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Acido fitico: aspectos nutricionales e implicaciones analiticas

Beatriz Martinez Dominguez, M“ Victoria Ibdiiez Gomez y Francisco Rincon Leon
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RESUMEN. Este articulo proporciona una revision del estado
actual de los conocimientos existentes sobre el acido fitico (AF)
en relacién a varios aspectos. Se incluyen datos en relacién a su
estructura quimica y sus propiedades fisicoquimicas, su presencia
en numerosos cereales y leguminosas y su papel en la planta.
Ademés, se discuten otros aspectos como el significado nutricional
del AF en relacién a su capacidad de quelar proteinas y minerales,
sus efzctos beneficiosos para la salud y los métodos més
cominmente utilizados en su determinaci6n.

Palabras clave: Acido fitico, antinutrientes, protefnas, mineral,
biodisponibilidad, cereales, leguminosas, métodos de anilisis.

INTRODUCCION

El 4cido fitico (AF) y sus sales constituyen la principal
forma de almacenamiento de fésforo (P) en semillas de
cereales y leguminosas (1,2). Sin embargo, en esta forma el
P permanece no disponible para el hombre y animales
monogéstricos (3,4), debido a que éstos no estan provistos
de suficiente actividad de fosfatasas endégenas (fitasas) que
sean capaces de liberar el grupo fosfato de la estructura del
fitato (5). El AF es ademds un compuesto con actividad
antinutricional, debido a su capacidad de formar complejos
insolubles con minerales y proteinas (2,6) convirtiéndolos
en no asimilables por el organismo bajo condiciones
fisiologicas (7-9). ParadGjicamente, el AF, a bajas dosis,
presenta también efectos positivos sobre la salud como son
su accién protectora frente al cédncer, reduccién de la
formacién de célculos renales y prevencién de enfermedades
cardiovasculares (10).

En los tiltimos afios, la divulgacién dada a los potenciales
efectos beneficiosos de dietas bajas en grasas y con alto
contenido de fibra, ha supuesto un fuerte empuje en el uso
de leguminosas y semillas en grano en la alimentaci6n
humana (11). Estos cambios en los habitos alimentarios hacia
una alimentaci6n rica en fibra han conducido a una mayor
Ingesta de fitatos en la dieta (12). No obstante, es importante
Considerar que durante el procesado de los alimentos y la
d_igestién, la cantidad final de AF disminuye
Significativamente (13) como consecuencia de su hidr6lisis,
enzim4tica o quimica, en inositol fosfatos con un menor grado
de fosforilacién (InsP5 - InsP) (2,14). Uno de los principales
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SUMMARY. Nutritional and analytical implications of phytic
acid. This review provides a current summary of the literature
concerning various aspects of phytic acid. These include data
relative to its chemical structure and physicochemical properties,
its occurrence in numerous cereals and legumes, and its role in
plants. In addition, the nutritional significance of phytate with regard
to its protein and mineral binding abilities, its health benefits and
the methods commonly used for the analysis of phytate are

discussed.
Key words: Phytic acid, antinutrients, proteins. mineral,
bioavailabilty, cereals, legumes, analytical methods.

problemas encontrados en la interpretacion de los datos
existentes sobre el AF en la bibliografia es el derivado de la
variabilidad de resultados asociada a la utilizacién de
diferentes procedimientos analfticos para su determinacién.
En la actualidad, dado que los efectos del AF y sus derivados
desfosforilados en la nutricién humana son diferentes,
aquellos métodos que permiten su separacién son
considerados los mds adecuados (2,14).

Estructura quimica y propiedades

Se han propuesto varios modelos para la estructura del
AF. Segiin el modelo propuesto por Anderson (15), el AF
seria una molécula con seis grupos ortofosfato (InsP6), de
nombre quimico myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexaquis

(dihidrégeno fosfato) (16-18). Seguin esta estructura, el AF,

apH neutro y al pH que normalmente presentan los alimentos,
es una molécula cargada negativamente y por tanto muy
reactiva, por 1o que presenta una elevada capacidad para
formar complejos o unirse a moléculas cargadas
positivamente como cationes o proteinas (19). La interaccion
del AF con las proteinas es pH-dependiente, mientras que
con los cationes la interaccién es debida exclusivamente a
sus numerosos grupos fosfato: éstos pueden unirse bien a un
s6lo grupo fosfato, a dos grupos fosfato de una misma
molécula o a grupos fosfato de distintas moléculas de AF
(Figura 1) (18,20). En la semilla el AF se encuentra como
una mezcla de sales con varios cationes como K, Mg, Ca,
Mn, Zn y Fe (21); el término fitina se ha empleado para
designar una mezcla de sales de Ca 'y Mg del AF (22,23).
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FIGURA 1
Interacciones del AF con proteinas y minerales (18)
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La “insolubilidad” del AF es la principal causa de su
comportamiento antinutricional y de sus propiedades
fisicoquimicas (16,24). Sin embargo, es importante considerar
que la solubilidad de las sales del AF varia con el pH, ya que
el grado de protonacién de los grupos fosfato que no se han
unido a los metales estd en funcién de dicho pardmetro (25).
Aparentemente, en la semilla el AF se encuentra como sales
relativamente solubles de Na o K mas que como fitina
insoluble (26). Las sales de Ca y Mg son solubles a pH bajos
e insolubles a pH elevados, por lo tanto a pH fisiol6gico serfan
insolubles, de ahf el descenso de la biodisponibilidad mineral.
En general, las sales hidrogenadas y monovalentes del AF
son solubles en agua, mientras que las sales metdlicas
divalentes y trivalentes son bastante insolubles (27).

El grado de interaccién entre AF y proteinas es
dependiente de la carga neta de la proteina, de su
conformacién y de las interacciones con minerales a un pH
dado (18,28,29). A bajo pH, por debajo del punto isoeléctrico
de las proteinas, éstas se encuentran cargadas positivamente
y el AF negativamente. En estas condiciones, se produce una
fuerte interaccion electrostdtica entre grupos amino terminal
de las proteinas, y ésteres fosfato anidénicos del AF,
formandose un complejo binario (16, 18) (Figura 1). A pH
intermedio, por encima del punto isoeléctrico de las proteinas,
dado que la carga de las proteinas al igual que la del AF es
negativa, su interaccion seria imposible, sin embargo si puede
realizarse a través de la formacién de un complejo ternario
con cationes divalentes como el Ca** o el Mg** (Figura 1).
Esta unién se realiza a través de los grupos carboxilos
ionizados y el grupo imidazol desprotonado de la histidina,
siendo necesaria una concentracidon minima de estos cationes
para mantener estos complejos (18). A pH intermedio también
pueden existir algunos complejos binarios, ya que a dicho
pH los residuos lisil y arginil de las proteinas estdn ain
cargados positivamente. A pH elevado la interaccion entre
las proteinas y el AF disminuye, los grupos lisil y arginil
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pierden su carga, v por tanto su capacidad de formar
complejos binarios. Los complejos ternarios se desestabilizan
ya que la fuerza iénica aumenta a pH elevado; un incremento
en la concentracién del i6n Na hace que la reaccién de
equilibrio del complejo ternario se desplace hacia la derecha
liberdndose fitato cdlcico insoluble y proteina-Na soluble
(Figura 1) (16,18). Como hemos visto la formacién de
complejos entre AF y protefnas no sélo afecta a la solubilidad
y propiedades funcionales dec las mismas, sino que también
tiene una gran influencia en la biodisponiblidad mineral (30).
Adem4s, el AF puede unirse también al almidén, bien
directamente a través de puentes de hidrégeno o
indirectamente mediante las proteinas a las que se asocia
(29).

Distribucién, localizacién y contenido

El AF se encuentra ampliamente distribuido en el reino
vegetal. En la mayoria de las plantas una gran proporcién de
P (80%) est4 presente en forma de fitato (6,31), especialmente
en aquellas semillas en las que el AF se encuentra en
concentraciones elevadas, desde 1-7% (2,32). Asi, en las
semillas de cereales, oleaginosas y leguminosas los niveles
de AF son elevados y constituyen el mayor porcentaje (60-
82%) del P total; varias raices y tubérculos presentan
cantidades moderadas de AF, siendo el P fitico el 21-25%
del total, mientras que en verduras las cantidades de AF
encontradas son muy pequeiias (5,33).

En cereales el P fitico constituye el 64-85% del P total
(33), localizandose la mayoria del AF en aleuronas celulares
(21,34). Los niveles de AF (g/100g) encontrados en el arroz
entero (Orize sativa) oscilan desde un 0,86-0,99%.
localizdndose €l 80% del fitato en la capa externa del salvado;
en el trigo (Triticum aestivumy) la localizacién es similar ala
del arroz y los valores mayores: 1,13%; en el maiz (Zea
mays) el AF representa de 0,77-0,99%, y de éste mds del
90% se encuentran en el germen (16,33,35). En el sorgo
(Sorghum vulgare) se han encontrado valores de 0,82-0,96%
siendo los niveles de AF mayores en las variedades coloreadas
(33). En la cebada (Hordeum vulgare) y en la avena (Avena
sativa) los niveles de AF obtenidos son del 0,99% y 0,77%,
respectivamente (16).

En la mayoria de las semillas de leguminosas el P fitico
constituye aproximadamente el 80% del P total, y se localiza
fundamentalmente en ¢l cotiled6n y ejes embrionarios (36).
Estructuralmente su localizacién no es bien conocida; segun
algunos autores estd integrado con ¢l cuerpo de proteinas
formando complejos con proteinas o minerales (2), sin
embargo otros investigadores han indicado que en judias mas
del 70% del fitato se encuentra en formas solubles en agua,
posiblemente combinadas con proteinas solubles, mis que
como fitina insoluble (9,37). En habas (Vicia faba) los niveles
de AF oscilan entre 0,71-1,15% (38), localizandose
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fundamentalmente en el cotiled6n, mientras que la c4scara
contiene tan solo del 0,06-0,20% del AF (39). El contenido
de AF del guisante (Pisum sativum) es del 0,75-0,94% (38).
En el frijol de vaca (Vigna unguiculata) el AF constituye un
0,77% (35). En lentejas (Lens culinaris) y garbanzos (Cicer
ariefinum) los niveles de AF son similares, aproximadamente
un 0,7% (33).

En la soja (Glycine max) el AF constituye el 1,5% del
peso total del cotiledén, y un gramo de soja contiene
aproximadamente 4 mg de fitato que representan el 57% del
P orgdnico y el 70% del P total, este fitato se encuentra
uniformemente distribuido en el cotiledon, probablemente
como fitato potdsico soluble (16, 40, 41). En otras semillas
oleaginosas, como girasol (Helianthus annuus), cacahuete
(Arachis hypogaea) y algodon (Gossypium herbaceum), el
AF se encuentra en subestructuras de tipo cristaloide o
globoide que al parecer no existen en 1a soja (16). En general,
en las harinas de semillas oleaginosas el P fitico es ¢l 60-
77% del total, siendo los niveles de AF muy elevados, desde
1,7% en la harina de cacahuete hasta 4,8% en la de semilla
de algodén (16,33).

Funcién fisiolégica en la planta

Entre las funciones fisiolégicas que se le han atribuido al
AF se encuentran: dep6ésito de P, depdsito de energia, fuente
de cationes o iniciador de la latencia (16). Ademds, algunos
metabolitos procedentes del myo-inositol y del inositol
monofosfato (InsP) juegan un papel importante en el
desarrollo de la planta (42). Raboy et al. (43,44) han realizado
una descripcion detallada de la sintesis y metabolismo del
AF y los myo-inositol fosfatos en la planta.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto un
incremento en la acumulacién de AF con la maduracién de
la semilla. Aunque dicha acumulacién ha sido interpretada
por algunos autores como una manera de prevenir niveles
excesivamente altos de P inorgénico durante la maduracién,
la mayoria coincide en que su funcién principal es el
almacenamiento de P (24). En la semilla, el AF constituye el
principal almacén de P inorgénico, en forma de fosfatos y
myo-inositol, asi como de determinados cationes, como el
Mg?* que son movilizados durante la germinacién para la
sintesis de 4cidos nucleicos (23,33,45), ademds el myo-
inositol es un importante precursor de los polisacaridos dc la
pared celular (46) y de fosfolipidos incluidos en la sefial de
transduccién (47). Por otro lado, la capacidad antioxidante
del AF hace que éste contribuya a aumentar el tiempo de
latencia de la semilla, ya que previene la peroxidacién de
lipidos (48), y se ha visto que inositoles metilados participan
en la osmoproteccién en plantas halofilicas (49).

La regulacién de la acumulacién de AF durante el
desarrollo de la semilla no es totalmente conocida, parece
ser que se lleva a cabo mediante un control genético en el

que participan numerosos genes (50, 51). Altas
concentraciones de AF en semilla de soja aparecen como
paralelas a mayores concentraciones de P en la hoja, y ambas
estin relacionadas de una manera compleja determinada tanto
por factores ambientales (influyen en la cantidad de P
disponible), como genotipicos (influyen en la absorcién de
P), de modo que determinan el suministro de P durante la

-germinacién (52).

Numerosos investigadores han encontrado una reduccién
del AF durante la germinacién en las semillas de leguminosas,
aparentemente como resultado de un elevado aumento de la
actividad fitasa (14,30,53-56). La enzima fitasa (myo-inositol-
hexaquisfostato 3-fosfohidrolasa, EC 3.1.3.8), que cataliza
la hidrélisis del AF en myo-inositol, myo-inositol fosfatos y
fosfatos inorganicos (21) estd ampliamente distribuida en
plantas, tejidos animales y en numerosas especies de mohos
(9,57). Las semillas presentan tanto actividad fitasa
constitutiva, asi como enzimas fitasa que son sintetizadas
“de novo” durante la germinacién (58). La actividad fitasa
intrinseca depende del tipo de alimento vegetal que se
considere (59), no obstante la mayoria de las fitasas de las
semillas se encuadran dentro de las fosfatasas acidas no
especiticas, teniendo un pH 6ptimo de 4-5.6. Por el contrario
la actividad fitasa adicional, que se localiza a nivel subcelular
en el cuerpo de proteinas en aleuronas de cereales y esta
asociada a las membranas de los organulos corpusculares de
almacenamiento de fitina, se produce a pH alcalino (46).

Significado nutricional y fisioldgico

El AF se encuentra en los alimentos en niveles del 0, 1-
6% (60,61), dependiendo su concentracién de la parte de la
planta que se consuma: en semillas los niveles son elevados,
en tubérculos, raices y frutas moderados, y en verduras bajos
(33). En pafses subdesarrollados y en vias de desarrollo, asf
como en la poblacién vegetariana de paises desarrollados, el
consumo de alimentos con altos niveles de AF es muy elevado -
(1,62,63). El consumo medio de AF en la dieta se ha estimado
en 0,75-0,79 g/persona/dia, siendo estos niveles 2 6 3 veces
mayores en paises en vias de desarrollo como la India (62).

Efectos antinutricionales

Los fitatos reducen la biodisponibilidad mineral e inhiben
enzimas proteoliticas y amiloliticas (62,64). A pesar de que
la naturaleza exacta y el grado de unién del AF a minerales y
proteinas son dificiles de determinar, y su papel en la nutricién
es complejo (65), sf estd claro que altos niveles de AF en la
dieta estan asociados con efectos nutricionales adversos en
el hombre (62).

Efectos en la proteina
La interaccién del AF con las protefnas ha sido
ampliamente estudiada, principalmente en soja, sin embargo
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su naturaleza no es totalmente conocida y los efectos
antinutricionales en la disponibilidad de dichas protefnas no
estan aun claros (26,38).

La existencia de una correlacién negativa (p < 0,05) entre
el AF y la digestibilidad proteica ha sido puesta de manifiesto
en varios alimentos (64,66-69). Sin embargo en varios
estudios, tanto in vivo como in Vitro, sobre el efecto del fitato
en la digestibilidad de las proteinas queladas y la absorcién
de aminodcidos, el efecto adverso del fitato es 0 muy pequeiio
o nulo (70-73). Anderson (74) ha revisado la interaccidn entre
AF y proteinas, encontrando resultados discordantes en los
experimentos in vivo en lo referente a ingesta de fitato y
digestibilidad proteica. La causas de estas discrepancias puede
ser la diferente naturaleza de la fuente de proteinas (38). Otros
investigadores han atribuido el efecto negativo de los fitatos
en el metabolismo proteico mas que a la formacién de un
complejo fitato-proteina a la capacidad de inhibir enzimas
digestivas (26). Es conocido que el AF inhibe ¢t-amilasa de
diferentes origenes, tripsina, tirosinasa y pepsina (57). Que
el fitato inhiba enzimas como la pepsina no es extrafio, ya
que al pH 4cido al cual ésta es activa se promueven fuertes
uniones electrostiticas entre ambos; lo mismo ocurre con
aquellas enzimas que tienen un pH 6ptimo 4cido (26). A
diferencia de lo que ocurre con la pepsina, la interaccién con
1a tripsina y la quimiotripsina no s6lo depende del pH, sino
también de otros factores entre los que se encuentra la relacién
proteina/fitato. A pH 3 el fitato forma complejos insolubles
tanto con la tripsina como con la quimotripsina, sin embargo
a pH 7,8 , en el que la actividad de estas enzimas es algo
mayor, es necesario el Ca** para la formacién estos complejos,
no obstante las condiciones a la que se producen fuertes
interacciones rara vez se dan in vivo (26). Varios estudios
han mostrado claramente que aunque la digestibilidad de la
proteina, y por lo tanto la absorcién de aminodcidos, es
solamente marginalmente mayor en dietas con bajo contenido
en fitato, las diferencias encontradas no son estadisticamente
significativas (75-77).

Una cuestién clave a tener en cuenta para entender el
efecto antinutricional del AF seria conocer cuanto fitato esta
aun disponible tras el procesado. Si consideramos la fuerte
afinidad del AF hacia varios cationes y el tipo de interacciones
que supone su asociacion con proteinas de la dieta, asi como
el efecto del procesado de los alimentos, la degradacién
térmica de los ésteres inositol y el pH, habria que esperar
que quedara poco fitato libre que interaccionara con enzimas
y sistema digestivos para causar una influencia significativa
(26). Por otro lado hay que tener en cuenta que estudios
anteriores han mostrado que en presencia de minerales como
Ca’ o Mg*, 1a inhibicidn in vitro de las enzimas podria ser
mucho menor (78). Existen también evidencias de que el
complejo fitato-proteina es menos susceptible a la digestién
proteolitica que la protefna sola, sin embargo es 16gico que

las proteinas en las cuales alguna cadena lisil o arginil estdn
queladas por el fitato, no sean efectivamente hidrolizadas
por la tripsina, en estas condiciones serian mds efectivas
enzimas como la quimotripsina que muestra gran afinidad
por las cadenas hidrofébicas (26).

Dado que la interaccién fitato-proteina y su efecto en la
digestibilidad proteica se produce bajo una amplia gama de
condiciones, y tanto las condiciones simuladas in vivo como
los resultados obtenidos son limitados, el estudio de los
efectos adversos de los fitatos en la nutricién deberia ser
dirigido exclusivamente hacia el punto de vista de la
biodisponibilidad mineral (26).

Efectos en la biodisponibilidad mineral

Por su estructura altamente reactiva, el AF es un excelente
agente quelante presentando gran afinidad por todos los
elementos trazas polivalentes y minerales como Cu?*, Co*,
Mn?*, Zn*, Fe**/Fe™*, Mg* y Ca** (6,40,45,79-82). La mayor
parte de los estudios realizados sobre la interaccién entre el
fitato y los minerales ponen de manifiesto la existencia de
una relacién inversa entre la absorcién de estos
micronutrientes y el AF, aunque existen grandes diferencias
en el comportamiento individual de cada elemento mineral
(16).

Los efectos adversos del AF en la biodisponibilidad
mineral dependen de un gran niimero de factores entre los
que se destacan la concentracién de AF y la fuerza de su
unién con los diferentes minerales (29). También influyen
otros factores como (16,29,83-86): (a) las condiciones de
procesado del alimento (especialmente el pH), asi como ¢l
tipo de AF (afiadido o enddgeno) y la concentracién de
minerales en dicho alimento, (b) si el AF es ingerido en la
misma comida que la fuente mineral o en comidas separadas,
(c) la concentracién de proteinas de la dieta, y por tanto la
presencia de proteinas, péptidos o amino4cidos en el intestino
que pueden interferir en la formacién del complejo fitato-
mineral, (d) la presencia de otros agentes quelantes como
fibra dietética, 4dcido ox4lico, acido ascdrbico, dcido citrico
o taninos, que pueden competir con el AF en su unién con
minerales, (e) la presencia de fitasa de origen intestinal,
bacteriana o de la dieta, asi como la inhibicién de dicha
enzima, y (f) la adaptacién metabdlica del individuo a altos
niveles de AF. Zhou y Erdman (2) y Plaami (87) han revisado
el efecto del AF en distintos minerales.

Calcio

Estudios realizados en el hombre indican que el AF reduce
la absorcién de Ca (88), y que la disminucién del AF en la
soja mediante mejora genética, supone un incremento en 1a
biodisponibilidad de este mineral (89). Por el contrario, los
resultados obtenidos en ratas son contradictorios: algunos
estudios indican la existencia de un efecto inhibidor del AF
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en la absorcién de Ca (90,91), mientras en otros no se obtiene
efecto significativo alguno (79,92-94). Por otra parte se ha
sugerido que las ratas no pueden ser consideradas como un
buen modelo para la absorcién de Ca debido a la actividad
fitasa de su mucosa intestinal, que en el hombre (si existe)
no juega un papel importante en la digestién del AF (89).

Lonnerdal et al. (90) han indicado que el efecto inhibidor
del fitato depende del grado de fosforilizacion del inositol,
cuando es elevado (5 6 6 fosfatos) la absorcién del Ca y Zn
es inhibida significativamente, sin embargo a niveles de
fosforilizacién menor este efecto no se observa. La
solubilidad de los complejos formados depende también de
la raz6n fitato-Ca; asf la solubilidad del complejo fitato-Ca,
es extremadamente baja a razones 1/8, pero a otras es alta
(81). Cuando el Ca estd presente en concentraciones elevadas
se forman complejos con 5 6 6 cationes por molécula de
fitato ([Ca],-fitato o [Ca] -fitato) (25). También pueden existir
otros complejos que incluyen de uno a 4 cationes unidos a
una molécula de fitato, dependiendo de la concentracién de
Ca presente; los complejos hexa-, penta-, tetra-, y tricalcio
son insolubles mientras que los complejos mono- y dicalcio
son solubles (95). No obstante, la absorcion del Ca de los
complejos solubles fitato-Ca es muy pobre, ya éstos que no
sufren transporte pasivo en el intestino debido a la alta carga
de estas moléculas (45). Por dltimo, hacer notar que los
complejos insolubles fitato-calcio son también considerados
como los principales responsables de la reduccién de la
biodisponibilidad de otros minerales como Fe y Zn, a través
de la unién de éstos al complejo fitato-Ca para formar un
complejo adn menos soluble (2,86).

Hierro

Debido al importante contenido de Fe de los cereales, la
mayorfa de los estudios sobre la interaccién entre el AF y
este mineral se han realizado con el pan integral, que al mismo
tiempo vehicula el AF presente en la cubierta de la semilla.
A la hora de evaluar los resultados de dichos estudios es
importante tener en cuenta la adicién de Ca, practica habitual
en la elaboracidén del pan, ya que estudios sobre el balance
de nutrientes tanto in vivo como en investigaciones in vitro
sugieren que la adicién de calcio reduce la hidr6lisis del AF
(11), como consecuencia de que elevadas concentraciones
de dicho mineral impiden la accién de las fitasas (96).
Numerosos estudios realizados en el hombre indican que el
AF tiene un fuerte efecto inhibidor en la absorcién de hierro
(97-99). Es conocido que el salvado es un importante
inhibidor del Fe, y aunque segin las investigaciones realizadas
por Simpson et al. (100) este efecto no puede ser atribuido
por entero al fitato, la mayoria de los estudios coincide en
que es debido exclusivamente al AF y otros inositol fosfato
presentes en el salvado y no a la presencia de fibra y otros
constituyentes (2,97,99). Se ha demostrado en adultos que el

efecto negativo del AF en la absorcién del Fe es dosis-
dependiente, pudiéndose incrementar la biodisponibilidad del
Fe mediante la adicién de dcido ascérbico (2,101). El 4cido
ascorbico no sélo facilita la solubilizacién del Fe de la dieta,
sino que ademas reduce el i6n férrico a ferroso, que es mas
soluble, y forma complejos con éstos, impidiendo por tanto
su unién al AF, estos complejos Fe-ascorbato siguen siendo
solubles en el intestino delgado (102).

Zinc

Numerosas investigaciones en animales de
experimentacién demuestran que el AF contenido en los
alimentos reduce la biodisponibilidad del Zn (95,103). Los
InsP6 y InsP5 son las formas de AF que ejercen este efecto,
mientras que los fitatos con menor grado de fosforilacién
ejercen un bajo o nulo efecto en la absorcién del Zn (104).
Los resultados de estudios en el hombre también han
demostrado que el AF presente en la dieta inhibe la
biodisponibilidad del Zn, y que altos niveles de este
antinutriente pueden dar lugar a una deficiencia de Zn (2).
En Espaiia, las necesidades calculadas para este elemento
sélo se cubren en un 68,3% (105), siendo considerado
principal responsable el AF. Se ha sugerido 1a raz6n molar
AF/Zn como indicador de la biodisponibilidad del Zn, y asi
valores de la misma mayores de 20 supondrian una
disminucién de la absorcion de este mineral (106-108). Otros
investigadores, considerando que el contenido de Ca en la
dieta es de vital importancia en el efecto negativo del AF
sobre el Zn (109), indican que para la prediccién de la
utilizacién del Zn serfa més adecuada la razo6n fitato-Ca/Zn
(85,110). Un aumento de la concentracién de Ca en dietas
que conticnen Zn y fitato supone una reduccién de la
biodisponibilidad del Zn (95) debido a la formacién de
complejos insolubles Ca-fitato-Zn (2). A valores de la razén
fitato-Ca/Zn mayores de 22 la utilizacién de Zn queda
comprometida (106). v

Por ulimo sefialar que cuando en un alimento confluyen.
diferentes constituyentes capaces de ejercer una accién
antinutritiva frente a cationes, tal es el caso de oxalatos,
taninos, fibra y AF, resulta complicado establecer un orden
de importancia en cuanto a las fuerzas de unién que cada
uno de ellos ejercen (111, 112). La mayoria de los alimentos
que presentan elevado contenido de AF son también buenas
fuente de fibra dietética, la cual tiene una gran afinidad por
los minerales, y aunque los fitatos y la fibra son separados y
evaluados independientemente en los distintos estudios, es
dificil atribuir los efectos negativos en la biodisponibilidad
mineral dnicamente a los fitatos (33). Asf pues, justificado el
efecto negativo del AF sobre la biodisponibilidad mineral
serfa adecuada la seleccién genética de semillas con bajo
contenido en AF, sin embargo aunque ésta supone un aumento
de la eficiencia de utilizacién del P, lo cual es deseable,
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implica una disminucién de la toma de P hacia el interior del
germen o la semilla que no es deseable. En cualquier caso,
los programas de mejora genética han de estar dirigidos a
reducir el contenide de P fitico, pero manteniendo el
contenido total de P en la planta y en la semilla, asi como
otros constituyentes deseables (51,113).

Efectos farmacolégicos

Del AF a bajas concentraciones, ha sido descrita
bibliograficamente la existencia de efectos positivos, entre
los que se pueden citar: retardo de la digestibilidad del
almidén y disminucion de la respuesta a la glucosa en sangre,
hipocolesterolemia, prevencién de célculos renales, control
de la caries dental y cdncer, y mejora de la capacidad de
captacién de oxigeno de los glébulos rojos (2,18,32,81,114).
Estudios epidemioldgicos y estudios en ratas sugieren también
un posible papel preventivo del AF frente a diversas patologias
cardiacas, derivado del control de la hipercolesterolemia y la
arteriosclerosis en el hombre (2,115,116). También se ha
indicado el papel del AF como antidoto frente a la intoxicacién
aguda por plomo, debido principalmente a su capacidad de
unirse a minerales (29,32).

