the effect of dephytinization and follow-on
formula addition, as well as their interaction. For uptake, retention and transport studies,
one-way ANOVA procedures were applied, using Tukey and T3 Dunnett post hoc tests to
determine the effect of dephytinization on mineral bioavailability. Values of p< 0.05 were
considered to be significant. A Pearson correlation analysis was performed to investigate the
possible correlation between different variables assessed in this study. Correlation was
significant at the 0.05 level. For identify homogeneous subgroups of cases in samples used in
this thesis, a Cluster Analysis was applied, then the cases with the lowest distance (or highest
similarity) were combined into a cluster to arrange samples according to similarity based on
several measurements variables within each bioavailability study. Differences were
considered statistically significant at p<0.05. Statistical analyses of the data were carried out

using a statistical software package (SPSS 11.5, Inc., Chicago, IL, USA).
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Table 24. Iron retention, transport and uptake by Caco-2 from infant cereals dephytinized or no

TRON Iron Solubility | Retention | Retention | Transport | Transport | Uptake Uptake
added (%) (Hg) (%) (Lg) efficiency (ug) efficiency
(L) (%) (%)
@ Eight cereals 12,51 1742+6,1°| 1+£0,1° 7,99+22 | 1.59=06% | 221x1> | 2,59%x0,8° 3,6 +0,9
“; honey
= Multicereals 13,08 87227 | 0,79+04" | 6,04+0,6° | 021+0° |[0,14+0,03"| 102" 0,66 +0,2°
g Rice cream 13,13 2421£1,94| 2,19+0,1* | 16,6838 | 1,09£0,7% | 201 £0,8 | 328+1,12 [ 6,05£22°
-~
§ Cereals gluten- 11,18 20,93+48%| 0,78+0,2° | 6,98+0,8" [0,18+0,04" | 0,33+0,1° | 0,96+0,2° 1,8+0,3°
free
Eight cereals 12,51 34,53 +8,6°| 2,52+0,3% |20,14+39% [ 2,18+0,9% | 6,02+1,3* | 4709 1325
2 honey
5 Multicereals 13,08 21,1+1,8% | 21+£0,2% |1628+2,1% | 2,49+0,9% | 401+0,8* | 462+1,6* | 745+3,9?
—? Rice cream 13,13 1919+3° | 2,41+0,3® | 1835+3,4* | 1,66+0,6* | 24306 | 40=+1,22 595+1,12
2 [ Cereals gluten- 11,18 16,64 +6,2°| 1,65+£0,2* [ 14,75+1,3*| 0,99+02* | 1,47+03* | 2,64+08* | 3,93x0,7°
free

Means = standard deviation, n = 3. Different letters (a -b) denotes significant differences (p<0.05) between two assays carried out in the same infant cereal dephytinized or

no.
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IV.4.1.g. Correlation between solubility, uptake, retention and transport of iron,

calcium and zinc.

A signiticant (p<0.05) negative correlation between calcium content and iron and
zine transport (r = 0.426; r = -0.855) and uptake (r =-0.407; r = -0.914) efficiencies were
found. Nevertheless no negative correlation was found between iron or zinc transport
efficiency and calcium transport efficiency. These results are in agreement with the
observations ofPerales et al., (2006). It has been reported that zinc can have a negative
effect on iron absorption (Lind ef al, 2003), according to these authors our results
showed a negative correlation (r = 0.009) between zinc content and iron transport
efficiency. A significative (p<0.05) positive correlation between mineral solubility and
percentages of uptake and transport were also found, this fact confirms that mineral

would be in a soluble form adequate for intestinal absorption (Bergqvist et al., 2006;

Perales et al., 2005; Pyanert ef al., 2006).

IV.5. Infant cereals, dephytinized or no?, reconstituted with water or follow -on

formula?

Cluster Analysis is the name given to a diverse collection of techniques that can be
used to classify objects (e.g. individuals, quadrats, species cic). The classification has
the effect of reducing the dimensionality of a data table by reducing the number of

rows (cases).

In this study, Cluster analysis classifies different infant cereals into homogeneous
groups by means of a conglomerate analysis based to the following variables: (dialysis

percentage, solubility percentage, mineral uptake, retention and transport by Caco-2
cells), to elect the most suitable infant cereal, dephytinized or no and mixed with

water or follow-on formula, according these variables.

Table 27 shows that for the first group of variables first conglomerate was the
most suitable, since as iron and zinc dialysis percentages showed the highest values
corresponding to infant cereals called Wheat and mixed with water, whereas

exogenous phytase addition did not affect. For second and third group of variables
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