La adicién de AF (en niveles de 0,2-9%) en la dieta de
ratas reduce significativamente los niveles plasméticos de
colesterol y triglicéridos (117). Esto parece estar relacionado
con la capacidad del AF de unirse al Zn disminuyendo los
niveles séricos de Zn y la razén Zn/Cu, ya que altos valores
en esta relacién tienden a predisponer al hombre a
enfermedades  cardiovasculares por  implicar
hipercolesterolemia (29). Ademds, posiblemente este efecto
estd también relacionado con la reduccién de los niveles
plasmadticos de glucosa y la concentracién de insulina (116),
la cual conduce a una disminucién del estimulo para la sintesis
hepdtica de lipidos (118).

Por otra parte el AF disminuye la velocidad de la digestion
del almidén por los mismos mecanismos por los que ejerce
su accién antinutriente, esto es, puede unirse o bien
directamente a la Ot-amilasa inactivdndola, o al Ca que es
necesario para estabilizar la actividad amilasa, o al almidén,
modificando asf su grado de gelatinizacién o su accesibilidad
para las enzimas digestivas, ademds influye en la respuesta
sanguinea a la glucosa por producir retardo del vaciado
géstrico (29).

Estudios realizados en animales y en el hombre han
mostrado que la inclusién en la dieta del salvado de trigo
supone un papel protector frente a diversos tipos de cdncer,
especialmente de colon y mama, sin embargo en un principio
no estaba claro si este efecto era debido exclusivamente a la
fibra 0 a otros componentes como el AF (119). En este sentido,
Jenab y Thompson (120) han observado que el AF presente
en el salvado de trigo, asi como el AF afiadido a dietas con
bajo contenido en fibra reduce la presencia de biomarcadores

del riesgo de cancer. Ademds estudios realizados en ratag
alimentadas con AF muestran una relacién negativa
significativa entre los niveles de AF (0,6-2,0%) y Ia
proliferacion de c€lulas epiteliales en el colon ascendente y
descendente (121). El AF disminuye el riesgo de cdncer a
través de varios mecanismos (29,32,122,123): (a) al unirse
al Fe disminuye la formacién de radicales libres durante la
oxidacion de los lipidos, ya que ésta es catalizada por dicho
i6n, (b) al unirse al Zn, que es necesario para la sintesis de
ADN, reduce indirectamente la proliferacién celular, (c) al
retardar la digestion del almidén, éste puede llegar al colon
y ser fermentado por las bacterias produciéndose 4cidos
grasos de cadena corta cuya actividad protectora frente al
céancer es conocida. Shamsuddin et al. (124, 125) han revisado
el papel del AF sobre el cancer, llegando a la conclusién de
su papel no solo en la prevencién sino también como agente
terapéutico ya que los InsP6 incrementan la diferenciacién
de células malignas que a menudo resulta en una reversion
al fenotipo normal (126). No obstante, el efecto del AF no
es igual en todos los 6rganos: aunque se ha encontrado una
reduccién en la incidencia de nddulos hiperpldsicos en el
higado, de carcinoma hepatocelular y de cdncer de mama
(29,127), estudios realizados con distintos carcinégenos en
esofago, intestino delgado, colon, rifiones y tiroides muestran
un efecto nulo del AF en la incidencia de cdncer en estos
organos (128).

En cuanto a la prevencién de cédlculos renales y
tratamiento de la hipercalciuria, existen evidencias
experimentales de que los inositol di- y trifosfato (InsP2,
InsP3) son efectivos en la prevencién de cristales de
hidroxiapatita in vitro, que son los que actiian como niicleo
en la formacion de célculos (2, 129). Ademds estudios in
vivo e in vitro y estudios clinicos, han mostrado claramente
que el fitato juega un papel importante como inhibidor de la
cristalizacion de sales cdlcicas en los fluidos bioldgicos,
siendo considerado una alternativa clara en el tratamiento
de la litiasis renal (130).

Métodos de analisis

Dado que el AF no tiene un espectro de absorcién
caracteristico. y por tanto no existen reactivos especificos
para su identificacién, su determinacién ha constituido un
problema analitico durante mucho tiempo. Hasta 1980, el
AF era exclusivamente determinado a través de métodos de
precipitacién no especificos o de intercambio i6nico. En la
actualidad, aunque algunos de los métodos anteriores siguen
vigentes, el empleo de procedimientos en los que se incluyen
HPLC de fase reversa, cromatografia de par iénico o RMN
es comdn.

Extraccién del AF
En la extractabilidad del fitato presente en los distintos
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alimentos y/o semillas influyen varios factores entre los que
se encuentran (36,131): (a) la asociacion del fitato con otros
componentes, y por tanto la naturaleza de las proteinas y los
cationes mono- y divalentes con los que el fitato se encuentra
formando complejos, (b) el pH, (c) el tipo de solvente y fuerza
iénica usada en la extraccién, y (d) la presencia de Fe
endégeno, que a altas concentraciones puede precipitar el
fitato durante la extraccién, y con ello producir un error por
defecto en la cuantificacién final.

Varios solventes han sido evaluados para determinar su
especificidad en la extraccién del AF. Los mds comdnmente
atilizados son el HCI (0,2 N, 0,5 N 6 0,65 N) (64,69,132-
138) y el 4cido tricloroacético diluido (TCA) (36,139-141).
En la bibliografia también aparecen otros solventes como el
H,SO, al 3% (131,139) y Ia solucién HCI 1,2% / Na,SO,
10% (131,142). Reddy y Salunkhe (36) han estudiado la
eficiencia de diferentes solventes en la extraccién en un tipo
de judia (Phaseolus mungo), obteniendo extracciones mds
completas y mayores valores de AF con TCA al 3% que con
HCI al 2%. Otros autores (141,143) también han observado,
en judias y trigo, una baja solubilidad del fitato en HCl debida
probablemente a la formacién de complejos insolubles entre
fitato y proteinas. Estudios realizados por Camire y
Clydesdale (139) muestran resultados similares en la
extraccién con H,SO, al 3% y con TCA al 3%. Plaami y
Kumpulainen (131) han obtenido en cereales la misma
efectividad utilizando H,SO, al 3% y HCl al 2,4% (0,65 M),
siendo ésta menor que la de la solucién HCI 1,2 % / Na SO,
10%.

En cuanto a las condiciones de extraccién, algunos autores
han indicado que el uso de altas temperaturas (60 °C) implica
extracciones mas satisfactorias, obteniéndose extractos mas
claros, y ademds se previene el desarrollo de gas durante la
formacién del complejo fitato férrico en los métodos de
precipitacion con cloruro de hierro (143). No obstante, en Ia
mayoria de los estudios la extraccién se realiza a temperatura
ambiente y con agitacion continua, durante tiempos que
oscilan de 0,5-3 horas, tras lo cual la suspensién obtenida es
centrifugada y filtrada.

Métodos de precipitacion

Estos métodos estan basados en el desarrollado por
Heubner y Stadler (144), y la mayor parte de ellos incluyen
la precipitacién a bajo pH y la formacién, en presencia de un
exceso de i6n férrico de un complejo Fe-fitato y la
subsiguiente cuantificacién del P, Fe o del inositol en el
precipitado (71,131,141). En los casos en que la
cuantificacién final se realiza sobre el Fe, la concentracién
de P fitico es calculada usando una razén teérica Fe:P de 4:6
(139), en estos métodos es importante el lavado del
precipitado obtenido ya que la presencia de SO, o Cl en la
extraccién puede alterar Jarazén Fe:P (131). Una vez obtenido

el valor del P fitico, el cdlculo del contenido de AF se realiza
considerando el valor tedrico 28,2% de P en la molécula de
AF (22). Existen métodos indirectos en los que la
cuantificacién, ya sea del P (131,145) o del Fe residual (39)
se realiza en el sobrenadante, y el AF es calculado por
diferencia. Reddy et al. (54) han revisado los métodos de
precipitacién disponibles para la determinacién del AF.

Métodos de intercambio ionico

En estos métodos la etapa de precipitacién es eliminada,
la extraccién del fitato se realiza directamente y la solucién
resultante es pasada a través de una resina de intercambio
iénico, eluyendo primero el P, y posteriormente el fitato que
es determinado por distintos procedimientos. El uso de una
columna de intercambio aniénico fue introducido por Harland
y Oberleas (135) que desarrollaron un método en el que una
vez extraido el fitato con HCI 1,2%, el extracto obtenido es
eluido a través de una resina de intercambio idnico para
separar ¢l P inorgénico. El fitato eluido es digerido con H,SO,
y HNO, concentrado, y el contenido de P liberado
cuantificado colorimétricamente. El principal inconveniente
de este método es que la etapa de digestion necesita una
continua atencién para minimizar las pérdidas producidas
como consecuencia de una digestién incompleta o excesiva
(137), se ha sugerido que si la digestién 4cida no es completa
las muestras sean introducidas en la mufla durante 8 horas a
535°C (1). Posteriormente, Latta y Eskin (137) desarrollaron
un método mds rdpido y simple, basdndose la reaccién entre
el i6n férrico y el 4cido sulfosalicilico. En éste, el AF es
primero concentrado en una resina de intercambio aniénico,
y una vez eluido el P inorgédnico con NaCl 0,5 M se realiza
la elucién del fitato con NaCl 0,7 M. La concentracién de
fitato se determina colorimétricamente utilizando el reactivo
de Wade (FeC13~6HZO al 0,03% y 4cido sulfosalicilico al 3%),
utilizando como estandar fitato célcico, que es previamente
convertido en AF libre y determinado con el método de
Harland y Oberleas (135), o bien fitato sédico que es soluble
en agua por lo que no es necesaria su conversion en AF libre.

En la actualidad sigue vigente el método considerado
como oficial por la A.O.A.C. (147) desarrollado por Harland
y Oberleas (17). Estos autores considerando que el fitato en
la planta se encuentra unido a protefnas y minerales,
modificaron su método inicial (135) mediante la inclusion
del 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el ajuste de
los extractos a pH 7, para eliminar estas uniones y mejorar
asf la recuperacién del fitato y la exactitud del ensayo. Asf,
el AF es extraido de la matriz del alimento con HCl al 2,4%
y el extracto obtenido, una vez filtrado, es diluido con una
solucién de EDTA/NaOH y lavado a través de una columna
de intercambio aniénico, donde la mayoria de las impurezas
son eluidas fuera de la columna, mientras que el AF es
retenido en la misma.
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El principal inconveniente tanto de los métodos de
precipitacién como de los de intercambio iénico es la falta
de especificidad, como consecuencia de la dificultad del ajuste
de las condiciones de hidrdlisis necesarias para que sélo
determinados inositol fosfato (InsP6) sean liberados para su
cuantificacién (147). Por ello estos métodos son validos para
aquellos cereales y leguminosas que se encuentren en estado
natural, ya que en ellos basicamente sélo hay AF (InsP6), no
aconsejandose su uso en alimentos procesados, ya que €stos
contienen también cantidades apreciables de isémeros del
AF desfosforilados como InsP5, InsP4 e InsP3 y posiblemente
InsP2 e InsP (148). Estos fosfatos son determinados también
en los métodos de precipitacidn, y en los de intercambio i6nico
son retenidos en la columna y eluidos con el AF por lo que
deberian de ser incluidos en el cédlculo de AF (149,150), ya
que si no los valores de AF obtenidos serian sobrestimados.

Métodos cromatograficos

HPLC

Para solventar los inconvenientes encontrados en la
determinacién del AF con métodos de intercambio iénico
numerosos investigadores han recurrido a la cromatografia,
especialmente a la HPLC. Sin embargo debido a que los
inositol fosfatos no tienen un espectro caracteristico de
absorcion, su deteccién mediante andlisis HPLC estd limitada
a métodos que emplean monitoreo del indice de refraccion,
determinacién de productos de reaccién postcolumna o
deteccién indirecta, entre otros (151). En muchos de ellos la
etapa inicial de obtencién de los fitatos se realiza mediante
intercambio i6nico o precipitacién. Asi el método desarrollado
por Graf y Dintzis (132) combina un método de intercambio

i6nico (135) con HPLC en una columna de C,, , la técnica -

utilizada por Camire y Clydesdale (139) se basa en la
precipitacion del AF como fitato férrico, seguida de su
conversion en fitato sédico antes de ser inyectado en una
columna de Cl8 de fase reversa, y en el método de Lehrfeld y
Morris (149) la separacién de los inositol fosfato se realiza
segiin el método de Harland y Oberleas (17) y la solucién
resultante es concentrada y analizada por HPLC. Otros autores
han mejorado el andlisis con HPLC utilizando la
cromatografia de intercambio iénico para separar los inositol
fosfato, que son determinados con HPLC de par i6nico con
una columna de C,; fase reversa (152-154). Recientemente,
Talamond et al. (155) han desarrollado un método HPLC
con intercambio anidnico para la deteccién del AF en
alimentos, empleando como sistema de detecci6n la
conductividad.

Entre las ventajas que presenta la HPLC en la
determinacion del AF hay que destacar que en estos métodos
los distintos inositol fosfatos son determinados como
entidades independientes, permitiendo la cuantificacién de

InsP6 6 InsP5 en mezclas que incluso contienen todos los
isémeros (149). La HPLC permite ademas la cuantificacién
de inositol fosfatos en presencia de nucledtidos, que en otros
métodos de andlisis pueden interferir en la determinacién
del AF (148). En los alimentos que contienen carne, pescado,
extracto de levadura o cereales germinados, los nucleétidos
se encuentran de forma natural, y en algunos alimentos
procesados es comin su adicién como potenciadores del
sabor. Por lo tanto en los alimentos procesados (los cuales
generalmente contienen inositol parcialmente fosforilado
como consecuencia de la hidrélisis del AF) la determinacion
del AF deberia realizarse por HPLC (149).

Cromatografia iénica

Los métodos de cromatografia i6nica para la
determinacidn de AF estdn basados en el procedimiento de
Fitchett y Woodruff (156) para medir polifosfatos en
detergentes, usando el i6n férrico como reactivo de
derivacién. Aunque en el método anterior se utilizaba
inicialmente una longitud de onda de 330 nm para la
deteccion, Phillippy y Johnston (138) observaron que el
complejo fitato férrico presenta una absorbancia maxima a
290 nm. Estos autores desarrollaron un método de
cromatografia iénica para determinar AF en alimentos, en el
cual los extractos son directamente inyectados en la columna
sin necesidad dc una etapa previa de purificacién. A pesar
de que la reaccién post-columna no es especifica para los
fosfatos, el fitato es eluido limpiamente en el dltimo pico en
el andlisis dc alimentos. El tiempo de retencién del AF se
determina a partir de la concentracién del eluyente utilizado
(normaimente HNQO,), siendo las recuperaciones obtenidas
con el procedimiento de las adiciones estdndar del 96 & 4%.
Mas recientemente, Skoglund et al. (157) han mejorado la
separacién de los InsP6-InsP y sus isémeros de posicion,
utilizando columnas de intercambio aniénico de elevada
fuerza. En un trabajo anterior (158), para separar los inositol
fosfato del extracto crudo, estos autores compararon el uso
en un método de cromatografia iénica (HPIC) de dos sistemas
de deteccidn: reaccién postcolumna més deteccién por UV
(sistema 1) y deteccién de la perdida de conductividad
(sisterna 2); los mejores resultados se obtenian cuando InsP2-
InsP6 eran determinados en el sistema 1, que también
separaba iones InsP4 y InsP5, pero las fracciones que
contenian InsP-InsP3 eran transferidas al segundo sistema.

Otras técnicas

La falta de especificidad de los métodos de precipitacién
y de intercambio i6nico llevaron a ONeill er al. (159) a
desarrollar una técnica de Resonancia Magnética Nuclear
de *'P en modo Transformada de Fourier (*'P FT RMN) para
la determinacién de AF en alimentos. La RMN proporciona
una elevada especificidad ya que el espectro RMN *'P del
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fitato es muy caracteristico, consiste en 4 sefiales que
conducen a unarelacién 1:2:2:1 de una a otra en determinados
rangos de pH (138). Los métodos desarrollados por Mazzola
et al. (138), Ersdz et al. (140) y Wang et al. (24) para
determinar la concentracién de fitatos en la dieta estan
basados en esta técnica. En estos procedimientos, una vez
realizada la extraccién (con HCl o TCA), a la solucién
resultante se le adiciona EDTA y el pH se ajusta a 4,5 antes
de su andlisis mediante *'P FT RMN.

Plaami y Kumpulainen (131) utilizando Ia
Espectrofotometria de Emisién Atémica-Acoplamiento de
Plasma Inductivo (ICP-AES), han desarrollado dos métodos
para la determinacién de AF en cereales basdndose en los
métodos tradicionales. En el primero, el AF del extracto de
la muestra es separado y concentrado mediante intercambio
i6nico y determinado como P utilizando ICP-AES. En el
segundo método el AF extraido es primero precipitado con
una solucién de FeCl, , el fitato férrico producido es
transformado en hidréxido férrico mediante la adicién de
NaOH, y el fitato sédico soluble resultante es determinado
cuantitativamente por ICP-AES. En ambos métodos tanto la
digestién 4cida como la determinacién espectrofotométrica
de P son eliminadas, lo que hace que estos métodos, ademas
de ser mds exactos, sean mds rdpidos y simples que los
métodos tradicionales.

Recientemente March er al. (160) han desarrollado un
método fluorimétrico para la determinacién del AF en
alimentos y muestras de orina humana, baséandosc en el hecho
de que el AF ejerce un efecto activador en la reaccién de
oxidacién de la 2, 2'-dipyridyl cetona hidrazona para dar un
producto que presenta una alta fluorescencia.

CONCLUSION

En las dos ultimas décadas se han realizado importantes
avances en el conocimiento del AF. Se han descrito nuevos
papeles fisiolggicos en la planta, y, en contraposicién a los
tradicionales efectos adversos en la dieta, se han descubierto
nuevos beneficios para la salud; sin embargo, dado que la
Mayoria de los aspectos beneficiosos del AF son derivados
de investigaciones in vitro, en animales o de estudios
epidemiolégicos, serian necesarias més investigaciones en
el hombre que evaluaran conjuntamente los efectos adversos
¥y los potenciales aspectos beneficiosos del AF de la dieta.
Desde un punto de vista analitico, los métodos de andlisis
mediante precipitacién han sido sustituidos por métodos més
sensibles y exactos como HPLC, *PFT NMP y ICP-AES.

REFERENCIAS

L. Wyatt CJ, Triana-Tejas A. Soluble and insoluble Fe, Zn, Ca

and phytates in foods commonly consumed in Northern

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

227

Mexico. J Agric Food Chem 1994; 42: 2204-209.

Zhou JR, Erdman JWIr. Phytic acid in health and disease.
C.R.C. Crit Rev Food Sci Nutr 1995; 35, 495-508.

Petterson DF, Harris DJ, Rayner CJ, Blakeney AB, Choct M.
Methods for the analysis of premium livestock grains.
Australian J Agric Res 1999; 50: 775-87.

Segueilha L, Moulin G, Galkzy P. Reduction of phytate content
in wheat bran and glandless cotton flour by Schwanniomyces
castellii. J Agric Food Chem 1993; 41: 2451-454.

Walsh GA. Power RF, Headon DR. Enzymes in the animal-
feed industry. Trends Food Sci Technol 1994; 5: 81-87.
Sugiura S H, Raboy V, Young KA, Dong FM, Hardy RW.
Availability of phosphorus and trace-elements in low-phytate
varieties of barley and corn for rainbow-trout (Oncorhynchus
mykiss). Aquaculture 1999; 170: 285-96.

Bindu S, Somashekar D, Joseph R. A comparative-study on
permeabilization treatments for in-situ determination of
phytase of Rhodotorula gracilis. Letters in Applied
Microbiology 1998: 27: 336-40.

Liener IE. Implications of antinutritional components in
soybean foods. CRC Crit Rev Food Sci Nutr 1994: 34: 31-67.
Tabekhia MM, Luh BS. Effect of germination, cooking and
canned on phosphorus and phytate retention in dry beans. J
Food Sci 1980; 45: 406-08.

Szkudelski T. Phytic acid-its influence on organism. J Anim
Feed Sci 1997; 6: 427-438.

Snider M. Liebman M. Calcium additives and sproutted wheat
effects on phytate hydrolysis in whole wheat bread. J Food
Sci 1992: 57 118-20.

Harland BF, Oberleas D. Phytate in foods. Wid Rev Nutr Diet
1987: 52: 235-59.

Khan N, Zaman R. Elahi M. Effect of processing on the phytic
acid content of bengal grams (Cicer arietinum) products. J
Agric Food Chem 1988: 36: 1274-276.

Centeno C, Viveros A, Brenes A, Canales R, Lozano A, de la
Cuadra C. Effect of several germination condition on total P,
phytate P, phytase, and acid phosphatase activities and inositol
phosphate esters in rye and barley. J Agric Food Chem 2001.
49: 3208-215.

Anderson, RJ. Contribution to the chemistry of phytin. J Biol
Chem 1914; 17: 171.

Cheryan M. Phytic acid interactions in food systems. C.R.C.
Crit Rev Food Sci Nutr 1980; 13: 297-35.

Harland BF, Oberleas D. Anion exchange method for
determination of phytate in foods: a collaborative study. J
AOAC 1986; 65: 667-70.

Thompson LU. Reduction of phytic acid concentration in
protein isolates by acylation techniques. J AOCS 1987; 64:
1712-717.

Wang J. Improvement of citric-acid production by Aspergillus
niger with addition of phytate to beet molasses. Bioresource
Technol 1998: 65: 243-45.

Lott JNA, Greenwood JS, Batten GD. Mechanisms and
mineral nutrient storage during seed development. En: Seed
Development and Germination. J. Kigel. G. Galili. (Eds).
Marce] Dekker, New York 1995; p. 215.

Frossard E, Bucher M, Michler F, Mozafar A, Hurrell R.
Potential for increasing the content and bioavailability of Fe,



228

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

31.

32.

33.

35.

37.

38.

MARTINEZ DOMINGUEZ et al.

Zn, and Ca in plants for human nutrition. J Sci Food Agric
2000; 80: 861-879.

Bhatty RS, Slinkard AE. Relationship between phytic acid
and cooking quality in lentil. Can Inst Food Sci Technol. J
1989; 22: 137-42.

Yoshida KT, Wada T, Koyama H, Mizobuchifukuoka R, Naito
S. Temporal and spatial patterns of accumulation of the
transcript of myo-inositol-1-phosphate synthase and phytin-
containing particles during seed development in rice. Plant
Physiol 1999; 119: 65-72.

Wang CF, Tsay SM, Lee CY, Liu SM, Aras NK. Phythate
content in taiwanese diet determined by *'P Fourier Transform
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. J Agric Food
Chem 1992; 40: 1030-33.

Nolan KB, Duffin PA, McWeeny D.J. Effects of phytate on
mineral bioavailability. In vitro studies on Mg, Ca, Fe, Cu,
Zn, Cd. Solubilities in presence of phytate. J Sci Food
Agric1987; 40: 79-85.

Deshpande SS, Damodaran S. Effect of phytate on solubilty,
activity and conformation of trypsin and chymotrypsin. J Food
Sci 1989; 54: 695-99. :

Han, YW. Removal of phytic acid from soybcan and cottonseed
meals. J Agric Food Chem 1988; 36: 1181-83.

Dua S, Mahajan A, Mahajan A. Improvement of functional
prorperties of rapeseed (Brassica campestris var. Toria)
preparations by chemical modifications. J Agric Food Chem
1996; 44: 706-10.

Thompson LU. Potential health benefits and problems
associated with antinutrients in foods. Food Res Int 1993; 26:
131-49.

Bau HM, Villaume C, Nicolas JP, Méjean L. Effect of
germination on chemical composition, biochemical
constituents and antinutritional factors of soya bean (Glycine
max) seeds. J Sci Food Agric 1997; 73: 1-9.

Lolas M, Markakis P. Phytase of navy beans. J Food Sci 1977,
42: 1094-97.

Graf E, Eaton JW. Antioxidant functions of phytic acid. Free
Rad Biol Med 1990; 8: 61-69.

Ravindran V, Ravindran G, Sivalogan S. Total and phytate
phosphoprus contents of various foods and feedstuffs of plant
origin. Food Chem 1994; 50: 133-36.

Lathia DN, Koch M. Comparative study of phytic acid content,
in vitro protein digestibility and amino acid composition of
different types of flat breads. J Sci Food Agric 1989; 47: 353-
64. :

Marero LM, Payumo EM, Aguinaldo AR, Matsumoto I,
Homma S. Antinutritional factors in weaning foods prepared
from germinated cereals and legumes. Lebensm Wiss u
Technol 1991; 24: 177-81.

Reddy NR, Salunkhe DK. Interactions between phytate,
protein, and minerals in whey fractions of black gram. J Food
Sci 1981; 46: 564-70.

Lolas GM, Markakis P. Phytic acid and other phosphorus
compounds of beans (Phaseolus vulgaris). J Agric Food Chem
1975; 23: 13-15.

Carnovale E, Lugaro E, Lombardi-Boccia G. Phytic acid in
faba bean and pea: effect on protein availability. Cereal Chem
1988; 65: 114-17.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

Griffiths DW. The phytate content and iron-binding Capacity
of various field bean (Vicia faba) preparations and extracts, J
Sci Food Agric 1982; 33: 847-51.

Beleia A. Thu Thao LT, Ida EI. Lowering phytic phosphoryg
by hidration of soybean. J Food Sci 1993; 58: 375-88.
Kirby LK. Nelson TS.. Total and phytate phosphorous content
in some food ingredient derived from grains. Nutr Rep Int
1988; 37: 277-90.

Bohnert HJ, Nelson DE, Jensen RG. Adaptations tg
environmental stresses. Plant Cell 1995; 7: 1099-111.
Raboy V, Gerbari P. Genetics of myo-inositol phosphate
synthesis and accumulation. En: Subcellular biochemistry:
myo-inositol phosphates, phosphoinositides, and signal
transduction. Biswas, B. y Biswas, S. (Eds.). Plenum Press,
New York 1996; pp.257-28S.

Raboy V. The biochemistry and genetics of phytic acid
synthesis. En: Inositol metabolism in plants. Morré, D., Boss,
W.y Locwus, F (Eds.), Wiley-Liss, New York 1990; pp.5s-
76.

Schlemmer U, Miiller H, Jany KLD. The degradation of phytic
acid in legumes prepared by different methods. Eur J Clin
Nutr 1995; 49: 207-10.

Scott, JJ. Alkaline phytase activity in nonionic detergent
extracts of legume seeds. Plant Physiol 1991; 95: 1298-301.
Gross W, y Boss WF. Inositol phospholipids and signal
transduction. En: Control of Plant Gene Expression. D.P.S.
Verma (Ed.), CRC Press, Boca Raton, FL 1993.

Graf E, Empson KL, Eaton JW. Phytic acid: a natural
antioxidant. J Biol Chem 1987; 262: 11647-650.

Ishitani M, Majumder AL, Bornhouser A, Michalowski CB.
Jensen RG, Bohnert HJ. Coordinate transcriptional induction
of myo-inositol metabolism during environmental stress. Plant
J 1996; 9: 537-48.

Oomah BD, Kenaschuk EO, Mazza G. Phytic acid content of
flaxseed as influenced by cultivar, growing-season, and
location. J Agric Food Chem 1996; 9: 2663-666.

Raboy V, Dickinson DB. Phytic acid levels in seeds of Glycine
max and G. soja as influenced by phosphorus status. Crop
Sci 1993; 33: 1300-305.

Raboy V, y Dickinson DB. Variation in seed total phosphorus.
phytic acid, zinc, magnesium, and protein among lines of
Glycine max and G. soja. Crop Sci 1984; 24: 431-34.
Urbano G, Lopez M, Fernandez M. Moreu MC, Porres J.
Frias J, Vidalvalverde C. Ca and P bioavailability of processed
lentils as affected by dietary fiber and phytic acid content.
Nutr Res 1999; 19: 49-64.

Reddy NR, Pierson MD, Sathe SK, Salunkhe DK. Methods
for analysis of phytate. En: Phytate in Cereals and Legumes.
CRC Press: Florida 1989; pp 26-36.

Bau HM, Villaume C, Chandrasiri V, Nicolas JP, Méjean L.
Effect de Ja germination sur la composition et la valeur
nutritive de graines de soja chez le rat. Sci des Aliments 1994;
14: 688-95.

Chandrasiri V, Bau HM, Villaume C, Giannangeli F, Méjean
L. Effect of germinated and heated soybean meals on plasma
cholesterol and triglycerides in rats. Reproduction Nutrition
Development 1990; 30: 611-18.



58.

59.

60.

6l.

62.

63.

65.

66.

67.

68.

69.

0.

71.

7.

7.

ACIDO FITICO: ASPECTOS NUTRICIONALES

Nair VC, Laflamme J, Duvnjak Z. Production of phytase by
Aspergillus ficcum and reduction of phytic acid content in
canola meal. J Sci Food Agric 1991; 54: 355-65.

Nayini NR, Markakis P. Phytases. En: ‘Phytic Acid: Chemistry
and Applications. E. Graf. (Ed). Pilatus Press: Minneapolis
1986; pp. 23-42.

Schroder B, Breves G, Rodehutscord M. Mechanisms of
intestinal phosphorus absorption and availability of dietary
phosphorus in pigs. DTW Dtsch Tierarztl Wochensc 1996:
103: 209-14. :
Ferguson EL, Gibson RS, Thompson LU. Ounpuu S, Berry
M. Phytase, zinc, and colon content of 30 East African foods
and their calculated phytate: Zn, Ca: phytate and [Ca]
[phytate}/[Zn] molar ratios. J Food Comp Anal 1988; 1: 316-
25.

Reddy NR, Pierson MD, Salunkhe DK. Legumes-Based
Fermented Foods. CRC Crit Rev Food Sci Nutr 1982; 17:
335-370.

Khokhar S, Pushpanjali, Fenwick GR. Phytate content of
indian foods and intakes by vegetarian indians of Hisar region,
Haryana State. J Agric Food Chem 1994; 42: 2440-444.
Rasco BA, Gazzaz SS, Dong DD. Iron, calcium, zinc, and
phytic acid content of yeast-raised breads containing distillers
grains and other fiber ingredients. J Food Comp Anal 1990;
3: 88-95.

GuptaM, Khetarpaul N. Effect of rabadi fermentation of phytic
acid and in vitro digestibility of barley. Die Nahrung 1993;
37: 141-46.

Lee D, Schoroeder J, Gordon DT. Enhacement of copper
bioavailability in the rat by phytic acid. J Nutr 1988; 118:
712-17.

Atwal A, Eskin N, McDonald B, Vaisey-Genser M. The effects
of phytase on nitrogen utilization and zinc metabolism in
young rats. Nutr. Rep Int 1980; 21: 257-67.

Chitra U, Vimala V, Singh U, Geervani P. Variability in phytic
acid content and protein digestibility of grain legumes. Plant
Foods Human Nutr 1995; 47: 163-72.

Knuckles BE, Kuzmicky DD, Gumbman MR, Betschart AA.
Effect of myoinositol phosphate esters and in vivo digestibility
of proteins. J Food Sci 1989; 54: 1348-50.

Kumar A, Chauhan BM. Effects of phytic acid on protein
digestibillity (in vitro) and HCl-extractibility of minerals in
pearl millet sprouts. Cereal Chem 1993; 70: 504-05.
Barampama Z. Simard R E. Nutrient composition, protein
quality and antinutritional factors of some varieties of dry
bean (Phaseolus vulgaris) grown in Burundi. Food Chem 1993;
47: 159-67.

Reddy NR., Balakrishnan CV, Salunkhe DK. Phytate
phosphorus and mineral changes during germination and
cooking of blackgram (Phaseolus mungo L.) seeds. J Food
Sci 1978; 43: 540-42.

Sharma A, Khetarpaul N. Fermentation of rice-bengal gram
dhal blends with whey: changes in phytic acid content and in
vitro digestibility of starch and protein. Nahrung 1995; 39:
282-87.

Thompson LU, Serraino M. Effect of phytic acid reduction
On rapeseed protein digestibility and aminoacid absorption. J
Agric Food Chem 1986; 34: 468-69.

74.

75.
76.

7.

78.
79.
80.

81.

82.

84.

85.
86.
87.
88.
89.

90.

91.

229

Anderson P A. Interactions between proteins and constituents
that affect protein quality. En: Digestibillity and Aminoacids
Awvailability in Cereals and Oilseeds. J.W. Finley and D.T.
Hopkins (Eds.). Am. Assoc. Cereal Chem.. St. Paul. 1985 p. 31
Serraino MR, Thompson LU, Savoie L. Parent G. Effect of
phytic acid on the in vitro rate of digestibility of rapeseed
protein and amino acids. J Food Sci 1985; 50: 1689-692.
Siddhuraju P, Vijayakumari K, Janardhanan K. Chemical
composition and nutritional evaluation of an under exploited
legume, Acacia nilotica (L) Del. Food Chem 1996; 3: 385-91.
Thompson LU. Antinutrients and blood glucose. Food Technol
1988; 42: 123-32.

Deshpande SS, Cheryan M. Effects of phytic acid, divalent
cations and their interactions on o-amilase activity. J Food
Sci 1984; 49: 516-19.

Churella HR, Vivian VM. Effect of phytic acid level in soy
protein based formulas on mineral availability in rat. J Agric
Food Chem 1989; 37: 1352-357.

Rimbach G. Pallauf J. Effect of dietary phytate on magnesium
bioavailability and liver oxidant status in growing rats. Food
Chem Toxicol 1999; 37: 37-45.

Graf E. Eaton JW. Suppression of colonic cancer by dietary
phytic acid. Nutr Céancer 1993; 19: 11-19.

Jovani M, Alegria A, Barbera R, Farre R, Lagarda MJ,
Clemente G. Effects of protein, phytates, ascorbic acid and
citric acid on dialysability of calcium, iron, zinc and copper
in soy-based infant formulas. Nahrung 2000; 44: 114-117.
Skoglund E, Carlsson NG, Sandberg AS. Determination of
isomers of inositol mono- to hexaphosphates in seleted foods
and intestinal contents using high-performance ion
chromatography. J Agric Food Chem 1997; 45: 431-36.
Skoglund E, Larsen T, Sandberg AS. Comparison between
steeping and pelleting a mixed diet at different calcium levels
on phytate degradation in pigs. Can J Animal Sci 1997; 77:
471-77.

Fordyce EJ, Forbes RM, Robbins KR, Erdman JWIr. Phytate
x calcium/zinc molar ratios: are they predictive of zinc
bioavailability? J Food Sci 1987; 52: 440-44.-

Plaami S. Myoinositol phosphates: analysis, content in foods
and effects in nutrition. Lebensm Wiss u Technol 1997; 30:
633-647. :

Morris ER. Phytate and dietary mineral availability. En: Phytic
Acid: Chemistry and Applications. E. Graf. (Ed). Pilatus Press:
Minneapolis 1986; pp. 57-76.

Knox T, Kassarjiian Z, Dawson-Hughes B. Calcium absorption
in elderly subjects on high and low fiber diets: effects of gastric
acidity. Am J Clin Nutr 1991; 53: 1480-486.

Heany RP, Weaver CM, Fitzsimmoons ML. Soybean phytate
content: effect on calcium absorption. Am J Clin Nutr 1991
53: 745-47.

Lonnerdal B, Sandberg AS, Sandstorm B, Kunz C. Inhibitory
effects of phytic acid and others inositol phosphates on zinc
and calcium absorption in suckling rats. J Nutr1989: 119: 211-
14.

Miyaznwa E, Yoshida T. Effects of dietary levels of phytate
and inorganic phosphates on phytate breakdown and
absorption of calcium and magnesium in rats. Nutr Res 1991;
11: 797-806.



230

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

105.

106.

107.

108.

MARTINEZ DOMINGUEZ et al.

Ranhotra GS, Gelroth JA, Torrence FA, Bock MA,
Winterringer GL. Bread (white and whole wheat) and not fat
dry milk as sources of bioavailable calcium for rats. J Nutr
1981; 111: 2081-86.

Mason AC, Weaver CM, Kimmel S, Brown RK. Effects of
soybean phytate content on calcium bioavailability in mature
and immature rats. J Agric Food Chem 1993; 41: 246-49.
Poneros AG, Erdman JW. Bioavailability of calcium from
sesame seeds, almond powder, whole wheat bread, spinach
and non-fat dry milk in rats. J Food Sci1989; 54: 150-53.
Gifford-Steffen S R, Clydesdale FM. Effect of varying
concentrations of phytate, calcium, and zinc on the solubilty
of protein, calcium, zinc, and phytate in soy protein
concentrate. J Food Protect 1993; 56: 42-46.

Pallauf J, Rimbach G. Nutritional significance of phytic acid
and phytase. Arch Tierernahr 1997; 50: 301-19

Brune M, Rossander L, Gleerup A, Sandberg A S. Iron
absorption from bread in humans: inhibiting effects of cereal
fiber, phytate and inositol phosphates with different numbers
of phosphate groups. J Nutr 1992; 122: 442-29.

Cook JD, Reddy MB, Burri J, Juillerat M, Hurrell RE. The
influence of different cereal grains on iron absorption from
infant cereal foods. Am J Clin Nutr 1997; 65: 964-9.
Tuntawiroon M, Sritonggkul N, Rossander HL, Plechachinda
R, Suwanik R, Brune R, Hallberg L. Rice and iron absorption
in man. Eur J Clin Nutr 1990; 44: 489-97.

Simpson KM, Morris ER, Cook JD. The inhibitory effect of
bran on iron absorption in man. Am. J Clinical Nutr 1981; 34:
1469-478.

Davidsson L, Galdn P, Kastenmayer P, Cherouvrier F, Juillerta
M, Hercberg S, Hurrell RE. Iron bioavailability studied in
infants: the influence of phytic acid and ascorbic acid in infant
formulas based on soy isolate. Pediatric Res 1994; 6: 816-22.
Siegenberg D, Baynes RD, Bothwell TH, Mcfarlane BJ,
Lamparelli RD, Car NG, Macphail P, Schmidt U, Tal A, Mayet
F. Ascorbic acid prevents the dose-dependent inhibitory effects
of polyphenols and phytates on nonheme-iron absorption. Am.
J Clinical Nutr 1991; 53: 537-41. )
Zhou J, Fordyce EJ, Raboy DB, Dickinson M, Wong M, Burns
RA, Erdman Jr. Reduction of phytic acid in soys products
improves zinc bioavailability in rats. J Nutr 1992; 122: 2466-
473.

. Lonnerdal B. Dietary factors influencing zinc absorption. J.

Nutr 2000; 130: 1378S-83S.

Anénimo. Dieta alimentaria espafiola. Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién, M.A.P.A., Secretaria
General Técnica, Madrid 1991; cap. 6: pp. 257-59.
Fitzgerald S L. Gibson RS, Quan de Serrano J, Portocarrero
L, Vasquez A, de Zepeda E, Lopez-Palacios C Y, Thompson
LU, Stephen AM, Solomons NW. Trace element intakes and
dietary phytate/Zn and Ca x phytate/Zn millimolar ratios of
periurban guatemalan women during the third trimester of
pregnancy. Am J Clin Nutr 1993; 57: 195-201.

Lo GS, Settle SL, Steinke FH, Hopkins DT. Effect phytate:zinc
molar ratio and isolated soybean protein on zinc bioavailability.
J Nutr 1981; 111: 2223-235.

Morris ER, Ellis R. Effect of dietary phytate/zinc molar ratio
on growth and bone zinc response of rat fed semipurified diets.

109.

110.

111

112.

113.

114.

115.
116.
117.

118.

119.
120.
121.
122.
123.

124.
125.
126.

127.

J Nutr 1980; 110: 1037-47.

Wise A. Influence of calcium on trace metal-phytate
interactions. En: Phytic Acid: Chemistry and Applications,
E. Graf. (Ed). Pilatus Press: Minneapolis 1986; p. 151.
Davies NT, Carswell AJP, Mills CF. The effects on variation
in dietary calcium intake on the phytate-zinc interactions in
rats. En: Trace Elements in Man and Animals. C. F. Mills, 1.
Bremner and §. K. Chesters (Eds). Aberdeen, Scotland 1985
p. 456.

Platt SR, Clydesdale FM. Binding of iron by cellulose, lignin,
sodium phytate and B-glucan, alone and in combination, under
simulated gastrointestinal pH conditions. J Food Scil984; 49:
531-35.

Torre M, Rodriguez AR, Saura-Calixto F. Effects of dietary
fiber and phytic acid on mineral availability. CRC Crit Rev
Food Sci Nutr 1991; 1: 1-22.

Mendoza C, Viteri FE. Lonnerdal B, Young KA, Raboy V,
Brown KH. Effect of genetically-modified, low-phytic acid
maize on absorption of iron from tortillas. Am J Clin Nutr
1998: 68: 1123-127.

Vucenik 1, Kalebic T, Tantivejkul K, Shamsuddin AM. Novel
anticancer function of inositol hexaphosphate - inhibition of
human rhabdomyosarcoma in-vitro and in-vivo. Anticancer
Res 1998; 18: 1377-84.

Jariwalla RJ, Sabin R, Lawson S, Herman ZS. Lowering of
serum cholesterol and tryglicerides and modulation of divalent
cation by dietery phytase. J Appl Nutr 1990; 42: 18-28.
Slavin J, Jacobs D. Marquart L. Whole grain consumption
and chronic disease protective mechanisms. J Nutr Céncer
1997; 1: 14-21.

Jariwalla RJ. Inositol hexaphosphate (IP6) as an anti-
neoplastic and lipid-lowering agent. Anticancer Res. 1999.
19: 3699-702.

Wolever TMS. The glycemic index. Wid Rev Nutr Diet 1990;
62: 120-25.

Ferguson LR, Harris PJ. Protection against cdncer by wheat
bran: role of dietary fibre and phytochemicals. Eur J Céncer
Prev 1999: 8:17-25.

Jenab M, Thompson LU. The influence of phytic acid in wheat
bran on early biomarkers of colon carcinogenesis. Carcinogen
1998; 19: 1087-92.

Nielsen BK, Thompson LU, Bird RP. Effect of phytic acid on
colonic epithelial céll proliferation. Cancer Lett 1987; 37:
317-25.

Newmark HL, Lupton JR. Determinants and consequences
of colonic pH: implications for colon céncer. Nutr Céncer
1990: 14: 161-73.

Phillippy BQ, Graf E. Antioxidant functions of inositol 1.2.3-
trisphosphate and inositol 1,2.3,6-tetrakisphosphate. Free Rad
Biol Med 1997; 6: 939-46.

Shamsuddin AM. Metabolism and cellular functions of IP6:
a review. Anticancer Res 1999; 19: 3733-6.

Shamsuddin AM, Vucenik 1. Mammary tumor inhibition by
IP6: a review. Anticancer Res 1999; 19: 3671-4.
Shamsuddin AM, Vucenik 1. Cole KE IP6: a novel anti-cancer
agent. Life Sci 1997, 61: 343-54.

Shamsuddin AM, Yang GY, Vucenik IN. Anticancer functions
of Ips-growth-inhibition and differentation of human



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143,

144,

145,

ACIDO FITICO: ASPECTOS NUTRICIONALES

mammary-cancer cell-lines in vitro. Anticancer Res 1996; 6A:
3287-292.

Horose M, Ozaki K, Takaba K, Fukushima S, Shirai T, Ito N.
Modifying effects of the naturally occurring antioxidants
gamma oryzanol, phytic acid, tannic acid and n-triacontan-
16, 18-dione in rat wide spectrum organ carcinogenesis model.
Carcinogen 1991; 12: 1917-921.

Modlin M. Urinary phosphorylated inositols and renal stones.
Lancet 1980; 2: 1113-114.

Grases F, y Costa-Bauza A. Phytate (IP6) is a powerful agent
for preventing calcifications in biological. fluids: usefulness
in renal lithiasis treatment. Anticancer Res 1999; 19: 3717-
22.

Thompson DB, Erdman JJrW. Phytic acid determination in
soybeans. J Food Sci 1982; 47: 513-17.

Graf E, Dintzis RF. Determination of phytic acid in foods by
High-Performance Liquid Chromatography. J Agric Food
Chem 1982; 30: 1094-97.

Gustafsson EL, Sandberg AS. Phytate reduction in brown
beans (Phaseolus vulgaris L.). J Food Sci 1995: 60: 149-56.
Harland BF, Oberleas D. A modified method for phytate
analysis using an ion-exchange procedure: application to
textured vegetable proteins. Cereal Chem 1977; 54: 827-32.
Kaur D, Kapoor AC. Some antinutritional factors in rice bean
(Vigna umbellata): effects of domestic processing and cooking
methods. Food Chem 1990; 37: 171-79.

Latta M, Eskin M. A simple and rapid colorimetric method
for phytate determination. J Agric Food Chem 1980; 28: 1313-
315.

Mazzola EP, Phyllippy BQ, Harland BF, Miller TH, Potemra
JM, Katsimpiris EW. Phosphorus-31 Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopic determination of phytate in foods.
J Agric Food Chem 1986; 34: 60-62.

Phillippy BQ, Johnston MR. Determination of phytic acid in
foods by ion chromatography with post-colum derivatization.
I Food Sci 1985; 50: 541-42.

Camire AL, Clydesdale FM. Analysis of phytic acid in foods
by HPLC. J Food Sci 1982; 47: 575-78.

Erstz A, Akgiin H, Aras NK. Determination of phytate in
turkish diet by Phosphorus-31 Fourier transform Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy. J Agric Food Chem 1990;
38: 733-35.

Wheeler E, Ferrel RE. A method for phytic acid determination
in wheat and wheat fractions. Cereal Chem 1971; 48: 312-20.
Zemel MB, Shelef LA. Phytic acid hidrolysis and soluble zinc
and iron in whole wheat bread as affected by calcium
containing additives. J Food Sci 1982; 47: 535-37.

Chang R, Schwimmer S, Burr, HK. Phytate: removal from
whole dry beans by enzimatic hydroysis and diffusion. J Food
Sci 1977; 42: 1098-101.

Heubner W, Stadler H. Uber eine tritationsmetthode zur
bestimmung des phytins. Biochem Zeitschrift 1914: 64: 422-
37.

Tangkongchitr U, Seib PA, Hoseney R.C. Phytic acid 1.
Determination of 3 forms of phosphorus in flour, dough and
bread. Cereal Chem 1981; 58: 229-34.

146

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

231

. AOAC. Official Methods of Analysis of Association of Official
Analytical Chemists International.Vols. 1 and 2. W. Horwitz
(Ed.). AOAC International, Washington, D.C 1990.

Plaami S, Kumpulainen J. Determination of phytic acid in
cereals using ICP-AES to determine phosphorus. J] AOAC
1991: 74: 32-36.

Phillippy BQ, Johnston MR. Tao SH. Fox MRS. Inositol
phosphates in processeed foods. J Food Sci 1988; 53: 496-99.
Lehrfeld J, Morris ER. Overestimation of phytic acid in foods
by the AOAC anion-exchange method. J Agric Food Chem
1992: 40: 2208-210.

Wise A, Lockie GM, Liddell J. Dietary intakes of phytate and
its meal distribution pattern amongs staff and students in a
institution of higher education. British J Nutr 1987; 58: 337-
46.

Xu P, Price J, Aggett PJ. Recent advances in methodology for
analysis of phytate and inositol phosphates in foods. Progr
Food Nutr Sci 1992; 16: 245-62.

Lee K, Abendroch JA. High performance liquid
chromatographic determination of phytic acid in foods. J Food
Sci 1983; 48: 1344-35].

Burbano_ C, Muzquiz, M, Osagie A, Ayet G, Cuadrado C.
Determination of phytate and lower inositol phosphates in
spanish legumes by HPLC methodology. ] Food Chem 1995;
52:321-25.

Larsson M, Sandberg AS. Malting of oats in a pilot-plant
process. Effects of heat treatment, storage and soaking
conditions on phytate reduction. J Cereal Sci 1995; 21: 87-
95.

Talamond P. Doulbeau S, Rochette I, Guyot JP Anion-
exchange high-performance liquid chromatography with
conductivity detection for the analysis of phytic acid in food.
J Chromatogr A 2000; 871:7-12.

Fitchett AW, Woodruff A. Determinations of polyvalent anions
by ion chromatography. Liq Chromatogr HPLC Mag 1983; [:
48.

Skoglund E, Carlsson NG, Sandberg AS. High-performance
chromatographic separation of inositol phosphate isomers on
strong anion exchange columns. J Agric Food Chem 1998;
46: 1877-82. :

Skoglund E, Nasi M, Sandberg AS. Phytate hydrolysis in pigs
fed a barley-rapeseed meal diet treated with Aspergillus niger
phytase or steeped with whey. Can J Animal Sci 1998; 78:
175-80.

O’Neill 1K, Sargent M, Trimble ML. Determination of
phythate in foods by phosphorus-31-transform Nuclear
Magnetic Resonance Spectrometry. Anal Chem 1980; 52:
1288-291.

March JG, Simonet BM, Grases F. Fluorimetric determination
of phytic acid based on the activation of the oxidation of 2,2'-
dipyridyl ketone hydrazone catalysed by Cu (1I). Analyst 1999;
124: 897-900.

Recibido: 15-02-2001
Aceptado:10-06-2002



ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricién

Vol. 52 N° 3, 2007

Actualizacion en la farmacologia de Spirulina (Arthrospira),
un alimento no convencional

Germdn Chamorro, Maria Salazar, Katia Gomes de Lima Araijo, César Pereira dos Santos, Guillermo Ceballos
y Luis Fabila Castillo

Escuela Nacional de Ciencias Bidlégicas, Instituto Politécnico Nacional, M.A.D. México
Universidade Federal Fluminense, Niteroi, Brasil

RESUMEN. La Spirulina (Arthrospira), alga filamentosa
unicelular, es una cianobacteria que se cultiva en algunos paises,
como alimento para consumo humano y animal, asi como para la
obtencién de aditivos utilizados en formas farmacéuticas y alimentos.
Esta alga es fuente rica en protefnas, vitaminas, aminodcidos,
minerales y otros nutrientes, por lo que su principal uso es como
suplemento alimenticio. Sin embargo, en los ttlimos afios se le han
atribuido diversas propiedades farmacol6gicas. Asf, se ha comprobado
a nivel experimental in vivo e in vitro su efectividad en el tratamiento
de algunos tipos de alergias, anemia, céncer, hepatotoxicidad,
enfermedades virales y cardiovasculares, hiperglicemia, hiperlipemia,
inmunodeficiencia y procesos inflamatorios, entre otros. Varias de
esas actividades se deben a la Spirulina per se o a algunos de sus
constituyentes, entre los que destacan el 4cido graso poliinsaturado
-3 y -6, B-caroteno, a-tocoferol, ficocianina, compuestos fendlicos
y un complejo aislado recientemente, el Ca-Spirulan (Ca-SP). En el
presente articulo se hace una actualizacién y revision critica de los
resultados publicados durante los dltimos afios, en relacién a tales
propiedades. Se concluye que aunque esta cianobacteria ha sido de
las mds estudiadas desde el punto de vista quimico, farmacolégico y
toxicolégico, es necesario ampliar las investigaciones con el fin de
contar con datos més consistentes para su posible aplicaci()n'en/ seres
humanos.

Palabras clave: Algas verde azules, Spirulina, Arthrospira,
farmacologia.

INTRODUCCION

Elusode las algas en el tratamiento o prevencién de diversos
padecimientos es conocido desde hace algunos afios,
comprobdndose sus propiedades farmacoldgicas en diferentes
modelos experimentales (1). Entre ellas destacan las de la
cianobacteria Spirulina, alga verde-azul que en algunos paises
se cultiva como suplemento alimenticio, fuente de colorantes
y de aditivos para las industrias farmacéutica y alimentaria (2).

Estudios a corto, mediano y largo plazo en animales de
laboratorio (3-8) han demostrado que la Spirulina no produce
efectos indeseables, lo que representa una ventaja en relacién
aotras algas, que han ocasionado toxicidad y muerte en animales
domésticos y salvajes (9), asi como en el humano (10),
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SUMMARY. Update on the pharmacology of Spirulina
(Arthrospira), an unconventional food. Spirulina (Arthrospira),
a filamentous, unicellular alga, is a cyanobacterium grown in certain
countries as food for human and animal consumption. It is also
used to derive additives in pharmaceuticals and foods. This alga is
arich source of proteins, vitamins, amino acids, minerals, and other
nutrients. Its main use, therefore, is as a food supplement. Over the
last few years, however, it has been found to have many additional
pharmacological properties. Thus, it has been experimentally
proven, in vivo and in vitro that it is effective to treat certain
allergies, anemia, cancer, hepatotoxicity, viral and cardiovascular
diseases, hyperglycemia, hyperlipidemia, immunodeficiency, and
inflammatory processes, among others. Several of these activities
are attributed to Spirulina itself or to some of its components
including fatty acids »-3 or ®-6, B-carotene, a-tocopherol.
phycocyanin, phenol compounds, and a recently isolated complex,
Ca-Spirulan (Ca-SP). This paper aims to update and critically review
the results published over the last few years with regards to these
properties. The conclusion is that even if this cyanobacterium has
been one of the most extensively studied from the chemical,
pharmacological and toxicological points of view, it is still necessary
to expand the research in order to have more consistent data for its
possible use in human beings.

Key words: Blue-green algae, Spirulina, Arthrospira,
pharmacology.

principalmente por la presencia de hepato y neurotoxinas (11)-

Belay et al. (12) y Chamorro et al. (13), publicaron una
revision sobre trabajos que se habian realizado hasta entonces
en la literatura cientifica sobre farmacologia y toxicologia
de la Spirulina. Después, diferentes autores han continuado
con el estudio de algunos de esos efectos o descubierto nuevas
propiedades del alga, que han dado lugar a un nimero
importante de publicaciones. De la misma forma, se han
efectuado estudios con sus componentes como &cido Y-
linolénico, ficocianina y el Ca-SP, un polisacdrido sulfatado.
este dltimo. quelante de ese metal (14-16).

El objetivo del presente articulo es hacer und
actualizacién y andlisis critico de tales trabajos, con el fin
de conocer otras posibles aplicaciones farmacéuticas de 12
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Spirulina 'y componentes mencionados. se hace un resumen de los diversos trabajos analizados,
Ademds, con el propésito de contar con un panorama indicando la actividad terapéutica, modelo utilizado,
gencral de las diferentes propiedades del alga, en la Tabla |  resultados obtenidos y referencia consultada.

TABLA 1
Recientes estudios sobre efectos farmacolégicos de alga Spirulina

Efecto Modelo Resumen de resultados Referencia
1. Antialérgico Rata La inoculacién intraperitoncal inhibi6 varios tipos de rcacciones alérgicas.

In vitro previno la produccién de tNF-alfa por macréfagos peritoneales. 18

Resultados similares se obtuvieron con la proveniente de otra fuente. 19
2. Antianémico Rata Sola o en combinacién con gluten de trigo, aument6 el contenido de hierro y hemoglobina -

durante la primera semana de la gestacién y en la lactacién. 20
3. Anticancerigeno Células Siete administraciones intravenosas de 100 [lg de Ca-SP cada una, obtenido del alga, causaron 24

marcada disminucién de tumor pulmonar colonizado con células B16-B6. 25

Rat6n Redujo el citocromo P450 hepiatico. induccién de 1a glutation-S-transferasa hepética; sin embargo.
la actividad de la glutation-S-transferasa extrahepdtica. no presenté cambios. - 26

Aument6 el tiempo de sobrevida de ratones BALB/c inoculados con el linfosarcoma LS17BY
4. Anticoagulante Cofactor heparina Un polisacérido aislado del alga aumenté cn mds de mil veces la actividad antitrombina del

cofactor 11 de la heparina. ~ 32
Fibroblastos El mismo polisacdrido incrementé la produccién de activador del plasminégeno, en una linea )
celular de fibroblastos humanos. 33
5. Antigenot6xico Células Extractos acuosos y orgénicos inhibieron la frecuencia de micronicleos en células meiéticas de
Tradescantia. inducida por la hidrazida maleico. : 34
6. Antihepatotéxico  Rata La Spirulina, el extracto oleoso y la fracci6n del alga exenta de grasa previnieron el higado graso
inducido por tetracloruro de carbono. 3741
La ficocianina, proveniente del alga, protegié contra la hepatotoxicidad producida por tetracloruro
de carbono y pulegona. 42
7. Antiinflamatorio Ratén La ficocianina, obtenida de Spirulina, redujo la inflamacién producida por peréxido. 45
Ratén y rata La ficocianina, obtenida de la cianobacteria, mostré actividad antiinflamatoria en cinco
modelos experimentales. 46
Ratén Extractos de ficocianina obtenidos de Spirulina inhibieron el edema en oido y las concentraciones
de LTB, inducidos por 4cido araquidénico. 47
Rata La ficocianina. obtenida de Spirulina, redujo la actividad de la micloperoxidasa e inhibié la
infiltracién celular inflamatoria y el daiio en colon. 49
8. Antiparasitario Ratén " Enratones inoculados con Plasmodium chabaudi no se observé efectos en la parasitemia pero
tampoco desarrollaron recrudescencia. 26
9. Antitéxico Rata Redujo la toxicidad del plomo sobre testiculos, peso corporal y didmetro tubular. 50
10. Antiviral Células humanas  Un extracto acuoso inhibié en 50% la produccién de HIV-1 en lineas de células humanas,
células mononucleares y células de Laangerhans. 55
Virus El Ca-Spirulan inhibié6 la replicacién de HIV-1 y HSV-1 en lineas de células humanas. 14,15
El reemplazo del ion Ca por iones de Na y K en la molécula de Ca-SP, conservé
su actividad antiviral. 54
11. Cardiovascular Anillos aérticos  Administrada durante dos semanas, al 5% en la dieta, mostr6 efectos sobre las respuestas
vasomotoras dependientes del endotelio en anillos de aorta. 61
Administrada durante seis semanas,al 5% en la dieta, previno los efectos vasomotores
de una dieta rica en fructosa (60%) en anillos de aorta de rata. 62
El extracto alcohélico aumentd la sintesis de NO por el endotelio y de un prostanoide
vasoconstrictor por células no endoteliales. 63
12 Hipoglicemiante ~ Rata El extracto metandlico caus6 disminucién del drea bajo la curva de glucosa en animales

diabéticos. sugiriendo efecto hipoglicemiante. Sin embargo, el extracto diclorometanélico
produjo efecto hiperglicemiante en normales y diabéticos, mostrando la existencia de principios

antagénicos en el alga. 64
13. Hipolipidémico Rata Disminucién del colesterol hepatico incrementado por el tetracloruro de carbono. 41
14. Inmunoestimulante Ratén La incorporacién a la dieta de ratones normales mejord la respuesta de anticuerpos a eritrocitos de
carnero 72
La administracién simultdnea oral con un antigeno, incremento la respuesta de IgA en intestino. 17
Pollo La administraci6n de un extracto a cultivos de macréfagos peritoneales de pollo aument6 su
capacidad fagocitica. 69

La incorporacién a la dieta de pollos, mejord su respuesta secundaria de anticuerpos anti-eritrocitos
de carnero, la respuesta mitogénica a PHA, la actividad fagocitica de macréfagos y la actividad NK. 70
Gatos La adicién de extracto a cultivos de macréfagos de gato aumentd su capacidad fagocitica. 71
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Antialérgico

Se ha sugerido que la Spirulina protege contra el desarrollo
de alergias (17) habiéndose publicado al respecto dos trabajos,
donde se demuestra que el alga disminuye las reacciones
anafilacticas (18,19). El experimento consisti6 en administrar
a ratas un compuesto que desgranula las células cebadas,
produciendo un choque anafildctico mortal. La inyeccién de
suspensién de Spirulina por viaintraperitoneal una hora antes
de la administracién del compuesto, evité la muerte de los
animales en un 100% e inhibidé una reaccién de anafilaxia
cutdnea pasiva. En estos mismos trabajos se demostré que en
cultivos de células cebadas intraperitoneales, la Spirulina
bloquea la liberacién de histamina y del factor de necrosis
tumoral (TNF-o) inducida por IgE.

Lareduccidn de las manifestaciones de la anafilaxia tanto
in vivo como in vitro , se debe posiblemente a un efecto directo
sobre las células cebadas (18, 19). Es importante que estos
hallazgos se confirmen empleando otros modelos
experimentales.

Antianémico

La Spirulina incluida en la dieta de ratas a concentracién
del 45% (equivalente al 22% de proteina) y proporcionada
sola o en combinacién con gluten de trigo durante la primer
mitad de la gestacién y la lactacién, aumentd el contenido
de hierro y hemoglobina mds que la de la caseina y gluten de
trigo juntos, habiendo también incrementado el nimero de
fetos por madre (20). Asi mismo se observé que la pérdida
tanto del hierro almacenado como del sérico en el dia 20 de
la gestacién fue relativamente mayor que en los grupos
alimentados con Spirulina. Esto puede deberse a un aumento
en la demanda de hierro, debido a que las ratas alimentadas
con el alga, tuvieron mayor nimero de productos.que los
testigos. El estudio muestra un buen potencial hematolégico
de la Spirulina durante la gestacién y lactacion, por lo que
puede servir como un suplemento para combatir la anemia,
siendo la disponiblidad del metal en la Spirulina comparable
a la del sulfato de hierro estandar (21).

El suplemento de hierro durante ciertos periodos de la
gestacion es muy importante (22). En el caso del humano, el
hierro materno pasa a través de la placenta por transporte
activo y una deficiencia da como resultado una carencia en
el almacenamiento de este nutriente por parte del neonato
(23).

Anticancerigeno

En un experimento realizado recientemente por Mishima
et al., (24), se observé que el Ca-SP inhibié la invasién de
melanoma B16-B6, carcinoma de colon 26M3.1 y células
del fibrosarcoma HT-1080, a través de la reconstitucién de la
membrana basal (matrigel). También detuvo la migracion
haptotictica de células tumorales a la lamininina, aunque no

tuvo efecto sobre la fibronectina.

Mittal et al. (25) por su parte, observaron después de [y
administracién oral de 800 mg/kg de Spirulina a ratones,
induccién significativa en la actividad de la glutation-S.
transferasa hepdtica, enzima involucrada en el desarrollo de
tumores.

Asi mismo, Ramirez Villa (26) encontré que al inocular
ratones BALB/c con el linfosarcoma L5178Y y administrarleg
Spirulina a dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg por via oral,
hubo tendencia a una mayor supervivencia, hecho que fue
significativo a la dosis superior.

" La proteccién contra el cédncer ha sido atribuida a los
componentes del alga con actividad antioxidante, entre los
cuales se encuentra el B-caroteno (27), uno de los principales
carotenoides implicados en el sistema de defensa contra los
radicales libres. El B-caroteno natural, que se encuentra en
cantidad importante en Spirulina, Dunaliella, en muchas
frutas y vegetales, contiene aproximadamente 50% de todo-
trans fB-caroteno asi como también 9-cis-f-caroteno (28).

Ademis de los carotenoides, la ficocianina, una de las
principales ficobiliproteinas de la Spirulina, que bajo ciertas
condiciones de crecimiento puede representar mds del 20%
de la proteina, ha revelado propiedades preventivas. Asi, al
inducir tumores en ratones, la supervivencia de los
alimentados con ficocianina fue significativamente mas alta
que la de los grupos testigo (29). En estudios posteriores
con estos roedores, se observd que la ficocianina aument6
la actividad linfocitica, 1o que sugiere que puede estimular
el sistema inmune, protegiendo contra una variedad de
enfermedades.

Los resultados del estudio de Mishima et al. (24) muestran
por su parte que el complejo Ca-SP, puede reducir la
metastasis pulmonar de células B16-B6 de melanoma por
inhibicién de la invasién tumoral de la membrana basal,
probablemente a través de la prevencién de la adhesion y
migracién de las células tumorales a la laminina y de la
actividad heparanasa.

Los hallazgos mencionados eran de esperarse pues
previamente se encontrd que , extractos combinados de dos
algas, Spirulina'y Dunaliella, ricas en B-caroteno, inhibieron
la carcinogénesis provocada en la cavidad oral de cricetos,
posiblemente por estimulacién de la respuesta inmune (30,
31).

Sin embargo, se puede decir que es prematuro atribuir
con certeza a la  Spirulina o ficocianina una
quimioprevencién del cdncer. Deben esperarse los resultados
de estudios clinicos, actualmente en marcha, antes de su¢
aplicacion en grandes poblaciones (28).

Anticoagulante '
El Ca-SP aumenté en 10,000 veces la actividad ant}'
trombina del cofactor II de la heparina (32) e indujo
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eficientemente la producciéon de un activador de
plasminégeno especifico de tejido a través de un proceso
translacional, cuyo mecanismo se desconoce.

Debido a que el CA-SP es un polisacarido sulfatado nuevo,
diferente de la heparina, es de esperarse que puedan conocerse
en el futuro otras actividades biol6gicas (33). Aunque estos
dos efectos fueron estudiados en experimentos in vitro indican
que la Spirulina también podria tener una actividad
anticoagulante importante in vivo.

Antigenotéxico

Recientemente, Paz-Gonzdilez (34) demostr6 que los
extractos acuoso y organico del alga, inhibieron la frecuencia
de microniicleos inducida por la hidrazida maleico, en células

meibticas de Tradescantia. En el caso del extracto acuoso, -

los resultados indicaron una capacidad inhibitoria hasta del
79.4% y con el extracto de dimetilsulf6xido, hasta del 59.4%.
Al mismo tiempo se encontré que de los pigmentos obtenidos
de Spirulina, el B-caroteno inhibié 46.2%, la clorofilina
37.6% y la ficocianina, el 45.3%.

Es muy probable que este efecto se deba a los diferentes
mecanismos de quimioproteccidn, entre los cuales es posible
la induccién de la capacidad celular para reparar el dafio
inducido en el DNA y el aumento en la actividad antioxidante
a través del atrapamiento de radicales libres u otros
mecanismos celulares y extracelulares (35). Ya en estudios
anteriores efectuados por Qishen et al., (36), en los que la
Spirulina redujo la frecuencia de micronicleos en médula
ésea de ratones sometidos a radiaciones gama, se anticipé
que su efecto protector se debfa probablemente a un
mecanismo similar.

La actividad antioxidante del alga se ha demostrado
utilizando homogeneizado de higado de rata (37) o plasma
(38). Al parecer, la ficocianina es uno de los componentes
responsable de esta accién, como fue demostrado por Romay
y Gonzélez (39) y especificamente su grupo cromdéforo, la
ficocianobilina, de acuerdo a lo que fue comunicado por Bhat
y Madyastha (40) en experimentos in vivo e in vitro.

Antihepatotéxico

Torres-Durén et al. (41) comunicaron que la Spirulina,
proporcionada a ratas a una concentracién del 5 % en la dieta,
disminuy6 la concentracién de triacilgliceroles séricos, que
habfa sido incrementada por tetracloruro de carbono, 2 0 4
dfas después de su administracién. Vadiraja et al. (42),
ademds, encontraron que la ficocianina C, proveniente de
Spirulina, administrada también aratas por via intraperitoneal
a dosis de 200 mg/kg antes de R-(+) pulegén o tetracloruro
de carbono, daba lugar a concentraciones de la transaminasa
glutdmico oxalacética igual que en los testigos y evitaba el
decremento de citocromo P450 microsomal, glucosa-6-
fosfatasa y aminopirina-N-desmetilasa, indicando una
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proteccién de las enzimas hepdticas.

Ya que el efecto hepatot6xico, estd relacionado con la
produccién de radicales libres, es posible que el potencial
hepatoprotector de Spirulina maxima, se deba a sus
constituyentes tales como 4cido y-linolénico, sulfolipidos,
selenio, clorofila, caroteno y vitaminas E y C (43). El 4cido
v- linolénico y los sulfolipidos han sido también implicados
en otras propiedades farmacolégicas (44).

La ficocianina, que igualmente inhibi6 el dafio hepatico
producido por R-(+) pulegon y CCl,, lo hace posiblemente
reduciendo la formacién de metabolitos reactivos (42).

Antiinflamatorio

Dosis de 100 y 200 mg/kg de ficocianina C, obtenida de
Spirulina, administradas oralmente a ratones, redujeron la
inflamacién de las extremidades producida por glucosa
oxidasa (45). En otro experimento Romay et al. (46),
encontraron que este pigmento disminuyé significativamente
el edema producido por dcido araquidénico y acetato de 12-
O-tetradecanoil forbol. También redujo el causado por la
inoculacién de carragenina en la extremidad posterior de ratas
y el granuloma provocado por la implantacién de algodén.
En un reciente experimento, Romay et al., (47) encontraron

-que la ficocianina C inhibi6 significativamente el edema y

las concentraciones de leucotrieno TB, inducidos por 4cido
araquidénico. Ademads se encontré efecto antiinflamatorio
en la colitis, originado en ratas por enema de 1 ml de 4cido
acético al 4%.

Es probable que la actividad antiinflamatoria se deba
también a sus propiedades antioxidantes, al atrapamiento de
radicales libres de oxigeno y tal vez a su efecto inhibitorio
en el metabolismo del dcido araquiddnico (46). En relacion
a lo anterior, hay bastante evidencia de que ciertos tipos de
inflamacién tisular son causados por especies reactivas de
oxigeno (48). En efecto, en los sitios de inflamacién se forman
oxidantes tales como radicales superéxido e hidroxilo,
peréxido de hidrégeno y dcido hipocloroso.

Es posible que la reduccién del edema y concentraciones
de leucotrieno TB, en los oidos de ratones se deba a un efecto
inhibitorio directo de la ficocianina sobre la 5-lipoxigenasa,
ademas de sus propiedades antioxidantes (47).

Tomando en cuenta que las microalgas son usadas como
suplementos dietéticos en muchos paises, los resultados con
ficocianina en el tratamiento de la colitis son evidentes y
pueden ser relevantes para el uso potencial de las microalgas
como suplemento en pacientes con padecimientos
inflamatorios del intestino (49).

Antiparasitario

En ratones BALB/c inoculados con Plasmodium chabaudi
y tratados con 250, 500 y 1000 mg/kg por via oral, no se
observaron diferencias importantes en la parasitemia, aunque
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no desarrollaron el fenémeno de recrudescencia. Por otra parte
las respuestas de anticuerpos contra Plasmodium chabaudi
fue igual en ratones testigos y tratados (26).

Se desconoce el o los mecanismos de 1a Spirulina por los
que ratones infectados con P. Chabaudi no presenten este
fenémeno. Es probable que se estimule algin mecanismo
antiparasitario que puede tardar varios dias. Debido a que la
produccién de anticuerpos fue practicamente igual en ratones
tratados y testigos, se descarta la posibilidad de estimulacién
del sistema inmune (26).

Antitéxico

La Spirulina administrada a dosis de 800 mg/kg a ratones
albinos Swiss antes y después del tratamiento con acetato de
plomo, aumentd su tiempo de supervivencia y protegié del

~efecto del metal sobre el peso de los testiculos, peso corporal
y didmetro tubular de espermatogonias A y B, espermatocitos
primarios y secundarios y espermatides (50).

Se ha observado que en la intoxicacidn con este metal, el
4cido 5-aminolevulinico genera radicales libres de oxigeno
que conducen a muerte celular (51) y por otra parte disminuye
la sintesis de DNA (52). Al ser la Spirulina una fuente rica en
antioxidantes y capaz de aumentar su sintesis (53), protege
y evita el dafio causado por este metal.

Antiviral
' El Ca-SP, inhibié la replicacién del virus Herpes simplex
tipo 1 (HSV-1) y el de la inmunodeficiencia humana (HIV-
1). La actividad anti HIV-1 del Ca-SP es similar a la del
sulfato de dextran (S-DEX), aunque mds potente. La S-DEX
tiene actividad anticoagulante, lo cual limita su utilizacién
~ in vivo; sin embargo, el Ca-SP ofrece la ventaja de que posee

actividad de ese tipo mucho menor, de tal forma que se podria
alcanzar in vivo una actividad anti HIV-1 a concentraciones
que no afecten la coagulacion (14). En un estudio efectuado
recientemente, Lee et al. (54), comprobaron que el reemplazo
del ion Ca en Ja molécula del Ca-SP por los cationes sodio y
potasio, mantenian la actividad viral, al contrario de los
metales trivalentes, que la redujeron. Asi mismo la
depolimerizacién del complejo con sodio disminuyé dicha
actividad.

El Ca-SP ademis de inhibir la replicacién de HSV-1 y
HIV-1, impide la de otros virus envueltos, tales como:
citomegalovirus humano, virus del sarampidn, paperas y de
la influenza (15). )

La actividad anti HIV-1 ha sido confirmada por otro grupo
(55), que ademds de encontrarlaen la fraccién polisacaridica,
se observé también en una fraccién soluble en etanol y libre
de polisacdridos y taninos.

Herndndez Corona (56), habia observado que el extracto
acuoso del alga presentd actividad antiviral contra HSV-2,
PRV, HCMV vy adenovirus, respectivamente. Todo parece
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indicar que afecta los eventos que ocurren durante |55
primeras dos horas del ciclo viral, que corresponden 3 J,
adsorcién y penetracion, sin afectar las etapas subsecuenteg
de biosintesis (57, 58). Sin embargo, hasta donde se saby,
no se ha estudiado si tiene algiin efecto en modelos de
infecci6n viral in vivo.

Siguiendo los enfoques modernos, no es sorprendente
que los extractos de algunas algas muestren inhibici6n de |3
accion citopdtica del virus HIV-1 (59). En si, algunos hap
sido efectivos contra HIV in vivo € in vitro y 1os agentes
activos han resultado ser homopolisacédricos y
heteropolisacdridos sulfatados, sulfoglicolipidos,
carrageninas e hidroquinonas sesquiterpénicas (60). Tal es
el caso de Lyngbya lagerheimii y Phormidium tenue. También
se encontraron extractos de cianobacterias con propiedades
inhibitorias a partir de Phormidium cebennse, Oscillatoria
raciborskii, Scytonema burmanicum, Calothrix elekinii y
Anabaena variabilis (28).

Cardiovascular

Se evalud en ratas el efecto de la administracién oral de
Spirulina durante 2 semanas, sobre las respuestas
vasomotoras de anillos de aorta con y sin endotelio, frente a
la fenilefrina, tanto en presencia y ausencia de indometacina,
o indometacina més el metil ester No-nitro-L-argininay al
carbacol. La Spirulina tuvo efecto sobre las respuestas
vasomotoras dependientes del endotelio y disminuyé6 el tono
vascular al incrementar la sintesis y liberacién de 6xido
nitrico asf como de un eicosanoide vasodilatador dependiente
de la ciclooxigenasa. También disminuyé la sintesis y
liberacién de un eicosanoide vasoconstrictor (61). Por otra
parte, previno los efectos vasomotores ¢ausados por un dieta
rica en fructosa, cuando fue administrada durante 6 semanas
(62). Es probable que los efectos vasomotores del alga sean
dependientes del endotelio. Resultados de un estudio llevado
a cabo con el extracto etanélico de Spirulina mdxima,
sugieren que hay un aumento en la sintesis o produccién de
un prostanoide vasoconstrictor dependiente de ciclooxigenasa
por las células del tejido vascular liso (63).

Hipoglicemiante

Lima Araujo (64) estudié el efecto de biomasas de
Spirulina de diferentes origenes, sobre la glicemia y
tolerancia a la glucosa de ratas normales y diabéticas
inducidas por aloxana. Las biomasas se adicionaron a las
dietas, a concentraciones de 5% y 10%, que fueron
administradas a los animales por 28 dias, durante los cuales
se determind la glicemia. Al final se realizé una prueba oral
de tolerancia a la glucosa en cada grupo. No se encontré
diferencia significativa en los niveles glicémicos en los
animales normales en relacién a los testigos. En los animales
diabéticos, se observé efecto hiperglicemiante en todos los

3
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grupos alimentados con las biomasas.

Posteriormente se realizaron extracciones de una de las
biomasas con diclorometano y metanol y los extractos
obtenidos se administraron a ratas normales y diabéticas. El
extracto diclorometanico presenté efecto hiperglicemiante
en las ratas normales y diabéticas, sugiriendo la presencia de
un principio hiperglicemiante en el extracto. El extracto
metandlico presentd efecto hipoglicemiante solamente en las
ratas diabéticas, mostrando que ademds del principio
hiperglicemiante de baja polaridad, existe uno
hipoglicemiante de alta polaridad, pero cuyo efecto debe
haber sido suprimido por aquel de la biomasa integral. En
funcién de estos resultados y de otros previos relatados por
Hosoyamada et al. (65), quien trabajé con las fracciones
solubles e insolubles de Spirulina, agregadas a
concentraciones del 20 % en la dieta de ratas, Lima Aradjo
(64) concluye que, posiblemente, las biomasas de distintas
procedencias deben presentar diferentes propiedades, y que
es necesaria la caracterizacion de las substancias responsables
de los efectos descritos.

Hipolipidémico

La actividad hipolipidémica de la Spirulina ha sido
estudiada principalmente en rata, habiéndose encontrado en
todos los trabajos efecto positivo (66, 67).

Recientemente, Torres-Durdn et al. (37), comunicaron
que el extracto oleoso y también el alga, exenta de grasa,
proporcionados a ratas durante cinco dias a concentraciones
del 5% en la dieta, produjeron decremento de los lipidos
hepdticos totales y triacilgliceroles. Ademés, no s¢ observé
aumento en el colesterol hepdtico, provocado por el
tetracloruro de carbono. Por otra parte, las ratas que
recibieron Spirulina completa en su dieta y se trataron
unicamente con el vehfculo, mostraron aumento en el
colesterol-HDL. -

Algunas algas como Cystoseira barbata, Fucus gardnerii
y Phyllophora nervosa, han demostrado disminuir los niveles
de colesterol plasmdtico, habiéndose aislado en algunos casos
los principios activos responsables de tal actividad como
son esteroles insaponificables y dcidos grasos. También se
han estudiado los efectos de algas marinas verde-azules
(Monostroma nitidium, Ulva pertusa, Enteromorpha
compressa y E. Intestinalis) sobre el metabolismo del
colesterol en ratas (28). Ademis, el colesterol hepdtico ha
sido reducido hasta en un 50% por el alga en polvo y por el
material extraido de ella con agua o disolventes; el residuo
obtenido después de la extraccion mostré los mejores efectos.
De esos resultados se puede inferir que la fibra cruda de las
algas representan el componente efectivo, hecho que también
se ha observado con las algas marinas (28), lo que tratdndose
de dietas para el ser humano representaria el concepto mds
amplio de fibra dietética (68).
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Inmunoestimulante

Se ha informado que el tratamiento de cultivos de
macréfagos de pollo con un extracto de Spirulina, aumenté
su capacidad fagocitica intrinseca, aunque no mejoré la de
particulas opsonizadas. Ademds, los macréfagos tratados
produjeron una sustancia soluble capaz de matar células
tumorales (69).

El mismo grupo de investigadores también estudi6 el
efecto de la adicién de Spirulina a la dieta de polios (70). Se
encontré que la inmunizacién con eritrocitos de carnero (EC),
produjo respuestas primarias de anticuerpos similares a la
de los que recibieron dieta sin el alga; sin embargo, los pollos
con dieta de Spirulina dieron mejores repuestas secundarias
y mejores prucbas in vivo de inmunidad mediada por células;
asi mismo sus macréfagos presentaron mayor actividad
fagocitica en cultivo y las células del bazo, una mayor
actividad de células asesinas naturales.

En otro trabajo, Qureshi y Ali (71) observaron que si se
adiciona extracto de Spirulina a cultivos de macréfagos
alveolares de gato, fagocitan mejor a EC y a bacterias.
Recientemente Hayashi et al. (17) describieron que la
Spirulina tiene la capacidad de aumentar, en ratones, las
respuestas de IgA cuando se administra antes o al mismo
tiempo que el antigeno. También increment6 ligeramente la
respuesta de IgG1 pero no modificé la de ningin otra clase o
subclase de inmunoglobulina, incluyendo a la IgE.

El efecto de la Spirulina sobre el sistema inmune parece
deberse a una estimulacién importante de las actividades del
macréfago. Es posible que también induzca su capacidad de
funcionar como célula presentadora de antigeno, lo que
explicaria los hallazgos de que la Spirulina administrada in
vivo, mejora la respuesta inmune de anticuerpos (17,69,72).
El macré6fago estimulado por la Spirulina también podria
producir citocinas en mayores cantidades, las cuales afectan
la respuesta o actividad de otras células linfoides. Esto podria
justificar varios hallazgos, como el de que la Spirulina sea
mitogénica para células de bazo, que mejore su respuesta
proliferativa a Concavalina-A y que produzca un factor que
provoque la muerte de células tumorales (71), hecho
probablemente debido al TNF-a. y a que los ratones tratados
con Spirulina tengan una alta actividad de c€lulas NK (68).
Este ultimo efecto podria ser ¢l resultado de la produccién
de IL-12, citocina sintetizada por macréfagos y que entre
otras propiedades sea un potente activador de las células NK
(73). Hay que considerar también que con los datos actuales
no se puede descartar que la Spirulina actie directamente
sobre las células NK o induzca la produccién de otras
citocinas activadoras de las células NK. De cualquier forma,
el efecto combinado de la produccién de TNF-o y aumento
de la actividad NK le conferirfa posibles propiedades
antitumorales. Seria interesante que se estudiara el efecto
del alga sobre la produccién de las citocinas producidas por
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macréfagos y se caracterizara las moléculas que median este
efecto.

CONCLUSION

La Spirulina y/o algunos de sus componentes poseen una

diversidad de efectos farmacol6gicos que hacen de ella,
ademds de un complemento alimenticio, una fuente atractiva
y potencial para su empleo en el tratamiento de algunos
padecimientos. La separacién del o los principios activos,
responsables de las diferentes actividades, puede constituir
una alternativa farmacéutica.
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RESUMO. Com o objetivo de conhecer as crengas sobre as
vitaminas e verificar sua relagdo com o consumo de produtos
vitaminicos, um inquérito por amostragem foi realizado entre os
estudantes ingressantes de uma universidade privada em Sio Paulo.
As crengas foram abordadas através de 19 proposicdes sobre a
relacdo vitaminas-salide; a concordancia/discordéncia dos
respondentes foi expressa em escala de 5 pontos. A consisténcia
interna do conjunto de proposi¢des foi avaliada pelo coeficiente
alfa de Cronbach. Dos 894 respondentes, 30.4% consumiu produtos
vitaminicos regular ou esporadicamente nos 3 meses precedentes.
94,5% acredita que a vitamina C previne gripes e resfriados e 72,5%
considera as vitaminas fonte de energia. Parcela importante
considera que um excesso de vitaminas pode acarretar riscos a
sadde. O escore total de crengas dos consumidores regulares foi
maior que 0 dos ndo consumidores (p<0,001). Os resultados indicam
que beneficios cientificamente controversos sdo atribuidos as
vitaminas pelos universitdrios considerados e sugerem haver relacdo
entre crengas e consumo de produtos vitaminicos.

Palavras chaves: Crencas, vitaminas, suplementagio vitaminica,
produtos vitaminicos.

INTRODUCAO

A relagd@o entre vitaminas e satde tem estado presente na
midia com relativa frequéncia. A imprensa tem destacado os
resultados de pesquisa sobre a prevencio de doengas cronicas
nao transmissiveis, abordado o risco de efeitos téxicos
associados a ingestdo excessiva de medicamentos a base de
vitaminas e apontado as incertezas a respeito de seus efeitos
benéficos além da satisfacdo de necessidades nutricionais.
Também tém sido publicados artigos que defendem a
suplementagdo da dieta com produtos vitaminicos.

A publicidade de produtos vitaminicos e outros
suplementos nutricionais no Brasil, como em diferentes partes
do mundo, tem atribuido as vitaminas diversos beneficios
para a satide, muitos dos quais nao estdo fundamentados pela
ciéncia. Supostos beneficios aparecem em destaque nos
comerciais veiculados pela televisdo e na publicidade em
revistas: vitaminas contra estresse e cansago, fornecendo
energia “extra” para atividades cotidianas, evitando gripes e
resfriados. Estdo também presentes em folhetos e nos rétulos
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'SUMMARY. Vitamin beliefs and consumption of vitamin

supplements among university students in the city of Sdo Paulo.
A survey was conducted in a sample of 894 students entering a
private university in S3o Paulo to examine the vitamin beliefs and
to verify the relation between vitamin beliefs and vitamin
supplements consumption. Nineteen statements about the relation
between vitamins and health were developed to assess the beliefs;
the respondents answered by means of a 5-point agreement scale.
Cronbach’s alpha coefficient of internal consistency was determined
for the total scale. 94.5% of students believe that vitamin C prevents
and cures the common cold and 72.5% consider vitamins as an
energy source. Many students recognize the possibility of health
risks associated to excessive vitamin consumption. Vitamin
supplement users had a belief score higher than non-users (p<0.001).
The results indicate that several misconceptions about vitamin
benefits are common among the students and suggest a relation
between vitamin beliefs and supplements consumption.

Key words: Beliefs, vitamins, vitamin supplements

de produtos disponiveis em supermercados, segundo os quais,
por exemplo, a vitamina E “previne o envelhecimento” e a
vitamina C “previne as infec¢des em geral, refor¢ando as
defesas do organismo”. Nesse sentido cabe a observagdo de
Barros (1) sobre a atuacdo eficiente da publicidade desses
produtos, atribuindo-lhes fungdes simbdlicas que os associam
a fontes de vigor e energia em um grau que aparentemente
nao existe nas fontes naturais de vitaminas, os alimentos.
A parte o debate e as incertezas cientificas sobre a agio
das vitaminas na prevengdo de doencas, fica como questdo
se as informagGes que circulam nos meios de comunicagio
de massa - e quais delas - t€m sido incorporadas as concepgdes
populares sobre esses nutrientes. As vitaminas t€m, como
afirma Bernier (2) uma “excelente reputagdo” entre a
populagdo, sendo consideradas necessdrias e inofensivas, e
isso pode resultar na assimilagéo preferencial de informagdes
sobre possiveis beneficios, estimulando o consumo de
produtos vitaminicos sem a necessidade de suplementagdo
da dieta. Estudos em diferentes grupos populacionais tém
associado o consumo difundido desses produtos a crengas
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populares sobre efeitos benéficos das vitaminas (3,4).
Paralelamente, seu uso indiscriminado por pessoas saudaveis
vem sendo criticado na literatura, tanto pela auséncia de
comprovacgdo dos efeitos almejados pelos consumidores,
como pela possibilidade de riscos a saide associados a
ingestdo excessiva de algumas vitaminas (2,5).

Em um levantamento nas bases de dados MEDLINE e
LILACS (1990-1999) n3o foram encontrados estudos que
abordassem as crengas sobre as vitaminas ou avaliassem a
extensdo do consumo de produtos vitaminicos no Brasil.
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo conhecer
as crengas sobre as vitaminas comuns entre uma populagio
de universitdrios de Sdo Paulo e verificar a existéncia de
relagdo com o consumo de produtos vitaminicos nesse grupo
populacional. ‘

METODOLOGIA

O levantamento das informagdes foi realizado por
intermédio de um questiondrio estruturado, submetido a pré-
teste com alunos da mesma universidade. Uma amostra
representativa dos estudantes de 1° ano das dreas de Ciéncias
Humanas, Exatas ¢ Biol6gicas de uma universidade privada
localizada no Municipio de SZo Paulo constituiu a populagio
da pesquisa. A amostra foi selecionada por sorteio de
conglomerados, constituidos pelas diversas turmas dos cursos
de cada 4rea.

As “crencas sobre as vitaminas” foram definidas como
um conjunto de concepgdes sobre a importancia e os efeitos
desses nutrientes sobre a saide ¢ abordadas por intermédio
de 19 proposicdes relacionais a esse respeito. A concordéncia

ou discordancia quanto ao conteiido de cada proposigio foi

expressa pelo respondente em escala com S categorias de
resposta (de “discordo totalmente” a “concordo totalmente™),
que incluiu uma categoria central para indicar neutralidade
ou desinformagao a respeito (“indeciso/ndo sei””). Considerou-
se que a concordéncia com o contetido de uma proposicdo —
mais intensa ou menos intensa — indicava que seu conteiido
era considerado verdadeiro pelo respondente, e vice-versa.
As proposicdes foram estabelecidas através de trés
procedimentos: (a) coleta de opinides espontineas de 30
estudantes da mesma universidade — aos quais solicitou-se
que listassem as primeiras 5 propriedades das vitaminas que
lhes ocorressem — seguida de selegdo das mais freqiientes;
(b) selecdo de informagBes comumente presentes na
publicidade e rotulagem de produtos vitaminicos e (c)
identificagdo de propriedades e efeitos téxicos das vitaminas
recentemente investigados, com basc em revisdo da literatura.
As sentengas selecionadas foram reformuladas segundo as
recomendacdes de Foddy (6) e Mueller (7) para a construgdo
de escalas de muiiltiplos itens. Todas abordam aspectos
cognitivos referentes a relagdo entre vitaminas e satide e
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podem ser consideradas corretas ou ndo do ponto de vista do
conhecimento cientifico atual.

A freqiiéncia de consumo de produtos vitaminicos
(multivitaminicos com ou sem minerais, combinagdes de
vitaminas antioxidantes, vitamina A ou beta-caroteno,
vitamina C, vitamina E e vitaminas do complexo B) nos 3
meses precedentes foi abordada em questdes fechadas. Esse
periodo foi considerado suficiente para o levantamento do
uso esporddico desses produtos & adequado ao
dimensionamento do consumo regular, cuja freqii€ncia pode
alterar-se em periodos longos. No questiondrio, o termo

““suplemento vitaminico” foi empregado genericamente para

designar os produtos a base de vitaminas, sem distingdo de
dosagem. Sup0s-se que, popularmente, ainda nio havia sido
assimilada a disting#o estabelecida pelo Ministério da Saiide,
que restingiu o termo “suplemento vitaminico” a produtos
com doses de no maximo 100% da Ingestdo Didria
Recomendada (IDR) e definiu como “medicamentos a base
de vitaminas™ os produtos que excedem esse limite (13,14).

O levantamento dos dados foi realizado em abril de 1999.
Os questiondrios foram auto-administrados nas préprias salas
de aula, mediante o consentimento pds-informagao por parte
dos estudantes. Poucos ndo se dispuseram a participar: menos
de 2% do total da amostra. Ao todo, 894 questiondrios foram
considerados suficientemente respondidos: 250 da drea de
Ciéncias Bioldgicas, 320 de Ciéncias Humanas e 324 de
Ciéncias Exatas.

A andlise estatistica foi realizada por intermédio do SPSS
(versdo 8.0) e do SAS (versdo 6.12). Para cada proposicao,
foram determinadas a freqiiéncia e a propor¢ao das
alternativas de resposta, assim como a média dos pontos a
elas atribuidos (de 1 = discordo totalmente a 5 = concordo
totalmente). Para minimizar a tendé&ncia geral de

_concordancia pelos respondentes (6,7), algumas sentencgas

negavam a existéncia de determinado beneficio e a contagem
dos pontos foi invertida; o mesmo foi feito para as sentengas
que abordavam riscos a sadde associados ao excesso de
vitaminas. A proporgdo de estudantes que concordou com 0
contetido (ou discordou) de uma proposigio foi considerada
como indicador da amplitude da difusdo da crenca nela
expressa; seu escore médio em um grupo foi interpretado
como indicador da tendéncia do grupo em consideri-la
verdadeira. O escore médio foi utilizado para comparagoes
entre grupos delimitados por género, drea do curso e consumo
de produtos vitaminicos, através de andlise de variincia.

O conjunto de proposi¢cdes compds uma escala de
multiplos itens, do tipo Likert. A soma dos pontos atribuidos
a todas as proposi¢des definiram o escore total do
respondente, interpretado como uma medida unica de suas
crengas sobre as vitaminas. A consisténcia interna da escala
- uma medida de sua confiabilidade - foi avaliada por
intermédio do coeficiente alfa de Cronbach (7,10). Com base
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no célculo desse coeficiente, itens que reduziam a
consisténcia interna da escala foram desconsiderados, visando
aumentar sua confiabilidade. O escore total foi utilizado para
a comparagdo entre grupos através de andlise de varidncia.

Como a amostra total ndo foi proporcional as 3 dreas dos
cursos, as respostas foram analisadas mediante a ponderagdo
por drea. No entanto, a andlise ponderada dos dados referentes
ao consumo de produtos vitaminicos e as crengas ndo diferiu
da nd3o ponderada e, por simplicidade, séo apresentados o0s
resultados sem a ponderagao.

RESULTADOS

As caracteristicas da amostra sdo apresentadas na Tabela
1. Os sujeitos da pesquisa concentram-se na faixa etdria dos
17 aos 24 anos (85,0%), sdo residentes no Municipio ou
Regido Metropolitana de S3o Paulo (99,6%) e solteiros
(90,7%). A distribuicdo entre os géneros é relativamente
equilibrada. A maioria dos estudantes (59,8%) trabalha além
de estudar e cerca de 15% s3o fumantes.

TABELA 1
Caracteristicas da amostra

N %
Sexo Feminino 395 442%
Masculino 498 55,8%
Faixa etéria 17-19 anos 486 54,4%
20-24 anos 274 30,6%
25-29 anos 79 8.8%
30 anos ou mais 55 6,2%
Trabalho Sim 533 59.8%
Nizo 358 40,2%
Prética de
exercicios Néo pratica 500 559&
fisicos (até 1 vez/semana)
2-3 vezes/semana 235 26,3%
4-7 vezes/semana 159 17.8%
Tabagismo Fumante 137 15,3%
Ex fumante 67 7.5%
Nizo fumante 690 77,2%
N total = 894

Nos 3 meses precedentes, 30,4% (IC 95% 27,4 - 33,4)
dos estudantes consumiu produtos vitaminicos (Tabela 2). A
maior parte os consumiu pelo menos uma vez por semana,
definindo o grupo dos consumidores regulares. Cerca de 6,0%
usou esses produtos 1-2 vezes por més ou quando considerou
necessdrio, sendo classificado com consumidor esporéadico.

TABELA 2
Prevaléncia de consumo de produtos vitaminicos

N % o validos (I:C: 95%)
Consumidores regulares 203 227 23,12 (20,33 - 25.90)
Consumidores esporadicos 53 59 6,03 (4,46 - 7,61)
Nio consumidores 622 69,6 70,84 (67,83 —73,84)
Total 878 98,2 100,0
Perdas 1,8
Total 894 100.0

a Estudantes que consumiram productos vitaminicos uma ou mais vezes por
semana nos 3 meses anteriores a pesquisa.

b Estudantes que consumiram productos vitaminicos menos de uma vez por
semana ou sem regularidade, nos 3 meses anteriores a pesquisa.

¢ Consumidores que n3o indicaram a freqiiéncia de consumo.

A Tabela 3 apresenta a proporgdo (%) das 5 alternativas
de resposta a cada proposigao e o escore médio obtido. Nota-
se que o contetddo das proposi¢des B8 e TS € pouco difundido
entre os estudantes: a maioria assinalou a alternativa “ndo
sei/indeciso”. Isso refletiu no escore médio dessas sentengas,
préximo de 3, o nimero de pontos atribuido a essa alternativa.
O mesmo ocorreu com as proposi¢des que receberam uma
propor¢ao equilibrada de concordéncia e discordéncia, como
as proposi¢des B2, N3 e N4, indicando tendéncia de indecisdo
ou desconhecimento ao nivel do grupo de respondentes. Ja a
proposi¢do B10, que relaciona a vitamina C a prevengiio e
combate de gripes e resfriados, recebeu a concordancia de
quase a totalidade dos estudantes — 94,5% indicaram
concordar ou concordar totalmente. A alta propor¢éo (43,7%)
de “concordo totalmente” resultou em um escore médio alto:
4,3. Outra propriedade atribuida as vitaminas por grande parte
dos respondentes € a de fornecer energia: 72,5% discordaram
ou discordaram totalmente da sentenga que negava essa
propriedade (B9). Grande parte dos estudantes indicou
concordar ou concordar totalmente com 2 das afirmagdes
que sugerem a existéncia de riscos a sadde associados ao
consumo de vitaminas em excesso, T2 ¢ T4. Como essas
proposi¢des foram consideradas negativas na contagem dos
pontos atribuidos as respostas, a alta concordancia refletiu-
se em escore médio relativamente baixo.

Os itens B8 e TS reduziam a consisténcia interna da escala
constituida pelo conjunto de proposi¢des medida pelo alfa
de Cronbach e, por isso, foram eliminados do célculo do
escore total. Assim, a escala final utilizada para medida das
crengas passou a conter 17 itens e apresentou alfa de 0,65. O
célculo do escore total considera apenas os estudantes que
responderam a todas as proposigoes.
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TABELA 3
Proporgdo das respostas (%) e escore médio das proposi¢cdes sobre vitaminas

Escore médio
1O 2(%)  3(%)  4(%) 5(%)  (desvio padrao)

"Bl As vitaminas so essenciais para evitar
doengas de caréncia nutricional como o 7 5.5 14,0 57,8 21,9 4,0 (0,8)

raquitismo e o escorbuto (+)

B2 As vitaminas no tém efeito contra doengas

A 6.4 19,9 46,7 21,9 5,1 3,0 (0,9
como o cancer (-)
B3 As vitaminas ajudam a melhorar o 1.9 10.9 24.9 502 121 3.6(0,9)
raciocinio (+) ’ K : ’ > AT
B4 Algumas vitaminas podem reduzir o risco 1.0 50 379 46.8 93 3.6 (0,8)
de doencas cardiovasculares (+) > > i : i A
B5 Nio adianta tomar grandes doses de 149 465 271 13.4 31 2.4(1,0)
vitaminas para retardar o envelhecimento (-) ’ ’ ’ ’ ’ PTAD
B6 As vitaminas ndo ajudam a combater o 23 14.9 338 38.5 106 3.4(0,9)
estresse (-) : ’ ’ > K > A
B7 O sistema imunol6gico ¢ fortalecido pelas 1.0 56 322 486 12.6 3,7(0,8)
vitaminas (+) 2 ’ S4, : s s s
B8 As vitaminas antioxidantes combatem
radicais livres associados a doengas : 3 4,1 79,9 13,6 2,1 3,1(0,5)
graves (+)
B9 As vitaminas ndo sdo fonte de encrgia para 34 12.4 1.7 49.8 227 38(1,0)
o organismo (-) ’ ’ ’ ’ ’ AT
B10 A vitamina C ajuda a prevenir ¢ combater 11 24 20 50.7 43.7 43(0.7)

gripes e resfriados (+)

N1 'Pessoas que praticam exercicios fisicos
precisam de suplementos vitaminicos para 4,1 19,1 64 483 22,1 3,7(,D
repor as perdas (+)

N2 Suplementos vitaminicos ajudam os

fumantes a manter a satide (+) 213 350 3Ll 11,0 1,6 2,4 (1,0)

N3 Quem estuda e trabalha precisa de
suplementos vitaminicos mesmo que tenha = -~ 8,7 33,2 13,6 37,6 6,9 3,0(1,2)
uma alimentagdo equilibrada (+)

N4  Viver em ambiente poluido aumenta a

quantidade necessaria de vitaminas (+) 79 20,7 32,7 34,7 4.1 3,1(1,0)
T1 Tomar grandes doses de vitamina C nao 141 329 28.4 192 53 27 (L1

causa danos ao organismo (+) ’ ? ’ ’ 7 AT
T2 Suplementos vitaminicos sé devem ser

usados com acompanhamento médico (-) 304 45,3 70 14,9 24 21 (_1’1)
T3  Quanto mais vitaminas o organismo tiver

disponivel, melhor para a satde (+) 4.9 23,7 20,6 394 1.4 33(LD
T4 O uso prolongado de grandes doses de 20.0 449 258 74 1.9 23(0,9)

vitaminas pode prejudicar a satde (-) ’ ’ ’ ’ ’ AT
TS5 O excesso de vitamina A acumula-se no

organismo e causa problemas de satde (-) 1,5 5.2 66,7 210 5,6 3.2(0,7)

B = beneficios das vitaminas; N = aumento da necessidade de vitaminas em determinadas condigdes; T = risco de efeitos
téxicos.

Os sinais (+) e (-) indicam as proposi¢des consideradas positivas e negativas. Para as proposi¢des positivas, 1= discordo
totalmente; 2= discordo; 3= nfo sei/indeciso; 4= concordo; 5 = concordo totalmente. Para as negativas, a contagem foi
invertida: 1= concordo totalmente: (...) 5= discordo totalmente.
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A comparagdo do escores médio das proposi¢des entre 0s
géneros s6 encontrou diferenga no caso da proposi¢éo B9: o
escore médio dos estudantes do sexo masculino (3,7) diferiu
do escore do sexo feminino (3,9) ao nivel de 0,05. A diferenga,
entretanto, se dd apenas na intensidade e nio na diregdo da
crenca: ambos 0s escores s3o préximos a 4 indicando
tendéncia de discordancia, pois a proposi¢do € negativa.

Foi encontrada diferenca entre os escores médios das
proposicdes N3, T2 e T4 (p<0,05) e entre o escore total da
escala de crencas (p<0,01) dos estudantes das 3 dreas de curso.
No caso da sentenca N3 os escores dos 3 grupos foram
préximos de 3, mas pelo teste de Tukey os estudantes da drea
de Bioldgicas apresentaram em média escore menor que 0s
das outras areas. A proposi¢do T4 também obteve escore
médio préximo de 3 e foi encontrada diferenga entre
BiolGgicas e Humanas. Os estudantes das 3 dreas tenderam a
concordar com a afirmagdo “suplementos vitaminicos s6
devem ser usados com acompanhamento médico” (T2) mas,
comparativamente, os estudantes da 4rea de Bioldgicas
apresentaram escore médio menor que os de Humanas. O
escore total de crencas foi menor entre os estudantes de
Ciéncias Bioldgicas.

A relac@o entre as crengas sobre as vitaminas e o consumo
de produtos vitaminicos foi examinada mediante a
comparac@o dos escores de crenga dos consumidores regulares
e dos ndo consumidores, por andlise de varidncia. A Tabela 4
apresenta os escores médios de cada proposi¢do € o escore
total da escala de crengas de cada grupo, indicando as
diferencas estatisticas encontradas. Em todos os casos em
que foi detectada diferenca (B4, BS, B6, B7, N1, N3, N4,
Tle T2), o escore médio da proposi¢do foi maior no grupo
dos consumidores regulares. O mesmo ocorreu com 0 escore
total, que foi significativamente maior entre os consumidores
regulares.

DISCUSSAO

Os resultados indicam que, de modo geral, os
universitdrios considerados na pesquisa tém uma visdo
bastante positiva das vitaminas e dos produtos vitaminicos.
Diversas propriedades benéficas ~ nem todas comprovadas
cientificamente, praticamente todas encontradas na
publicidade desses produtos — sio atribuidas as vitaminas por
parcela relevante dessa populagdo. A grande maioria tende a
acreditar, por exemplo, que as vitaminas sdo fonte de energia
— 0 que ndo € correto do ponto de vista cientifico. Quase
todos os sujeitos da pesquisa acreditam que a vitamina C
atua na prevengdo e tratamento de gripes e resfriados, embora
revisdes recentes da literatura cientifica concluam que ndo é
possivel atribuir a vitamina C um papel na prevengio e/ou
tratamento dessas doencgas (11).
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A possibilidade de riscos a saide devido ao consumo de
doses excessivas de vitaminas € reconhecida por parcela
importante dos estudantes. A grande maioria indicou acreditar
que a suplementacdo vitaminica deve ocorrer com
acompanhamento médico e que o uso prolongado de grandes
doses de vitaminas oferece riscos a satde. No entanto,
sentencas que abordavam a toxicidade de vitaminas
especificas receberam menos crédito. Por exemplo, menos
da metade acredita que grandes doses de vitamina C possam
causar danos 2 satide e apenas 6,7% informou acreditar na
possibilidade de risco a saide associado ao excesso de
vitamina A.

Algumas limitacOes associadas 2 metodologia da pesquisa
devem ser consideradas na andlise dos resultados. O fato da
coleta dos dados ter sido realizada por meio de um
questiondrio auto-administrado os condiciona a interpretagdo
das questdes pelos respondentes. Expressdes como “grandes
doses” e “excesso”, por exemplo, podem ter sido interpretadas
diferentemente. Segundo Foddy (6) € freqiiente a coexisténcia
de diversas interpretacdes, mesmo para palavras e expressoes
comuns.

E relevante considerar também limitacSes associadas ao
uso de um conjunto de proposi¢des € uma escala com 5
alternativas de resposta para a abordagem das crengas. Foddy
(6) afirma que, quando as mesmas categorias de resposta sao
usadas para uma bateria de proposi¢des, seu significado pode
variar de uma sentenga a outra e de um respondente para
outro, pois ndo hd um padrio explicito de referéncia. Além
disso, algumas pessoas tendem a usar mais as categorias
extremas enquanto outras tendem a evitar essas categorias.
Nesta pesquisa, notou-se que a maioria evitou assinalar
“concordo totalmente” e “discordo totalmente”, dificultando
a diferenciagdo dos respondentes. O fato das sentengas
tratarem de informacdes adquiridas, muitas vezes,
informalmente, pode ter contribuido para esse perfil de
respostas. Segundo Foddy, o uso de um nimero maior de
categorias (7 ou 9) pode favorecer a discriminaggo de grupos
de respondentes. A opgdo pela escala de 5 pontos
fundamentou-se em seu uso nos estudos publicados sobre
crengas e conhecimento em nutri¢do (3,4,12).

O conjunto de proposi¢des comp0Os uma escala de
consisténcia interna moderada, de acordo com o coeficiente
alfa de Cronbach obtido, 0,65. A literatura que aborda o uso
de escalas de miiltiplos itens para medida de construtos como
atitudes e crengas tem considerado que uma boa escala
apresenta um alfa de 0,80 ou mais (7,10). No entanto, segundo
Mueller (7), uma consisténcia interna moderada (alfa acima
de 0,4) € aceitdvel para a comparagdo dos escores médios de
grupos de 100 ou mais respondentes, pois erros na medida
dos individuos serdo balanceados no grupo.
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TABELA 4
Escores médios das proposi¢des sobre as vitaminas e escore total da escala de crencas de consumidores regulares e
de ndo-consumidores de produtos vitaminicos

__ Consumidores regulares  Né&o consumidores
Escore Desvio Escore Desvio
N médio  padrio N meédio padréo

Bl As vitaminas sd0 essenciais para evitar
doengas de caréncia nutricional como 0 201 4,0 ,78 614 4,0 81
raquitismo € o escorbuto (+)

B2 As vitaminas ndo tém efeito contra doengas

A 200 3,0 91 609 3,0 95

como o cancer (-)

B3 éLs) vitaminas ajudam a melhorar o raciocinio 202 37 89 611 36 90

B4 Algumas vitaminas podem reduzir o risco de 200 3 84t 74 612 3,504 78
doengas cardiovasculares (+)

BS Nﬁo a_dlanta tomar grandes doses dp 108 2.7 1,03 614 244 99
vitaminas para retardar o envelhecimento (-)

B6 As vitaminas nao a_|udam a combater o 199 3,64+ 93 615 334+ 94
estresse (-)

B7 O sistgma imunolégico € fortalecido pelas 200 3 8sss 81 614 3605 80
vitaminas (+)

B9 As vitaminas ndo sdo fonte de energia para o 200 39 1,03 613 38 1,05
organismo (-)

B10 A vitamina C ajuda a prevenir € combater 202 44 75 616 43 74

gripes e resfriados (+)

N1 Pessoas que praticam exercicios fisicos
precisam de suplementos vitaminicos para 200 4,0%** 94 610 3,6+ 1,18
repor as perdas (+)

N2 Suplementos vitaminicos ajudam os fumantes

a manter a satde (+) 202 25 1,07 612 23 96

N3 Quem estuda e trabalha precisa de
suplementos vitaminicos mesmo que tenha 201 3,4%%* 1,16 615 2,9%%x% 1,13

uma alimentagfo equilibrada (+)
o . . “~
N4  Viver em ambiente poluido aumenta a

quantidade necessaria de vitaminas (+) 202 3.2 1,05 615 3,00 1,01
T g dslmncio o 2e s e 2e 10
T meiembestlme s a3 20e 10
P Geponivl melnorpara e (1) W 33 614 33 10
T amies pods prjudcar s saide 0 200 24 9 614 22 9
P%COTC total 184 56,9+ 6,0 557 53,5k 6,3

B = beneficios das vitaminas; N = aumento da necessidade de vitaminas em determinadas condi¢des; T = risco de efeitos
téxicos.

Os sinais (+) e (-) indicam as proposigdes consideradas positivas e negativas. Para as proposigdes positivas, 1= discordo
totalmente; 2= discordo; 3= no sei/indeciso; 4= concordo; 5 = concordo totalmente. Para as negativas, a contagem foi
invertida: 1= concordo totalmente; (...) 5= discordo totalmente.

Nivel de significancia da diferenca entre as médias: * p< 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Alguns resultados do presente levantamento assemelham-
se aos encontrados nos EUA. Entre universitarios, Eldridge
¢ Sheehan (3) constataram, por exemplo, que a maioria
acreditava no efeito preventivo da vitamina C sobre a gripe e
na acdo de doses extras de vitaminas aumentando a vitalidade
¢ energia. Entre estudantes do ensino médio, Thomsen ef al.
(12) verificaram que cerca da metade dos participantes
acreditava que uma pessoa que se sente cansada
provavelmente necessita de mais vitaminas e minerais e que
a grande maioria discordava da afirmagdo de que esses
nutrientes possam ser consumidos com seguranga em
qualquer quantidade.

Observou-se que a possivel atuagdo das vitaminas na
reducdo do risco de doengas crénicas ndo transmissiveis
divide a opinido dos estudantes. Embora a maioria considere
que algumas vitaminas podem reduzir o risco de doengas
cardiovasculares, quase 40% respondeu que néo sabe ou estd
indeciso a esse respeito. A sentenga sobre a relagdo entre
vitaminas e cancer também recebeu alta propor¢do de “‘ndo
sei/indeciso” e, nesse caso, a outra metade dos estudantes
dividiu-se em concordar ou ndo com a existéncia dessa
relagdo. A possivel agdo das vitaminas antioxidantes no
combate a radicais livres permanece desconhecida ou ¢
incerta para a maioria. Esses resultados surpreendem, jd que
essas questdes tém recebido atengdo considerdvel da midia e
a acdo antioxidante das vitaminas C e E e do beta-caroteno
tem sido destacada na publicidade de produtos vitaminicos.
Isto pode ser atribuido ao fato da populagio do estudo ser
majoritariamente jovem e, conseqiientemente, ainda ndo se
preocupar com o risco dessas doengas.

Os estudantes da area de Ciéncias BiolGgicas obtiveram,
em média, um escore total de crengas menor que os das outras
dreas. Esse resultado pode indicar que, comparativamente,
eles tendem a ser menos crédulos com relagéo as vitaminas
e produtos vitaminicos do que os estudantes das outras dreas.

Os estudantes que consumiram produtos vitaminicos
regularmente tenderam a se diferenciar dos ndo consumidores
quanto as crengas sobre beneficios e riscos associados as
vitaminas. Sempre que detectada diferenca entre esses grupos
quanto ao escore médio de uma proposi¢io, este foi maior
entre os consumidores. O mesmo ocorreu com 0O escore to-
tal, indicando que aqueles que consomem produtos
vitaminicos tendem a acreditar mais intensamente nos
aspectos benéficos atribuidos as vitaminas que 0s que ndo os
consomem. Dois outros estudos também detectaram diferenga
estatistica entre o escore de crengas de consumidores € néao
consumidores desses produtos: o de Eldridge e Sheehan (3)
entre universitdrios norte-americanos ¢ o de Worsley et al.
(4) em amostra da populagdo adulta de Adelaide, Austrilia.
Em geral, os pesquisadores concluem que essas crengas
parecem fundamentar ou pelo menos acompanhar a
suplementagio da dieta.

Ajzen e Fishbein (13) argumentam que hd uma cadeia
causal ligando as crencas ao comportamento, intermediada
pela atitude e por normas subjetivas. As crengas determinam
a atitude e as normas subjetivas (percep¢do quanto a
aprovagao ou reprovagdo social a um comportamento), que
podem entdo determinar a inten¢do € a agao correspondente.
Para Ajzen e Fishbein, pode-se avangar na compreensdo de
um comportamento seguindo seus determinantes até as
crengas a ele subjacentes. Nesse sentido, embora as crengas
ndo necessariamente predigam o comportamento, acreditar -
nos beneficios ou em consequéncias adversas de determinado
comportamento sobre a saide pode ser considerado um passo
preliminar para a acio.

Worsley et al. (4) concluem que, entre os consumidores,
crencas cicntificamente aceitaveis estdo misturadas a crengas
pseudocientificas promovidas comercialmente. Eles
consideram que o publico tem poucos meios de distingiiir
entre esses dois conjuntos de crengas € que a midia ndo
contribui para isso, pois raramente discute o mérito cientifico
das informagdes sobre nutricdo que nela circulam. Com
relacdo aos suplementos nutricionais, como destaca Borum
(14), é necessdrio explicitar ao publico as condigdes
especificas e as limitagdes dos estudos nos quais as alegagdes
de efeitos sobre a satide estdo fundamentados para reduzir a
confusio e desinformagéo sobre esses produtos.

Em seu conjunto, os resultados obtidos revelam a extensdo
das crengas sobre as vitaminas e do consumo de produtos
vitaminicos e sugerem que crengas em beneficios
cientificamente questiondveis podem estar associadas ao
consumo desses produtos. Embora ndo possibilitem avaliar
a adequacgdo da suplementagdo constatada, os dados
apresentados evidenciam a importancia de agdes relativas a
educagio nutricional e em satide e apontam para a
necessidade de regulamentar e restringir as alegacdes de
beneficios veiculadas através da publicidade e rotulagem de
suplementos nutricionais.
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RESUMEN. Algunos alimentos contienen macromoléculas
potencialmente antigénicas capaces de producir reacciones
inflamatorias alérgicas en individuos previamente sensibilizados.
Nuestro objetivo es desarrollar un modelo animal para detectar
antigenos alimentarios en la dieta a partir de 1a respuesta de
hipersensibilidad. Conejos neozelandeses se dividieron en 5 grupos.
Grupo 1 (G1): control. G2: sensibilizado con ovoalbimina (OVA).
G3: no sensibilizado y desafiado oralmente con OVA. G4:
sensibilizado con OVA y desafiado con buffer fosfato. GS:
sensibilizado y desafiado con OVA. Muestras de ciego se
colorearon con sales de plata y Alcian Blue (AB) pH <1. Otras se
inmunomarcaron con anticuerpos monoclonales anti CD5 y anti
CD25. Niveles de IgE especifica se detectaron mediante el test de
PCA. Histopatolgicamente el G5 mostré edema intenso parcheado,
linfangiectasias e infiltrado eosinofilico. Se cuantificaron:
mastocitos en G1: 1.33 células/ campo; G2: 12.80 y GS: 10.20.
Células enteroenddcrinas en epitelio superficial: G1: 1.6; G2: 6.0;
G5:4.2 y en epitelio criptal: Gl1: 3.0; G2: 12.0 y G5: 7.3. Linfocitos
CD5+en G1:24.21; G2: 22.12y G5: 23.97 y CD25+ en G1: 12.10;
G2: 14.30 y G5: 21.68. El G3 result6 similar al G1 y el G4 al G2.
Los mastocitos aumentaron por la induccién de la respuesta inmune
por OVA. Las células enteroend6crinas incrementaron en los
sensibilizados debido a una mayor expresién de grdnulos
citoplasméticos o diferenciacién de stem cells y disminuyeron en
los desafiados por degranulacién citoplasmética. Los linfocitos T
totales no mostraron diferencias significativas; pero si se elevd el
nimero de linfocitos CD25+ en los sensibilizados y desafiados.
Concluimos que el conejo sensibilizado y desafiado oralmente, es
un modelo vélido para estudiar los antigenos presentes en los
alimentos y sus reacciones alérgicas digestivas.

Palabras clave: Alergia alimentaria, modelo en conejos, ciego,
inmunohistoquimica.

INTRODUCCION

La alergia digestiva corresponde a respuestas inmunes
anomalas frente a sustancias alergénicas ingresadas por via
oral, en individuos previamente sensibilizados (1,2).

Los alergenos pueden ser componentes normales de los
nutrientes, formar parte de los aditivos o ser sustancias que
normalmente no se encuentran en el producto natural, pero
si en variedades transgénicas de los mismos. El modo de
preparacién puede aumentar o disminuir la capacidad
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SUMMARY: Biological model for detection of food antigens.
Antigenic macromolecules present in food can induce inflammatory
allergic reaction in sensitized persons. The aim of the present work
is the development of an animal model (o detect food antigens
based on hypersensitivity reaction after food ingestion. New Zealand
rabbits were divided in 5 groups. Group 1 (G!): control. G2:
Ovoalbumin (OVA) sensitized. G3: sensitized and orally challenged
with OVA. G4: OVA sensitized and phosphate buffer solution
challenged (PBS). G5: sensitized and challenged with OVA.
Samples from cecum were stained with Alcian Blue pH<1 for mast
cells and with silver method for enteroendocrine cells (EEC). Other
samples were immunostained with anti CD5 and CD25 monoclonal
antibodies. Specific IgE levels were detected by PCA.
Histopathology of G5 showed patchy edema. lymphangiectasia and
eosinophilic infiltration. Results were expressed as cells per HPF
(high power field); Mast cells in G1: 1.33; G2: 12.80 and G5: 10.20.
Enteroendocrine cells in surface epithelium: G1: 1.6: G2: 6.0; G5:
4.2 and in deep epithelium: G1: 3.0; G2: 12.0 and G5: 7.3.
Lymphocytes CD5+ in G1: 24.21: G2: 22.12 and G5: 23.97 and
CD25+inG1:12.10: G2: 14.30 and G5: 21.68. Group 3 were similar
to Gland G4 to G2. We observed: mast cells increased in number
probably due to OVA induced response. EEC showed an increase
in sensitized animals because of higher expression of cytoplasmatic
granules or differentiation from stem cells. Decrease in EEC number
in challenged groups was likely to be based on vesicles release.
Total T cells showed no significant differences among groups. CD
25+ cells were higher in sensitized and challenged animals. We
concluded that rabbit mode] of sensitization and oral challenge is
valid to study ingested food antigens and potential digestive
pathologic reactions.

Key words; Food allergy, rabbit model. cecum. immuno-
histochemistry.

antigénica de un alimento o modificar estructuras moleculares
dando lugar a reacciones cruzadas (3).

Los alimentos capaces de producir alergia alimentaria
mas estudiados son: leche de vaca, huevo de gallina, trigo,
tomate, chocolate, mani, pescados, ostras y mariscos (4).

Se estima que el 0,2 % de 1a poblacién presenta sintomas
de alergia a los alimentos. En USA el 5% de los menores de
3 afios y el 1,5% de la poblacién general (alrededor de
4.000.000) manifiesta sintomas de alergia a los alimentos

(5.
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Entre los factores que favorecen la entrada inapropiada
de moléculas por la barrera mucosa del intestino y en
consecuencia facilitan la sensibilizacién a un antigeno
alimentario, se cuentan el déficit de IgA secretoria, frecuente
en los niiios, el alcohol, infecciones virales y bacterianas,
drogas anti-inflamatorias, quimio y radioterapia, stress y todo
aquello que pueda producir injuria a nivel intestinal (2).

El interés actual por el estudio de la alergia y la
intolerancia alimentaria se manifiesta por la preocupacién
de la Comunidad Médica, la Industria Alimentaria y
Organismos de Gobiernos de paises como Canada, USA y
UK. '

Estos Gobiernos exigen que el etiquetado de los alimentos
contenga una lista de los ingredientes de ese producto,
haciendo hincapié en aquel componente que podria causar
una reaccion adversa, a fin de evitar una consumicién
inadvertida del mismo. Ademas han desarrollado programas
de educacién para la industria alimenticia (6).

En 1995 la Organizacién de Alimentos y Agricultura de
las Naciones Unidas, realizé un listado de los alimentos e
ingredientes potencialmente alergénicos. Estos fueron: leche
de vaca, huevos, crustdceos, pescado, soja. mani, nueces,
sulfitos, trigo, cebada, centeno (7).

Determinar la presencia de componentes con capacidad
antigénica directa o cruzada, dentro de un alimento puede
resultar complejo. En muchos casos, la industria de los
alimentos, utiliza el mismo equipamiento para procesar mas
de un tipo de producto alimentario. Ejemplo de esto seria
pasta con huevo y pasta libre de huevo. Por lo tanto se
requeriria una adecuada limpieza del equipamiento utilizado
para impedir la persistencia del ingrediente alergénico.

En los alimentos elaborados comerciales es frecuente que
las etiquetas no describan todos los componentes o lo hagan
con nombres que no son facilmente reconocibles. Por otra
parte las pruebas in vitro no logran reflejar con exactitud lo
que sucede en el organismo con los antigenos naturales y los
tests cutdneos y los desafios labiales u orales conllevan un
importante grado de riesgo para el paciente (8).

El conejo es un mamifero lagomorfo cuyas caracteristicas
y respuestas biolégicas son similares a los primates,
permitiendo una extrapolacién aceptable de los resultados
obtenidos en él. (9). )

En la fisiologfa digestiva del conejo, Ia cecotrofia es un
mecanismo tipico con una influencia decisiva, tanto en sus
caracteristicas nutricionales como en los procesos patolGgicos
que se relacionan con la misma, el ciego es el sitio donde se
producen importantes transformaciones y representa el 6rgano
central de la cecotrofia.

El volumen relativo del ciego (49% del aparato digestivo),
relacionado al de otras especies (16% caballo, 3% vaca, 5,6%
cerdo), orienta sobre la importancia de este 6rgano. Los
nutrientes ingeridos por el conejo son sometidos a una

digestién enzimatica en el intestino delgado y luego pasan
al ciego donde se rcaliza la digestién bacteriana. All{
macromoléculas en distintas ctapas de degradacién y
potencialmente antigénicas, permanecen en contacto con la
mucosa cecal entre dos a doce horas.

Si el producto de la digestion cecal abandona dicho
érgano en las primeras horas de la maifiana, recibe una
envoltura de moco colénico, constituyéndose los cecotrofos,
Estos salen por el ano y son ingeridos por ¢l animal
reiniciando el ciclo digestivo, que puede repetirse dos o tres
veces.

Este mecanismo hace que el ciego se comporte, desde el
punto de vista de la digestién, como el rumen de los
poligéstricos, es decir como una cuba de fermentacién.

Si el producto de la digestion cecal sale del ciego en
horas de la tarde se elimina como heces que no son
reingeridas.

El mecanismo de la cecotrofia hace que lleguen,
permanezcan y reciclen en el ciego moléculas en diferentes
etapas de degradacién y cen diversa potencialidad antigénica,
permitiendo el contacto de los antigenos con la barrera
mucosa. Este hecho resulta favorable para el estudio de la
reaccion local de hipersensibilidad en el tubo digestivo (10-
13).

En el intestino los antigenos alimentarios puedcn ser
incorporados por los enterocitos (entrada apropiada de
moléculas) y contactar con linfocitos Th3 (T helper) gamma-
delta intraepiteliales produciéndose una respuesta de
tolerancia activa. (14).

Si la entrada de moléculas es inapropiada (barrera mucosa
alterada), el antigeno activa linfocitos Thl y Th2 ¢
inmunocompromete linfocitos B sensibles al antigeno, que
pasan al foliculo, donde se activan. (15). Estos drenan a los
ganglios linfaticos mesentéricos donde proliferan y maduran,

“algunos a linfocitos B memoria y la mayoria a plasmoblastos

(16). Por via linfatica pasan al torrente sanguineo; luego ala
lamina propia, a foliculos de las placas de Peyer del intestino
y al tejido linfatico de otras mucosas. En estas localizaciones
proliferan y se diferencian a plasmocitos sintetizadores de
IgE (17,18) que sc une a mastocitos y baséfilos.

Un nuevo contacto del antigeno a nivel del intestino, con
células inmunocompetentes (linfocitos y mastocitos
sensibilizados) desencadena una cascada de hechos que
conduce a la generacién de una reaccién inflamatoria aguda
anafildactica Jocal (19.,20). Esta reacci6n prescnta
modificaciones cualitativas de la mucosa y cuantitativas de
células tales como linfocitos, mastocitos y células
enteroenddcrinas (CEE).

Los mastocitos mucosos, que predominan en intestino y
pulmén, son T dependientes. Su proliferacién depende de
linfoquinas de células T, contienen condroitinsulfato y poca
histamina. Sintetizan leucotrienos C4 y B4 y presentan
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abundantes receptores de membrana para IgE (21- 24).

Las células enteroendécrinas (CEE) producen hormonas
que actian sobre la motilidad, secrecién y absorcién de
nutrientes. Captan y decarboxilan precursores aminicos y
contienen granulos secretorios detectables con soluciones de
plata amoniacal y anticuerpos monoclonales anti-
cromogranina (25-28).

Se ha comprobado su participacién en la regulacién de la
respuesta inmune gastrointestinal. Las CEE, mediante la
secrecién de sustancia P, actian sobre receptores de
membrana NK-1R de los linfocitos T, modulando la respuesta
inmune (29,30). También producen una sustancia simil
bombesina que atrae eosinéfilos (31).

Objetivo

Desarrollar un modelo biolégico para la deteccidn de
antigenos presentes en los alimentos, basado en el estudio
histoinmunopatolégico de la reaccién anafilactica local del
ciego de conegjo, previamente sensibilizado.

MATERIAL Y METODO

Se utiliz6 como modelo el ciego de conejo. En este animal
se reprodujeron las condiciones inmunolégicas de individuos
que, una vez sensibilizados incorporan por via oral, el
antigeno al cual estdn sensibilizados y cuya presencia, como
componente de un alimento, se investiga.

Se utilizaron conejos neocelandeses adultos jévenes, en
condiciones normales de bioterio, alimentados con
balanceado comercial (17% de proteina bruta como maximo
y 12% de fibra como minimo), con alimento v bebida ad-
libitum.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de 1a Universidad Nacional
de Rosario.

Se formaron 5 grupos de 20 animales cada uno.

- Grupo 1: control normal.

- Grupo 2: sensibilizado con ovoalbimina (OVA).

- Grupo 3: no sensibilizado con OVA y desafiado con
solucién de buffer fosfato (PBS).

- Grupo 4: sensibilizado con OVA y desafiado con PBS.

- Grupo 5: sensibilizado con OVA y desafiado con OVA.

Sensibilizacién

Los conejos de los grupos 2, 4 y 5 fueron sensibilizados
por via intraperitoneal en dos oportunidades, con 15 dias de
diferencia entre ambas. Se les aplicé 2 ml de una solucién de
70 ug de OVA y 30 mg de ALUM / ml. (19, 32)

Determinacién de la sensibilizacién
Los titulos de IgE especifica sérica anti OVA de los
conejos sensibilizados se determinaron por el test de

anafilaxia cutdnea pasiva (PCA). (32). Esta se desarroll6 en
ratas Wistar de 8 semanas. Se les inyectd subcutdneamente,
en cuatro lugares distintos de la piel del lomo, (0,05 ml de
suero de conejo sensibilizado en diluciones de 1/40; 1/80; 1/
160 y 1/320. Como control se administré de la misma forma
con suero de conejo no sensibilizado. Después de 48 horas,
las ratas fueron inyectadas por via endovenosa con una
solucién de 1 mg de OVA en 0,05 ml de PBS con Evan Bluc
al 1%. Las ratas fueron sacrificadas 10 minutos después de
la inyeccién endovenosa. Se consideré6 como positivas
aquellas diluciones que provocaron méculas azuladas de 5
mm o mas de didmetro.

Desafio

Los grupos 3 y 5 fueron desafiados con 15 dias de
posterioridad a la dltima sensibilizacién y con 48 hs de ayuno.
El desafio se efectué mediante la instilacién, por sonda
intragdstrica, de 150 mg de OVA en 20 ml de una solucién
de PBS (19).

Los conejos del grupo 4 (control de desafio) fueron
instilados de igual manera, pero s6lo con la solucién de PBS.

Los animales se sacrificaron por sobredosis de éter
sulfirico. Los de los grupos desafiados y los controles de
desafio, 24 hs después del desaffo oral. Los del grupo 1y 2,
15 dias después de la ditima sensibilizacion.

Muestras y fijacion de tejidos

Del ciego de cada animal se obtuvieron 3 muestras para
cada técnica a realizar.

Las muestras para inmunohistoquimica se sumergieron
en medio liguido protector para congelacién rapida (OCT) y
se congelaron en nitrégeno liquido, se almacenaron a -20
grados centigrados y se cortaron a 8 p con criéstomo,
realizdndose 5 cortes de cada muestra.

Muestras para histoquimica de mastocitos se fijaron en
Carnoy v muestras para histologia convencional e
histogquimica de CEE en formol neutro al 10%.

El material para histologia convencional y para
histoquimica se incluyé en parafina y corté a 6p, efectudndose
5 cortes de cada muestra para cada técnica.

Anticuerpos monoclonales
Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron:

- Ratén anti-conejo CD5 (KEN-5, BALB/C IgG |,
Pharmingen, San Diego, California) para la identificacién
de células T totales maduras (33).

- Ratén anti-congjo CD25 (KEI-alfa 1, BALB/C IgG 2b,
Pharmingen, San Diego, California), marcador de
activacion (33).

Para la inmunotincién de las células positivas de utiliz6

'Histostain Kit, Zymed, South San Francisco, CA).
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Inmunohistoquimica

Los cortes por congelacidn, fijados en alcohol al 100% se
bloquearon con suero no inmune al 2% en solucién tampoén
TRIS salina (TBS) para evitar tinciones inespecificas y se
incubaron durante 60 minutos a 37 grados con los anticuerpos
monoclonales mencionados.

Como control positivo se emplearon cortes de timo de
conejo y como control negativo se utilizé anticuerpo raton
IgG 1e 1gG 2. laboratorio Zymed, en lugar del primer
anticuerpo.

Histoquimica

La deteccién de mastocitos se realizd en el material fijado
en Carnoy. Previo a la coloracidn, los cortes se sumergieron
en una solucién de &cido clorhidrico 1M (HC1 1M) de pH<I,
se colorearon con Alcian Blue al 1% en &cido clorhidrico
lograndose un pH <1 y se lavaron con la solucién precitada
antes de su deshidratacién y montaje (34).

Las CEE se detectaron sobre material fijado en formol
tamponado mediante la técnica de sales de piala ele Pascual,
que utiliza nitrato de plata acuoso al 0,5%. hiposultito de
sodio al 5% e hidroquinona al 1% en agua destilada (35).

Cuantificacion de células

La cuantificacion de células positivas CD5 y CD25 se
realiz6 de acuerdo al método descripto por Urau M. y
colaboradores (36). Las células positivas fueron analizadas
en 20 campos de 400x en cada muestra y expresados como
células positivas cada 100 nucleos de enteradlos.

Los mastocitos se contaron en 20 campos de 400x por
muestra y se expresaron como la media aritmética por campo
microscopico.

En la cuantificacion de las CEE se evalu6 epitelio
superficial y cripta. Se consideraron 20 campos de 400x por
cada muestra y las CEE se expresaron en relacién a 100
enterocitos.

Los resultados fueron analizados estadisticamente
mediante prueba de comparacion de medias.

RESULTADOS

La positividad del test de PCA en diluciones de 1/160, en
los animales sensibilizados intraperitonealmente. indica una
respuesta inmune con altos niveles de IgEespecifica anti ()VA.

La prueba de PCA fue negativa en los grupos que no
recibieron OVA por via intraperitoneal.

El desalio por via oral con OVA produjo cambios en la
mucosa del ciego con una reaccion inflamatoria local de
alergia a los alimentos.

En los animales desafiados por via oral el estudio
histopatolégico mostré6 desestructuracion de la
histoarquitectura mucosa, intenso edema parcheado con

ensanchamiento de la ldamina propia, dilatacién de los
capilares linfaticos e infiltrado de polimorfonucleares
eosinofiios en camulos préximos al epitelio. Figuras 1y 2.

FIGURA 1
Ciego de conejo. Histologia normal. HE. 100 x.

FIGURA 2
Animales sensibilizados y desafiados por via oral con
OVA. Edema mucoso y linfangiectasias. HE. 400 x.

Los linfocitos T CD 25+ (linfocitos T activados)
aumentaron significativamente en los animales desafiados
en relacién con los del grupo control y a los sensibilizados.
Tabla 1 Figura 3.

TABLA 1
Células linfaticas positivas. Linfocitos T por 100
enterocitos

Linfocitos T Grupo 1 Grupo 2 Grupo 5
CD 5+ 24.2! 72 12 23.97
CD 25+ 12.10* 14.30* 21.68*

* Grupo 5 vs Grupo 1y 2 p <0.05
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FIGURA 3
Linfocitos T CD25 (+): Marcador de activacion
linfocitaria. Células intraepiteliales ubicadas a nivel
del corion. 400 x

Los linfocitos CD 5+ ( linfocitos T totales) no se
modificaron en los distintos grupos en referencia al control.

Los mastocitos aumentaron significativamente en los
sensibilizados localizandose en cercania de los vasos y del
epitelio y descendieron levemente (diferencia no significativa)
como consecuencia del desafio. Tabla 2, Figuras 4 y 5.

TABLA 2
Mastocitos mucosos AB +. Media por campo de 400x

Mastocitos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 5
AB+ pH< 1 1,33* 12,80* 10.20*
:Grupo 2y 5vs Grupo 1p < 0,05
FIGURA 4
Grupo 1. mastocito mucoso AB (+). Alcian blue pH <1.
400 x.

FIGURA 5
Animales sensibilizados y desafiados. Aumento de. los
mastocitos mucosos AB(+). 400 x.

0*.
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%
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Las células entcrocndocrinas aumentaron significa-
tivamente. tanto en el epitelio superficial como en el criptal en
los animales sensibilizados en relacion al control y decrecieron
significativamente en los animales desafiados en comparacion
con los sensibilizados. Tabla 3. Figuras 6, 7 y 8.

Los resultados obtenidos en los animales del grupo 3
fueron similares a los del grupo I. Y los del grupo 4 parecidos
a los del grupo 2.

TABLA 3
Células entcrocndocrinas. Técnica de Pascual.
Células positivas por 100 enterocitos

Células enteroendécrinas  Grupo 1 Grupo 2 Grupo 5
Epitelio superficial 16 6.0* 4.2*
Epitelio criptal 3.0 19 0** 7.3%*

Grupo 5vs Grupo 2 p <0,05 ** Grupo 5 vs Grupo 2 p < 0.05

FIGURA 6
Grupo control: células enteroenddcrinas(CEE) en cripta de
ciego. Técnica de Pascual. 600 x.



254 BASSAN et al.

FIGURA 7
Conejos sensibilizados. Aumento de las CEE a nivel de
eripta cecal. Técnica de Pascual. 400 x.

FIGURA 8
Animales desafiados con OVA. Disminucién de las CEE.
Técnica de Pascual. 250 x

DISCUSION

Ultimamente se han desarrollado distintos modelos
animales, especialmente en murinos, para el estudio de la
respuesta inmune mucosa de hipersensibilidad local en el tubo
digestivo.

El modelo propuesto por nosotros utiliza el conejo, que
por pertenecer a los mamiferos lagomorfos. poseen como
ventaja sobre los modelos murinos, una mayor similitud
genética con los primates (9). Esta semejanza, desde la
perspectiva mencionada anteriormente, permite una
extrapolacién de resultados de una especie a otra con menor
posibilidad de error.

La particularidad de la fisiologia digestiva del conejo,
denominada cccotrofia, representa una ventaja adicional en
este modelo. El hecho que el ciego se comporte como una

cuba de fermentacion, similar al rumen de los poligastricos,
hace que los alimentos permanezcan en él un tiempo
prolongado. La digestion bacteriana-enziméatica de los
alimentos realizada en el ciego y la recirculacién de los
mismos, favorece la penetracién de antigenos por la barrera
mucosa, con la produccién de wuna reaccién de
hipersensibilidad local a los alimentos en los animales
previamente sensibilizados.

Los altos titulos de la PCA demuestran la capacidad de
respuesta inmunolégica del conejo y la posibilidad de contar
con animales sensibilizados a antigenos especificos. Esto
nos permite sensibilizar al animal con distintos antigenos
alimentarios purificados que se venden comercialmente o
hacerlo con antigenos preparados especialmente.

La respuesta inflamatoria local y las modificaciones en
el nimero de células luego del desafio oral (37). indican que
el antigeno es capaz de penetrar por la barrera mucosa.
Ingresado el mismo, va a interactuar con los mastocitos que
tienen adheridas moléculas de IgE en sus membranas e
inducira la liberacion de histamina, serotonina y leucotrienos
que producen los cambios histopatoldgicos descriptos.

En todos los grupos los linfocitos CD 5+ (linfocitos T
totales) se detectaron en la mucosa y dentro del epitelio, no
modificAndose su distribucidon ni nimero en relacién con la
sensibilizacién y el desafio. Los linfocitos CD 25+ que
representan los linfocitos T activados no modificaron su
numero en los animales sensibilizados en relacién al control,
pero si se incrementaron significativamente en los animales
sensibilizados y desafiados, indicando su respuesta al
contacto con el antigeno incorporado mediante el desafio.

El aumento de los los animales
sensibilizados se deberia fundamentalmente a la produccién
de IgE como respuesta a la sensibilizacién. La IgE actla
sobre el receptor Fe épsilon 1del mastocito estimulando en
forma directa su proliferacion. También lo hacen las
interlcuquinas 3: 4: 9y 10, la primera en forma directa y las
restantes como coladores para la proliferacién mastocilaria.

En los animales sensibilizados y desafiados, la
disminucion en el nimero de los mastocitos no alcanza
valores significativos, sin embargo podemos considerar su
degranulacién, y consecuente liberacién de factores
vasoaetivos. traducidos en el edema mucoso y la dilatacién
vascular linfatica

mastocitos en

El aumento de las células enteroenddcrinas visualizadas
en los animales sensibilizados se deberfa al incremento de
granelos dentro de las células o adiferenciacion o replicacién
de ésas a partir de stem cells. Resultados similares fueron
descriptos por Bousbaa et al en bronquios de cobayo (31),
por Nogueira y Barbosa en intestino de ratones libres de
gérmenes (38) y por Bassan et al en apéndice de conejo (39).

La disminuciéon de las células enteroenddcrinas después
del desafio se deberia a la degranulacién de estas células.
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Las mismas liberan sustancia P que aumentaria la
permeabilidad del epitelio intestinal y actuaria sobre los
linfocitos T que expresan en sus membranas el receptor NK-
IR y estimularian macréfagos y células presentadoras de
antfgenos. Ademads sintetizan una sustancia simil bombesina
que atrae eosindfilos, productores de histaminasa y
arilsulfatasa, de efectos inhibitorios sobre la reaccién
anafilactica local.

Las posibilidades de obtener un alto grado de
sensibilizacién especifica en el conejo, como el logrado con
la albimina de huevo, permiten explorar mediante el desafio,
la presencia de albimina en alimentos que no declaren dicho
componente o en los que éste se encuentre como residuo
contaminante.

En forma similar, es posible sensibilizar con antigenos
de leche de vaca y analizar las reacciones cruzadas con la
leche de cabra o alimentos que la contengan. Utilizando para
la sensibilizacién antigenos de soja podemos investigar su
presencia en gran cantidad de alimentos que la contienen y
habitualmente no la declaran; o sensibilizando con antigenos
de nuez detectar soja transgénica con gen de nuez.

Si bien se dispone de métodos bioquimicos in-vitro para
el estudio de los componentes antigénicos de los diferentes
alimentos, éstos son complejos y de costo elevado, no
pudiendo sustituir a los modelos bioldgicos in-vivo, que
presentan ventajas en cuanto a la posibilidad de extrapolacién
al humano (5,6).

CONCLUSION

Lo descripto como pardmetros normales 'y las
modificaciones cuali-cuantitativas histoinmunopatoldgicas,
referidas en los animales sensibilizados y desafiados, nos
permiten considerar al ciego de conejo sensibilizado como
un modelo biolégico de gran utilidad y confiabilidad para la
deteccion de antigenos alimentarios.
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¢ Qué es envejecer? *

José Maria Bengoa

Fundaci6én Bengoa. Caracas, Venezuela

:Qué es envejecer?

Envejecer es vivir. Comenzamos a envejecer desde el
mismo momento de nacer.Unas células mueren antes que
otras, y la vida es un continuo nacer y morir. Es raro morir
por ser viejo; de hecho durante la vida se van acumulando
agresiones externas que causan enfermedades, y al final, de
una de ellas se muere.

Como decia ya hace muchos afios Virchow. “No todos
los tejidos del cuerpo nacen al mismo instante ni mueren
todos al mismo tiempo; se encuentran tejidos juveniles en la
extrema vejez y tejidos ya en senescencia en el feto”.

Se podrfa decir que el envejecimiento debe verse como
un proceso inevitable de involucién que puede conllevarse
con un buen grado de serenidad y conformidad.

El hombre necesita 20 afios para crecer y vive cinco veces
20 afios, es decir 100. El camello crece durante ocho afios y
vive el quintuple de ocho, es decir 40 afios. El caballo crece
durante cinco afios y vive el quintuplo de cinco, es decir 25
afios. Esta ley s6lo se aplica a los mamiferos.

En los Estados Unidos de América el porcentaje de nifios
de 0 a 9 afios y el de ancianos de 70 a 79 afios es el mismo:
un 9%. En el afio 2020 habré paises con més de 20% de
personas mayores de 60 afios. Las consecuencias de estos
hechos serdn de tal magnitud que es muy posible que muchas
de las conquistas logradas con el Estado de bienestar se veran
muy comprometidas. También los parques y viviendas
sufrirdn modificaciones.

¢Es decir ;Toda la vida es un proceso de envejecimiento?

Si. Teéricamente toda la vida es un proceso de
envejecimiento, pero obviamente existen etapas en la vida
del hombre que se diferencian mucho entres si. Durante los
primeros 20 afios aproximadamente el crecimiento y

* Con la debida autorizacién del autor y permiso del Editor de “Anales
Venezolanos de Nutricién”, donde fue publicado originalmente, “Archivos
Latinoamericanos de Nutricién” se complace en reproducir en éste niimero
el interesante articulo ;Qué es envejecer?. De su lectura hemos difrutado de
1a prosa 4gil y del fino sentido del humor del Profesor Bengoa, esperamos
que usted lector comparta también esta experiencia. J.E.Ch.
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desarrollo, domina la escena; mds tarde el periodo entre los
20 y 60 afios corresponde al proceso reproductivo y a partir
de entonces comienza la involucién, que por cierto en el ser
humano, es un proceso largo. Casi todos los animales mueren
después del periodo reproductivo, menos el hombre que
prolonga su vida muchos mas afios. No sabemos por que.

Se han lograde avances en el conocimiento del proceso
senil?

Los avances han sido extraordinarios en el control de
enfermedades cardiovasculares y en grado menor, pero
también significativa. En el control del cdncer y los trastornos
mentales. La calidad de vida de los ancianos es hoy mucho
mejor que hace 30 6 40 afos.

También se conoce mejor €l proceso senil, ya que afios
atrds se concebia el deterioro fisico y mental como un proceso
inevitable y progresivo. Hoy sabemos que muchos signos de
deterioro en los ancianos se pueden evitar y con frecuencia
hacerlas reversibles. Tal es el caso de la pérdida de masa
magra (misculos) que puede ser frenada y -hasta recuperar
las pérdidas. ’

Muchos ancianos mantienen una vida activa de trabajo
después de los 65 afios. En América Latina el trabajo agricola
sigue siendo dominante en los ancianos. En Argentina el
15,7% de la poblacién mayor de 65 afios trabaja, en Costa
Rica el 30,5% y en México el 54,4%.

Hoy sabemos cuantos ancianos hay en cada pais, sabemos
también de qué mueren, pero paradéjicamente no sabemos
dénde viven, qué comen, cuantos viven solos, si alguien
atiende sus quejas, si disponen de algiin recurso econémico,
si afioran por algin familiar, es decir, se puede afirmar que
en una gran parte de paises los ancianos constituyen el grupo
humano mds abandonado por las autoridades y la sociedad
entera. La solidaridad social no se mueve al mismo ritmo
que los avances cientificos.

A qué edad se muere por el proceso de envejecimiento?

En realidad es raro morirse por ser anciano. Por lo general
se muere por una enfermedad: infarto de las coronarias,
embolias cerebrales, diabetes, cdncer, etc. De estas
enfermedades se puede morir a cualquier edad, pero durante la
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vejez el riesgo es mucho mayor, no porque el anciano sca mas
susceptible a la enfermedad, sino porque a través de los afios se
han acumulado las agresiones externas: mala alimentacién,
cigarrillos, alcohol, infecciones, sedentarismo, otros factores
desconocidos que causan el cdncer, etc. Los ancianos han estado
mas tiempo sujetos a las vicisitudes del entorno.

Se puede decir, pues, que el envejecimiento es un deterioro
progresivo y generalizado que se traduce en una probabilidad
de muerte cada vez mayor por una enfermedad intercurrente.

En cierto modo se podria decir que, salvo en edades muy
avanzadas se muere por lo general en la vcjez, pero no
directamente por la vejez.

. Qué cambios externos se observan en la vejez?

Ya en plena juventud pueden aparecer signos de
envejecimiento: las patillas plateadas, las arrugas
amenazantes, la disminucién de la velocidad al correr, el
abdomen prominente, etc. Son signos de que los afios estdn
cayendo sobre la vida. Pero son simplemente signos, y por
supuesto nadie se muere por ello.

En cuanto al peso corporal, los cambios que se producen
obedecen a una pérdida de masa celular que puede llegar hasta
30% en el curso del proceso de envejecimiento, comprometido
principalmente el tejido muscular esquelético. Sin embargo,
tanto en el hombre como en la mujer en edades medias, hay
una tendencia positiva al incremento del peso que se estabiliza
alrededor de los 65 afios, después de los cuales el peso tiende a
disminuir. El aumento de peso, en las mujeres, es generalmente
mayor que en los hombres y en ellas, se estabiliza 10 afios mas
tarde. La reduccién de peso después de los 65 afios.-

Otros estudios indican que el sobrepeso moderado en cl
adulto mayor est4 asociado con una baja mortalidad y que
por el contrario, en el grupo de ancianos mayores de 80 afios,

el adelgazamiento y la pérdida de masa magra constituyen

un problema més importante que el sobrepeso. En general,
se considera que tanto la pérdida como la ganancia de peso
son el mejor productor de mortalidad en este grupo.

La grasa corporal (como porcentaje del peso) se
incrementa alrededor de 20 al 30% en los hombres y de 27%
a 40% en las mujeres y la masa magra declina de los 60 a 50
kg. en los hombres y desde los 40 a los 35 kg. en las
mujeres. Gran parte de la pérdida muscular en el
envejecimiento es prevenible e incluso puede ser reversible.

Durante €l envejecimiento hay, ademds, una pérdida de
la talla y de la masa esquelética. La estatura se reduce
alrededor de 3cm. en el hombre y 4cm. en la mujer, lo que
obedece principalmente a una disminucién de la altura de
los discos intervertebrales, a una pérdida del tono muscular y
a otros cambios que se producen en la columna vertebral.

¢Todos envejecemos al mismo ritmo?
No, cada uno tiene su ritmo de envejecimiento,

dependiendo de varios factores. Se estima que la herencia
familiar o genética puede incidir en un tercio del problema;
algo mds de otro tercio o mds se deberfa al estilo de vida que
la persona ha tenido y algo menos de otro tercio, se deberfa
al azar. Pero, debemos fijarnos que casi en el 40% del proceso
de envejecimiento estd por tanto programado apenas el 1/3
del proceso.

Porqué hay mas ancianas que ancianos?

Es un fenémeno universal. La mujer vive varios afios
mas quc el hombre, a pesar de que la mujer corre mucho
riesgo bioldgico. El hombre, sin embargo, pasa por mayores
peligros ambientales y se expone a mds riesgos que la mujer,
por sus habitos de vida (accidentes en el trabajo, alcohol,
tabaco, etc.).

Pero todo eso no explica completamente la significativa
diferencia entre 1a esperanza de vida de la mujer y el hombre.

En Europa occidental, América del Norte y Australia, la
diferencia cn la longevidad, segtn el sexo, es de 6 a 8 aiios;
en América Latina, de 3 a 5 afios. En la India no parecen
existir diferencias. También en muchos animales se observan
tales diferencias.

Los autores que han estudiado el tema sugieren que la
diferencia es genética (en funcién de los cromosomas que
distinguen los sexos (XX en la mujer y Y en el hombre)?

No parece ser cierto que los hombres y mujeres que no
han tenido hijos viven mas que los que han tenido.

¢El hombre vive mas que los animales?

Hay animales, como la tortuga gigante que puede vivir 150
aiios; el elefante, 80 aiios; el perro 20 y el gato 28. Una gaviota
puede vivir mas de 40 aiios. El hombre, tedricamente es un
animal de 100 afios aunque pocos pueden llegar a vivir tanto -

- tiempo. El récord parece que tiene una francesa: la sefiora

Jeanne Louise Calmet de vivié 122 afios y 5 meses (1875-
1997).

¢Es triste tener que envejecer?

No, nada de triste. Es la grandeza y el drama del ser
humano que es la inica especie animal que sobrevive muchos
afios después de haber cumplido la etapa reproductiva. Eso
pasa por que el ser humano seguramente, ademas de
reproducirse, necesita transmitir a las generaciones jévenes
su experiencia y mensaje de esperanza. Por eso es tan
importante conservar la palabra, signo vital de nuestra
condicién humana.

¢Es verdad que cada vez son mas frecuentes los casos de
rotura de la cadera (el cuello del fémur), en los ancianos?

Es légico que asi sea, ya que cada vez hay mas gente en
edades avanzadas. Ello se debe a que en los ancianos hay
una pérdida de la masa dsea, principalmente por el descenso
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en la actividad fisica. En E.E.U.U. un tercio de las mujeres
mayores de 65 afios tienen problemas en las vértebras debido
a la osteoporosis (fragilidad de los huesos) y a los 90 aiios,
una de cada tres mujeres y uno de cada seis hombres habra
tenido una fractura de cadera. En Venezuela las cifras parece
que son menores.

Si se mantiene un adecuado consumo de calcio desde
edades tempranas de la vida (leche, yoghurt, queso, etc.) junto
a cjercicios fisicos disciplinados, las probabilidades de
contraer la osteoporosis son mucho menores.

;Por qué son tan frecuentes las caidas en las personas
mayores?

Las caidas son una de los dramas de los ancianos.
Cualquier pequefio tropezdn que en un joven se resuelve con
un ligero salto, en un anciano es un grave riesgo de caerse y
no poderse levantar, a veces con una fractura de cadera. En
edades avanzadas pasear acompafiado puede ser
recomendable. No hay que olvidar que el reumatismo crénico
y la artritis, tan frecuentes en los ancianos, contribuyen
también a perder flexibilidad en los movimientos. El bastén,
con frecuencia, puede ser también una buena compaiiia.
Lograr mantener a toda costa una movilidad corporal, sean
paseos o suaves caminatas, es un consejo de sabios. Una
buena motivacién es necesaria para mantener una vida activa.

(Pierde memoria el anciano?

Si, es una queja muy frecuente. Se recuerdan bien épocas
pasadas, que por lo general se quedan muy grabadas porque
los recuerdos van dejando huellas en la memoria. El anciano
repite mucho sus historias pasadas, (los nietos se rien) sus
viajes, sus aventuras, y todo ello, cada vez que se cuenta
deja una huella. En cambio, la memoria de cosas inmediatas
se va deteriorando con el tiempo.

En cierto modo hay cosas que convienen olvidar. “Seria
horrible recordar todos los detalles de nuestra vida”, dice un
autor. Y agregar “olvidamos porque debemos hacerlo y no
porque queremos hacerlo”. -

i Por qué esta aumentando 1a enfermedad de Alzheimer?

De hecho, 1o que ha aumentado es la esperanza de vida. A
los 65 afios de edad 1 de cada 100 padece algin tipo de
demencia; a los 85 afios la proporcién es 1 cada 6, y entre
estas demencias la de Alzheimer es la principal. En todo caso
es un drama familiar al que se le estd prestando mucha
atencién.

Hace afios los ancianos padecian de demencia senil, y al
tema no se le prestaba mucha atencién porque se consideraba
un proceso natural de la vejez. Cuando se logra identificar
como enfermedad especifica surge la esperanza de su
curacién. Y ya no es un proceso fatal sin esperanza.

+Es frecuente la ceguera en el anciano?

No, la ceguera total no es frecuente. Lo que si aqueja al
anciano son problemas de cataratas, el glaucoma (aumento
de la presion del globo ocular) y las lesiones degenerativas
de la mdcula (zona central de la retina); las dos primeras
curables y de peor pronéstico la tercera.

En todo caso es uno de los érganos del cuerpo humano
que requiere revision frecuente por el médico especialista.

La diabetes es una de las causas de ceguera o dificultad
de la visi6n en el anciano. Entre 16 y 18% pueden padecer
diabetes a los 65 afios de edad. La mitad de los enfermos no
saben que padece de diabetes. La enfermedad puede
presentarse insidiosa, sin que el enfermo aprecie ningn signo
alarmante. El examen de sangre que deben hacerse los
ancianos periédicamente es el mejor método de descubrir la
enfermedad.

La importancia de la diabetes en los ancianos esta en la
gran cantidad de complicaciones que puede acarrear.

El control del azdcar en la sangre, el control del peso, el
examen médico periédico y una dieta adecuada, son medidas
aconsejables. )

:Por qué ahora el cancer es tan frecuente?

Sencillamente porque vivimos mds. Hasta los 90 afios Ia
frecuencia del cdncer va aumentando, pero a partir de esa
edad la frecuencia se estabiliza, e incluso, tiende a disminuir.

Muchos de los cénceres, como los de pulmén, de colon,
de mama y de préstata son mds frecuentes en personas de
edad avanzada. La mortalidad por cdncer aumenta con la
edad hasta los 90 afios. Después se estabiliza. La explicacién
que dan los investigadores es que el c4ncer es una enfermedad
agresiva y gran consumidora de energfa. No todos los cdnceres
tienen relacién con la edad. Las leucemias pueden aparecer
a cualquier edad.

Aunque existen diferencias en la frecuencia de ciertos
cénceres segun la alimentacién y el estilo de vida (tabaco, etc.),
y por otro lado existen también factores de cardcter familiar,
no cabe duda que el azar es todavfa la duefia del cancer.

Hoy conocemos mucho més que hace 50 afios acerca del
cdncer y las investigaciones se multiplican en todos los paises.
Los avances en el tratamiento son considerables, pero todavia
desconocemos su entrafia fntima.

¢Por lo general ;el anciano se muere principalmente del
corazén?

Asf es, ¢l corazén es muy sensible a los efectos de los
afios, En E.E.U.U., por ejemplo, las enfermedades cardiacas
causan la muerte de una de cada 40 personas a edades
comprendidas entre 65 y 69 afios; uno de cada 27 entre 70 y
74 afios; una de cada 17 entre los 75 y 79 afios, una de cada
11 entre los 80 y 84 afios y una de cada siete en los ancianos
de més de 85 afios.
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El endurecimiento de las paredes de las arterias principales
da lugar a un aumento progresivo de la presién sanguinea lo
cual obliga al corazén a trabajar més. Esta compensacion
tiene un costo. En cada latido el corazén debe esforzarse mas
y utilizar mas energfa.

Por eso el cuidado de los niveles de colesterol y otras
grasas de la sangre es tan importante. Una alimentacién
saludable, pobre en grasa de origen animal, es, junto al
gjercicio fisico, medidas aconsejables.

La ateroesclerosis se inicia sorprendentemente pronto y
se desarrolla al cabo de los afios. La arteriosclerosis consiste
en la formacién de lesiones en las paredes de la arteria que se
convierten en focos de formacién de codgulos. En cualquier
momento se puede desprender un codgulo y obstruir la
circulacién de la sangre de una arteria mas o menos
importante. Asi se producen los infartos del corazon, causa
de muerte tan frecuente en los ancianos.

También fallas en las vias respiratorias son causa de
muchos problemas en los ancianos. El cuidado de las
infecciones del aparato respiratorio es esencial. Hoy gracias
a las vacunas y a los antibiéticos, los problemas son menores,
pero todavia la neumonia y el enfisema pulmonar son causa
de muerte en muchos ancianos.

¢Le gusta comer bien al anciano?

Por supuesto. Hay ancianos con un apetito envidiable y
muy selectivos en las comidas. Sin embargo son frecuentes
los problemas del aparato digestivo. Puede haber una pérdida
de la capacidad de producir el 4cido géstrico, indispensable
para la digestién. Puede haber dificultad de absorcién de la
vitamina B ,, por ejemplo.

También con la edad disminuye la secrecién salival, la
cual disminuye la capacidad de masticar y deglutir los
alimentos. También puede haber alteraciones en el intestino
(diverticulos) que causan molestias. '

Por todo ello, es importante atender estos problemas en
la elaboracién de la comida, que por lo general no se
diferencia mucho de la que la familia consume regularmente.

. Todos los ancianos se parecen entre si?

Todo lo contrario. A medida que avanza la edad las
diferencias se hacen cada vez mayores entre los ancianos.
Las personas de 30 afios son mds parecidas entre sf que las
personas de 70 a 80 afios. El estilo de vida y sobre todo el
tipo de alimentacién hace la diferencia entre los ancianos en
tres grupos: el tipo de viejo sacerdote, flaco, arrugado e
irénico; el tipo de viejo tabernero, pletérico, bonachén, y
bromista y el tipo de viejo general, de cejas pobladas y
elevadas, andarin, mandén y un tanto quisquilloso.
Seguramente que también entre las ancianas podria
diferenciarse varios grupos.

BENGOA

.Son los ancianos muy susceptibles a las infecciones?

En muchos ancianos es frecuente la desnutricién, lo cual
crea un mayor riesgo de contraer infecciones. Las defensas
estdn disminuidas y la capacidad de resistencia es menor a
medida que avanza la edad. Las gripes, la tuberculosis, la
neumonia y la bronconeumonia, son, con frecuencia, causas
de muerte en el anciano. Los cuidados en €l anciano en caso
de una enfermedad infecciosa, son necesariamente mayores
que en el adulto joven. La vacuna antigripal en los ancianos
es obligatoria en muchos pafses. La tolerancia al frio estd
disminuida en los ancianos.

¢Los ancianos del maiiana viviran mejor que los de hoy?
Si, sin duda, si atendemos y cumphmos los siguientes
consejos:

1. Alimentacién adecuada, rica en vegetales y frutas. Nada

de tabaco y alcohol con moderacién

Ejercicio fisico moderado, pero disciplinado.

Control médico periédico y control de peso.

Ignorar la propaganda de productos magicos.

Mantener un grado adecuado de socializacién, es decir,

de comunicacién con los familiares y amigos. Huir de

la soledad.

6. Tomar medidas de previsién durante la juventud, que
garanticen una cierta seguridad econémica en la vejez.

7. A partir de la jubilacién, buscar algiin quehacer y si fuera
posible ofrecerse a un voluntariado social. Huir de una
vejez pasiva.

8. Aceptar el envejecimiento como un hecho normal de
nuestra vida.

9. Esperar la muerte en paz, preferiblemente en casa, junto
a la familia.

bl
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RESUMEN. Se estudi6 el perfil de lipidos y el patr6n de consumo
de una poblacién de 50 adultos chinos inmigrantes residentes en
San José, Costa Rica durante el afio de 1999. Los resultados indican
que el 35% de éstos(as) inmigrantes presenta niveles altos de CT (2
35,16 mmol/L) y el 51% concentraciones elevadas de LDL-C (= 2,84
mmol/L). Asimismo, en el 36% de la muestra se evidenciaron niveles
elevados de Tg (> 1,69 mmol/L) y solamente en el 15%
concentraciones bajas de HDL-C (£ 0,90 mmol/L.). La proporcién de
hombres con concentraciones elevadas de CT, LDL-C y Tg y niveles
bajos de HDL-C fue mayor que la de mujeres; aunque esta diferencia
no llegé a ser significativa. El 41% de la poblacién estudiada present6
valores mayores de 4,5 para el Indice de Castelli (CT/HDL-C). En
general, cerca del 80% de los (as) chinos (as) inmigrantes consumen
vegetales 5-6 veces/semana y alrededor del S50% consumen frutas
con esa misma frecuencia. Un alto porcentaje de los inmigrantes
consumen alimentos fuente de proteina animal més de 3 veces/semana
y alrededor del 23% consumen frecuentemente comidas répidas y
snacks. Nuestros datos sugieren que los inmigrantes chinos mantienen
algunas caracteristicas de su cultura alimentaria. Sin embargo, han
modificado su patrén alimentario convirtiéndolo en uno més
aterogénico. Es importante que los nutricionistas y otros profesionales
del 4rea de la salud, evalden con mayor detalle los factores asociados
al cambio del patrén alimentario en inmigrantes, con el propésito de
evitar un aumento en las tasas de morbi-mortalidad por enfermedad
coronaria en ese grupo de poblacién.

Palabras clave: Chinos, inmigrantes, colesterol, lipidos,
lipoprotefnas, patrén alimentario, Costa Rica.

INTRODUCCION

La prevalencia de enfermedad coronaria en China es una
de las m4s bajas del mundo, segiin lo ha demostrado el
proyecto MONICA de la Organizacién Mundial de la Salud
(1,2). Las caracteristicas de su dieta han contribuido con este
fenémeno. El consumo de grasa en China es menos del 50%
de lo reportado en los Estados Unidos, mientras que el
consumo de fibraes tres veces mayor. Asimismo, el consumo
de protefna de origen animal es de tan s6lo un 10% del
consumo reportado en los Estados Unidos (3).

La tasa de mortalidad por enfermedad coronaria es
respectivamente 16,7 y 5,6 veces mayor en los hombres y
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SUMMARY: Lipid profile of Chinese immigrants living in Costa
Rica. The lipid profile and food pattern of 50 Chinese immigrants
living in San José, Costa Rica were studied during 1999. The results.
showed that 35% of the immigrants had high levels of total
cholesterol (= 5,16 mmol/L) and 51% had high concentrations of
LDL.-Cholesterol (= 2,84 mmol/L). Moreover, 36% of them had
high levels of triglycerides (> 1,69 mmol/L) and only the 15% had
low concentrations of HDL-cholesterol (£ 0,90 mmol/L). The ratio
of men with high levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and
triglycerides and low levels of HDL-cholesterol was larger that the
one in women; although this difference was not significant. 41%
of the studied population presented Castelli’s Indexes (TC/HDL-
C) above 4,5. In general. around 80% of the Chinese immigrants
consume vegetables 5-6 times/week and 50% consume fruits with
the same frequency. A high percentage of the immigrants eat food
with animal protein more than 3 times/week and around 23% eat
frequently snacks and fast foods. Our data suggest that the Chinese
immigrants still keep some characteristics of their nutritional
culture. Nevertheless, they have changed their food pattern to a
more atherogenic one. It's important that nutritionists and other
health professionals evaluate in detail the factors associated with
the change in the food pattern of the immigrants, in order to avoid

‘an increase in the rates of morbi-mortality of coronary disease in

this group of population.
Key words: Chinese, immigrants, cholesterol, lipid, lipoproteins,
Costa Rica, food pattern.

mujeres estadounidenses comparado con sus contrapartes de
China (4). Sin embargo, los chinos que han inmigrando a los
Estados Unidos han modificado su estilo de vida y cultura
alimentaria incorporando una serie de factores aterogénicos
a lamisma (5-7). Esto se ha manifestado como un cambio en
su perfil de morbi-mortalidad, pues la occidentalizacion de
la dicta esta fuertemente asoctada con una mayor
susceptibilidad a los efectos pro-aterogénicos y a un
incremento en la frecuencia de la enfermedad coronaria cn
individuos asiéticos (8).

Recientemente se ha publicado que no existen diferencias
importantes en los niveles de colesterol entre los asiaticos
inmigrantes y aquellos nacidos en los Estados Unidos (5).
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Ademads, se ha informado que la incidencia de infarto al
miocardio ha incrementado de forma importante cntre los
asidticos que inmigraron a este pais (9-11).

La enfermedad cardiovascular en Costa Rica tiene una
prevalencia tan elevada como la reportada en Estados Unidos
y Canadd (12). Por tanto, los chinos que han inmigrado al
pais estdn expuestos a la dieta aterogénica caracteristica de
los costarricenses (13) y por ende a un mayor riesgo de
desarrollar alteraciones en su perfil lipidico.

El objetivo de este estudio fue analizar el perfil de lipidos
y lipoproteinas como indicador de riesgo coronario en chinos
inmigrantes a Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Para lograr la participacion de los inmigrantes chinos en
el estudio, se recurrié a la Asociacién China de Costa Rica
para lograr la motivacién de los mismos. Se reclutaron en
total 120 chinos adultos. Sin embargo, solamente 70
cumplieron con el requisito de inclusién en el estudio el cual
fue tener ascendencia china de primera y segunda generacion.

La firma de cada participante en el consentimiento
informado fue requerida para su inclusién en el estudio tal y
como lo establecen el Comité Etico Cientifico del Instituto
Costarricense de Investigacién y Ensefianza en Nutricion y
Salud (INCIENSA) y de la Universidad de Costa Rica (UCR).

La prevalencia de sobrepeso se determiné utilizando el
Indice de Masa Corporal (IMC).

Para esto los participantes fueron pesados y medidos
siguiendo los lineamientos definidos en Lohinan et al. (14).
La talla fue medida al 0,1 cm mds cercano y el peso al 0,1 kg
mds préximo. Dos mediciones fueron independientemente
obtenidas para peso y talla. El promedio de ambas lecturas
fue utilizado para el andlisis de los datos. El punto de corte
utilizado para determinar sobrepeso fue 23 kg/m?, de acuerdo
a lo recomendado para la prevencién de la enfermedad
coronaria en asidticos (15). .

El perfil de lipidos se determind a partir de una muestra
de sangre extraida por venipuntura después de 12-14 horas
de ayuno utilizando tubos vacutainer (Becton, Dickinson &
Co). El suero fue obtenido por centrifugacién a 6000 rpm/3
min a 25°C. El HDL-Colesterol (HDL-C) fue separado
utilizando 4cido fosfotingstico/Mg++ (Wiener Lab,
Argentina) como reactivo precipitante y centrifugado a 2000
rpm/15 min. La reaccién colorimétrica fue determinada en
un espectofotémetro Shimadzu UV1201 a 505nm y 25°C. El
Colesterol Total (CT) y los Triglicéridos (Tg) fueron
determinados por métodos enzimdticos (Wiener Lab,
Argentina). El LDL-Colesterol (LDL-C) se calculd utilizando
la ecuacién de Friedewald et al. (16) Se utilizaron sueros
control “normal” y “alto” (DMA Arlington TX) de origen
humano para el control de calidad. En aquellos casos donde

las muestras excedian + 2 DS el valor promedio del control,
se realizaron nuevamente las determinaciones. Lag
concentraciones de CT, LDL-C, HDL-C y Tg fueron
clasificadas de acuerdo a los puntos de corte recomendados
para la prevencién de la enfermedad coronaria en asidticos
(17). CT deseable: < 4,39 mmol/L, CT limite: 4,39-5,15
mmol/L y CT elevado: > 5,16 mmol/L. LDL-C deseable: <
2,33 mmol/L, LDL-C limite: 2,33-2.83 mmol/L. y LDL-C
elevado: 2 2.84 mmol/L. HDL-C deseable: >0.90 mmol/L y
Tg deseable: < 1,69 mmol/L. Se calculé el Indice de Castellj
utilizando la foérmula: CT/HDL-C. Valores mayores de 4,5
se consideraron de riesgo coronario.

El patrén de alimentacién se evalud utilizando una
frecuencia de consumo de alimentos autoadministrada. E|
formulario contempl6 50 alimentos incluidos en once grupos
de alimentos (3-11 alimentos/grupo). El instrumento fue
validado previamente en poblacién similar a la del estudio.

Los datos fueron analizados en el programa SPSS para
Windows utilizando las pruebas t-student para comparar los
promedios de las variables continuas y Chi-cuadrado para las
variables categéricas. Un valor de p<0,05 fue considerado
significativo.

RESULTADOS

En total se incluyeron en el estudio 50 adultos chinos,
40% hombres y 60% mujeres con edades entre 30y 70 afios.
La edad promedio fue 4213,5 afios, sin diferencia entre
sexos. El IMC promedio fue 24,2 + 3.8 kg/m?. El 65% de
los hombres (n=13) y el 47% de la mujeres (n=14)
presentaron sobrepeso (IMC >23) (Tabla ). )

Los niveles promedio de CT, LDL-C y HDL-C fueron
4,68 + 1,0 mmol/L; 2,84 + 0,9 mmol/L y 1,16 + 0,3 mmol/L
respectivamente. La concentracién media de Tg fue 1,44 +
0,8 mmol/L. No se observaron diferencias significativas entre
los valores promedio de los lipidos al analizar los datos por
sexo (Tabla 1).

En la Tabla 2 se presenta la distribucién de chinos (as)
inmigrantes segiin los puntos de corte para lipidos
establecidos para la prevencién de la enfermedad coronaria
en asidticos. Solamente el 40% de los chinos (as) inmigrantes
present$ concentraciones deseables de CT (< 4,39 mmol/L)
y cerca del 25% niveles deseables de LDL-C (< 2,33 mmol/

L). El 35% de los (as) inmigrantes presenté niveles altos de

CT (2 5,16 mmol/L) y el 51% concentraciones elevadas de
LDL-C (= 2,84 mmol/L). En el 36% de la muestra se
evidenciaron niveles elevados de Tg (2 1,69 mmol/L) ¥y
solamente en el 15% concentraciones bajas de HDL-C (£
0,90 mmol/L). La proporcién de hombres con
concentraciones elevadas de CT, LDL-C y Tg y niveles bajos
de HDL-C fue mayor que la de mujeres; no obstante la
diferencia no llegé a ser significativa.
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TABLA 1
Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la
poblacién de inmigrantes chinos estudiada

Variable Total* Hombres? Mujeres® Valor
(n=50) (n=20) (n=30) de p*

Edad (afos) 42+35 41+t 2.8 43+ 3.1 0.1723

Peso (kg) 64+11.2 71+148 58+ 83  0.0002

Talla (m) 1.61£0.05 168+ 0.07 155+ 0.06 0.0000

Indice de Masa

Corporal IMC);kg/m* 24.2+ 3.8 245+ 46 239+ 31 05534

Prevalencia de

sobrepeso (%) 56 65 47 0.0342

Colesterol Total (CT),

mmol/L 468 £ 1,0 494 +09 450+10 01236

Colesterol LDL

(LDL-C), mmol/L 2,84 £ 09 3,10+ 08 269 %09 01045

Colesterol HDL.

(HDL-C), mmol/L L6 £03 108 £0,2 121+£03 0.1230

Indice de Castelli

(CT/HDL-C) 43+ 12 48+ 1.5 39+ 12 0.0180

Triglicéridos (Tg),

mmol/L 1,44+ 0,8 1,66+ 09 132+ 0,6 0.1376

a. Los valores se expresan como promedios + desviacién standard. * probado
con anélisis de t-Student , p>0.05 =no significativo. Para convertir mmo/L de
colesterol a mg/dL multiplique mmol/L por 38,7. Para convertir mmol/L de

triglicéridos a mg/dL., multiplique mmo}/L por 88,6.

TABLA 2
Distribucién porcentual de la poblacion de inmigrantes
chinos segin los puntos de corte para lipidos y
lipoproteinas recomendados para poblacién Asidtica

Variable Total® Hombres® Mujeres? Valor
(n=50) (n=20) (n=30) de p*
Colesterol Total
<4,39 mmol/L 41 26 55 0.0873
4.39-5,15 mmol/L 24 32 16 0.3314
25,16 mmol/L 35 41 29 0.5731
Colesterol LDL
<2,33 mmol/L 26 16 35 0.2582
2,33-2,83 mmol/L 23 21 26 0.9525
22,84 mmol/L 51 63 39 0.1754
Colesterol HDL
<£0,90 mmol/L 15 21 10 0.5068
>0,90 mmol/L 85 79 90 0.5087
Indice de Castelli :
<45 59 47 61 0.0181
>4.5 41 53 29 0.0012
Triglicésidos
< 1,69 mmol/L 64 53 74 0.2252
21,69 mmol/L 36 47 26 0.2295

* Probado con andlisis de t-Student, p >0,05=no significativo. Para convertir
mmol/L de colesterol a mg/dL. multiplique mmol/L por 38,7. Para convertir
mmol/L de triglicéridos a mg/dL , multiplique mmol/L por 88,6.

En promedio el Indice de Castelli (CT/HDL-C) fue 4,3 +
1,2: no obstante este valor fue significativamente mayor en
los hombres con respecto al promedio evidenciado en las
mujeres (4,8 £ 1,5 y 3,9 + 1.2 respectivamente, p= 0,018).
Ademds, 1a proporcién de hombres con un Indice de Castelli
>4,5 fue significativamente mayor que la de mujeres (53%.y
29% respectivamente, p= 0,0012).

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la frecuencia
de consumo de alimentos. Cerca del 80% de los (as) chinos
(as) inmjgrantes consumen vegetales 5-6 veces/semana.
Asimismo, alrededor del 30% consume con la misma
frecuencia productos del mar y cerca del 20% consume pollo
con la misma frecuencia. En general, alrededor del 50% de
fos inmigrantes consumen frutas 5-6 veces/semana. Sin
embargo, la proporcién de hombres y mujeres que mantienen
este patrén de consumo es significativamente diferente (42%
y 55% respectivamente, p=0,001). Por otro lado, solamente
cerca del 30% de los inmigrantes consumen 1-2 veces por
semana productos de soya (tofu, nato, miso y leche de soya),
el 70% restante no los consume. Cabe destacar que alrededor
del 23% de los inmigrantes consumen frecuentemente
comidas rdpidas (hamburguesas, perros clientes, papas fritas.
pollo frito, pizza, burritos, tacos, empanadas y arreglados) y
snacks (chocolates, estruidos de maiz y trigo, pasteles
rellenos, golosinas, y reposterfa en pasta de hojaldre). La
proporcién de hombres que consumen estos alimentos 5-6
veces/ semana fue significativamente mayor que la
proporcién de mujeres que incluyen con esa frecuencia tales
alimentos a la dieta (13% y 2% respectivamente, p=0,001).
Cerca del 35% de los inmigrantes chinos consumen carne
de res mds de tres veces por semana y el 96% utiliza
exclusivamente aceite de soya para cocinar y el 4% manteca
de palma africana. Mé4s dcl 60% nunca consume leguminosas,
embutidos, gaseosas, comidas rapidas y snacks.

DISCUSION

Este estudio evidencia que més del 50% de los
inmigrantes chinos, principalmente los hombres, presentan
un perfil lipidico adverso. El nivel promedio de colesterol
evidenciado en nuestra muestra es similar al observado en
chinos residentes en Hong Kong (15), donde los niveles
plasmdticos de lipidos son cercanos a los reportados en
occidente. Para 1997 ¢l nivel promedio de colesterol total
en adultos de Hong Kong fue 5,04 mmol/L(15), tan sélo
0,21 mmol/L menos que el promedio reportado para adultos
estadounidenses (4). Esto sugiere que a pesar de mantener
algunas caracterfsticas de su cultura alimentaria (frecuente
consumo de productos de origen vegetal) los inmigrantes
chinos han modificado su patrén alimentario convirtiéndolo
en uno més aterogénico.
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TABLA 3
Frecuencia de consumo (veces/semana) de algunos
alimentos en la poblacién estudiada

Alimento Hombres Mujeres Valor de p
Frutas
Nunca 6 3 0.075
1-2v/s 31 20 0.023
3-4v/s 21 22 0.292
5-6v/s 42 55 0.001
Vegetales
Nunca 0 3 0.236
1-2vis 10 0.154
3-4v/s 16 10 0.256
5-6 v/s 74 84 - 0.347
Productos de soya !
Nunca 74 66 0.561
1-2v/s 26 34 0.498
3-4v/s 0 0 0.856
5-6 v/s 0 0 0.856
Leguminosas
Nunca 63 61 0.068
1-2v/s 32 33 0.479
3-4v/s 0 3 0.056
5-6vis 5 3 0437
Productos del mar
Nunca 0 6 0.085
1-2v/s 47 36 0.126
3-4v/s 21 29 0.562
5-6 vis 32 29 0.065
Embutidos
Nunca 58 74 0.561
1-2v/s 26 20 0.077
3-4v/s 11 6 0.052
5-6 v/s 5 0 0.069
- Huevos
Nunca 15 19 0.564
1-2v/s 42 41 0.956
3-4v/s 21 20 0.436
5-6v/s 22 20 0256 . —
Pollo
Nunca 0 13 0.023
1-2v/s 53 35 0.049
3-4v/s 26 29 0.073
5-6 vis 21 23 -0.569
Res
Nunca 11 15 0.275
1-2v/s 47 51 0.074
3-4 v/s 26 22 0.056
5-6vis 16 12 0.771
Comidas rapidas
Nunca 58 68 0.088
1-2v/s 11 14 0.691
3-4v/s 24 15 0.146
5-6 vis 7 3 0.275
Snacks®
Nunca 68 72 0.459
1-2 v/s 16 16 0.957
3-4v/s 3 10 0.849
5-6 v/s 13 2 0.001

! Incluye: leche de soya, tofu, miso y nato; * Incluye: hamburguesas, perros
clientes, papas fritas, pollo frito, pizza, burritos, tacos, empanadas y arreglados.
*Incluye: chocolates, estruidos de maiz y trigo, pasteles rellenos, golosinas,
y reposteria en pasta de hojaldre.

Nuestros datos sefialan que en el patrén alimentario de
estos inmigrantes. principalmente en el de los hombres se
han incorporado alimentos ricos en grasa saturada propios
de la cultura occidental como comidas rdpidas (perros
calientes, hamburguesas, papas fritas, pollo frito, pizza, entre
otros) y los snacks (chocolates, estruidos de maiz y trigo,
pasteles rellenos, confites y otros). Esto podria explicar, al
menos en parte, por qué el perfil de lipidos y lipoproteinas
tiende a ser mds adverso en los hombres.

Ademds, nuestros datos muestran un consumo frecuente
de proteina animal. En el drea rural de China, donde habita
més del 75% de la poblacién (1,2), el aporte de protefna
animal a la dieta es menos de 11% del consumo total de
proteinas (aproximadamente 66g/d) (3). De acuerdo con los
resultados de la frecuencia de consumo, se puede sefialar
que en la dieta de los inmigrantes chinos el aporte de proteina
animal es mayor. Esto contribuye a explicar las
concentraciones de lipidos y lipoproteinas evidenciados, pues
ha sido demostrado que en chinos que mantienen una dieta
tradicional, un consumo pequefio de carne genera un
incremento importante en el nivel de colesterol plasmético
(3). Campbell, et al. (4) han demostrado que el consumo de
carne, estd asociado con un incremento en el nivel de la
apolipoproteina B, la cual es marcadamente aterogénica (18).

Por otro lado, la limitada disponibilidad de algunos
alimentos de soya (tofu, nato, miso y otros) en Costa Rica
ha hecho que los inmigrantes modifiquen sin otra alternativa
su patrén de consumo. Algunos estudios indican que el
consumo de soya puede ser utilizado como un marcador de
factores asociados con inmigracién o con el grado de
occidentalizacion de la dieta (19). De hecho, se ha
evidenciado que el consumo de alimentos de soya se reduce
en mas del 90% en los inmigrantes asidticos (19). Este
comportamiento alimentario se refleja en nuestros datos de
consumo, pues solamente una minoria de los inmigrantes
chinos los consume y con una frecuencia de tan solo 1-2
veces/semana. '

Es interesante destacar que mdas del 60% de los
inmigrantes. han dejado de consumir leguminosas, un
alimento tradicional de su dieta (3), a pesar de la amplia
disponibilidad de estos alimentos (incluyendo frijol de soya)
en el mercado costarricense. Esto es particularmente
importante pues el consumo de leguminosas esta
inversamente asociado con los niveles de la apolipoproteina
B (4).

La modificacion del patrén alimentario de los inmigrantes
chinos tiene importantes repercusiones en el perfil de ipidos,
pues la reduccién del consumo de soya y leguminosas s€
asocia a un mayor riesgo coronario (20-,22). Asimismo, 1a
inclusién de alimentos ricos en grasa saturada y proteina
animal. favorecen el desarrollo de las lesiones aterosclerdticas
(23). Esto es de mayor interés en los hombres, pues ademds
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de presentar con mayor frecuencia un perfil lipidico adverso,
también mostraron una mayor prevalencia de sobrepeso. En
Costa Rica se reporta para algunas areas urbanas una
prevalencia de obesidad en hombres adultos superior al 60%
(24) y para mujeres a nivel nacional una prevalencia del
46% (25). Ademas, Klatsky y Armstrong al estudiar los
factores de riesgo cardiovascular entre asidticos americanos
del norte de California, encontraron también indices de masa
corporal mds altos en hombres que en mujeres (11). De
continuar con el estilo de vida actual, la incidencia de infarto
al miocardio podria incrementarse en el grupo de sexo
masculino, pues el exceso de grasa corporal, es un factor de
riesgo independiente de la enfermedad cardiovascular (26).

Para este estudio utilizamos los pardmetros establecidos
para evaluar las concentraciones de lipidos y lipoproteinas
en habitantes del continente Asidtico. Sin embargo, se podria
pensar que debido a su inmigracién seria méis conveniente
analizar los datos segin los criterios occidentales del
Programa Nacional de Educacién en Colesterol (NCEP) de
los Estados Unidos (27). No obstante, los niveles establecidos
para asidticos, estdn basados en sus hébitos alimentarios, los
cuales se asocian a una tasa de mortalidad por enfermedad
coronaria inferior al 15% (3). Por tanto, consideramos que la
evaluacién con puntos de corte més elevados, serfa aceptar
como adecuado el incremento de la aterogenicidad de la dieta.
Ademds, recientemente se ha evidenciado que la disfuncién
endotelial ocurre en individuos sanos con niveles “normales™
de colesterol (< 5,17 mmol/L) (28,29). Se ha indicado, por lo
tanto, que para prevenir completamente la enfermedad coronaria
deberfa mantenerse el colesterol plasmético en niveles inferiores
a 3,88 mmol/L (4), un criterio més estricto que el parametro
establecido para asiticos (< 4,39 mmol/L) (14).

Es bien conocido que la produccién de estrégenos en las
mujeres de edad fértil estimula la sintesis de HDL-Colesterol
incrementando sus valores en plasma (18). Las mujeres de
origen chino presentaron niveles promedio de HDL-Colesterol
similares a los hombres (1,21 mmol/L y 1,08 mmol/L
respectivamente; p= 0,1230), a pesar de que la mayorfa de
ellas probablemente sean pre-menopatisicas. Este fenémeno
podria deberse al bajo poder que tiene la muestra del estudio
(n=50). Probablemente si el nimero de individuos
participantes en esta investigacién hubiera sido mayor esa
diferencia observada en los niveles de HDL-C sf hubiera
sido significativa entre ambos sexos.

Es esencial que los nutricionistas y otros profesionales
del 4rea evalien con mayor detalle los factores asociados al
cambio de patrén alimentario en inmigrantes para definir cual
variable tiene mayor impacto en la modificacién de su perfil
de lipidos. La prevencién o retraso de esa modificacién puede
evitar un aumento en las tasas de morbi-mortalidad por
enfermedad coronaria en ese grupo.

Es importante promover en los inmigrantes chinos el valor

de su cultura alimentaria, particularmente en los nifios
descendicntes de €stos, pues ellos adoptan més rapidamente
la “nueva”™ cultura alimentaria segiin lo demuestran los
estudios con refugiados de Cambodia, Laos y del sur de
Vietnam en los Estados Unidos (28,31). El proceso de
occidentalizacién de la dieta en los adultos es mds lento pues
su cultura alimentaria es simbolo de etnicidad y deseo de
mantener una identidad de grupo. Ademds, es una forma de
unién con el pasado (30,32). Por tanto, la persuasién para
mantener su patrén alimentario es una tarea relativamente
sencilla para los nutricionistas.
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SUMMARY. To evaluate the effects of nutritional supplements on
nitrogen and energy balances, body composition and immune
parameters, HIV-infected malnourished adult outpatients were
prospectively studied. Forty-six patients (4 females and 42 males;
37+12 y) were supplemented with a polymeric diet (PD) or regular
foods (RF) on two consecutive 45-day periods on a crossover design.
Weight, skinfold thicknesses, plasma albumin (PA). CD4 and CD8
lymphocyte counts (LC), resting energy expenditure (REE) and
urinary nitrogen excretion were measured at baseline, 45 and 90-
day. Food intake was weekly recorded by food surveys. Thirty-five
patients completed the protocol (18 in Group 1:PD — RF; 17 in
Group 2:RF — PD). In both groups, weight, fat free mass (FFM),
energy balance (EB) and nitrogen balance (NB) increased
significantly after PD, whereas LC and PA remained unchanged in
both groups. The best results in terms of weight gain were obtained
in the PD group and PD plus zidovudine subgroup (n=8) during the
first 45 days (weight gain/FFM gain: 4.8/2.6 kg and 6.8/3.1 kg,
respectively). Nutritional supplement with PD, according to the
EB and NB goals, was well tolerated and permitted to achieve a
significant weight and FFM gain over a 90-day follow-up.

Key words: HIV, resting energy expenditure, weight gain, body
composition, nutritional supplement.

INTRODUCTION

Malnutrition with progressive wasting of body cell mass
is amajor feature of AIDS (1-4). This disease is characterised
by moderate to severe metabolic stress similar to critically
ill patients (5-7). This is associated to decreased oral intake
secondary to anorexia (2,3,8,9), and to malabsorption (10,11).
Such hypermetabolic condition has also been found in
clinically stable AIDS patients (5-7,12). A weak correlation
with viral load measured by plasma HIV RNA contents and
with antiretroviral therapy has been found (13).

Both weight loss and a low serum albumin concentration
(14) are predictive of increased risk of morbidity and de-
creased survival in AIDS patients. Nutritional support is hoped
to improve immune system function and reduce the incidence
of opportunistic infections. Also, it can improve the efficacy
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RESUMEN. Suplementaciéon nutricional de acuerdo al
requerimiento energético y proteico medido en pacientes HIV-
positivo. Para evaluar los efectos de la suplementacién nutricional
en los balances nitrogenado (BN) y energético (BE), composicién
corporal y parimetros inmunolégicos, se estudié prospectivamente
a adultos HIV positivos con desnutricién. 46 pacientes (4 mujeres
y 42 hombres; 37+12 afios), fueron suplementados con’ dieta
polimérica (DP), o alimentos habituales (AH), en 2 periodos
concecutivos de 45 dias, con un disefio cruzado. Al inicio, dfa45 y
dia 90 se midi6 peso. pliegues cutdneos, albuminemia (A), linfocitos
CD4 y CD8 (L), gasto energético de reposo (GER), y nitrégeno
ureico urinario. Se efectud encuesta alimentaria semanalmente. 35
pacientes completaron el estudio (18 en grupo 1: DP—>AH: 17 en
grupo 2: AH—DP). Después de los 45 dfas con DP aument6
significativamente el peso, masa libre de grasa (MLG), BE y BN
en ambos grupos. L y A no vari6 significativamente en ninguno de
los grupos. Los mejores resultados en términos de ganancia de peso
fueron obtenidos en el grupo 1 y en el subgrupo con DP mis AZT
(n=8), con una ganancia de peso/MLG de 4.8/2.6 kg y 6.8/3.1 kg,
respectivamente. La suplementacién con DP, de acuerdo a metas
de BE y BN, fue bien tolerada y permitié una ganancia de peso y
masa libre de grasa significativa en un periodo de 90 dias.
Palabras clave: VIH, gasto energético de reposo, ganancia de peso,
composicién corporal, suplementacién nutricional.

of drug therapies and contribute to a better patient’s quality
of life (15).

The aim of this study was to analyse the impact of two
forms of dietary supplementation on the nutritional recov-
ery, energy balance, and nitrogen balance in HIV+ malnour-
ished patients over a 90-day period.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

Forty-six HIV-infected adults outpatients (37+12 years
old; 4 females and 42 males), from the AIDS wards in the
“José Joaquin Aguirre” and “San Juan de Dios” Hospitals in
Santiago were studied prospectively between September 1994
and August 1995. All patients had calorie-protein malnutrition
according to the Body Mass Index (BMI) (low to 20 kg/m?).
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Eleven patients were in A or B category and thirty-five
patients had a positive diagnosis of AIDS (“C” category)
according to the guidelines issued by the Atlanta’s Centre
for Disease Control in 1992 (16).

The experimental design corresponded to a prospective
randomised cross-over study. Patients were given two types
of dietary supplements in random order, consisting of regular
foods (RF) or of a polymeric diet (PD;ADNX), over two
consecutive periods of 45 days. Group 1 (n=21): patients
received a polymeric diet during the first period and then
regular foods. Group 2 (n=2S5): patients were supplied with
RF during the first period and then with PD. Clinical
characteristics of the two groups at admission to the study
are presented in Table 1. Table 2 shows selected nutritional
and immunological parameters of the 46 patients at baseline.

CHARLIN et al.

ture (REE) was determinated by open circuit indirect
calorimetry, with Hans Rudolph™ facial mask, Douglas bag,
Haloscale Wright Respirometer™ and Scholander gag
microanalyses (19). Oxygen consumption (VO,), CO, pro-
duction (VCO,), and REE were calculated accor&ing to_Weir
formula (18). Predicted energy expenditure (PEE) was ob-
tained by the Harris and Benedict’s equations (20).
Nutritional intake was recorded by 24-hour recall taken
on thrce alternate days before the beginning of the study and
during all the supplementation period. Energy and protein
intakes were calculated by using the chemical composition
tables of Chilean foods (21). With the data obtained, the fol-
lowing parameters were calculated:
- Energy Balance (EB) = Energy Intake (EI) - (REE x 1.3)
- Nitrogen Balance (NB) = Nitrogen intake* (NI) (g/d)-(UUN
+4)

TABLE 1 - NI= protcin intake / 6.25
Characteristics and diagnosis of the study population
: TABLE 2

Group 1 Group 2 Bascline clinical characteristics of the study population
Number of patients 21 25 All patients  Group | Group 2
Age (y) - 382x115* 37.7 £ 12.5% n=46 n=21 n=25
Sex ratio (F:M) 2:19 2:23
AZT (yes / no) - 11/10 1279 WEIGHT (kg) 54.2+5.7 52755  55.4%5.6
N¢ of clinical illness 14 14 BMI (kg/m2) 18.6x1.3 18.5£1.4  18.6x1.2
Candidiasis 4 4 FM % (SKF) 16.9+5.5 17.6£5.7  16.425.4
Pneumocystis carinii REE (kcal/kg/d) 24.6+4.6 25356  23.9x3.4
pneumonia 3 4 REE/PEE (%) 941158  96.8+17.8 91.8+13.6
Toxoplasmosis 2 2 EI (kcal/kg/d) 30.4+8.8 342488 * 27.2+75*
Kaposi‘s sarcoma 2 1 EB (kcal/kg/d) -1.69.0 1.329.4 % -4.0+7.8*
Chronic diarrhea 1 2 NI (g/kg/d) 0.18:0.07  0.21+0.09* 0.16+0.05*
Meningitis 1 0 NB (g/kg/d) ~11.6+4.7 2128462 -10.62.6
Tuberculosis I 0 Albumin (g/dl) 3.540.6 3.7+#0.7  3.420.6
Oral leukoplakia 0 1~ CD4 (x 10%L) 176+203 134£126 211244

CD8 (x 10°L) 617£490 463£357 747546

* mean = standard deviation.
AZT: zidovudine therapy.

Analyses

The following parameters were evaluated at the beginning,
and on 45" and 90" days of the study: weight, height, and
skinfold measurements (triceps, biceps, subscapular and
suprailiac). Fat mass (FM%) was calculated by applying the
sum of the skinfolds and the Durnin and Womersley tables
(17). Fat free mass (FFM) was calculated by difference
between body weight and fat mass.

CD4 and CD8 lymphocyte counts were obtained from
peripheral blood by cytometric flow. Plasma albumin
concentrations were measured by the modified Biuret method
(18).

Twenty-four hours urinary ureic nitrogen (UUN) was
determined by the urease method. Resting Energy Expendi-

Mean + standard deviation. * Significantly different between both
groups (p<0.05). BMI= body mass index: FM= fat mass by
skinfolds; REE=resting energy expenditure by indirect calorimetry:
PEE= predicted resting energy expenditure by Harris and Benedict
equation; EI = energy intake; EB= energy balance; NI= nitrogen
intake; NB= nitrogen balance; Alb= plasma albumin.

. Dietary supplementation

Dietary supplements were given in random order,
consisting of regular foods (cereals, dairy products, €ggs
albumin; = 15% of protein contribution to total energy), of
of a powdered polymeric diet at 22% water dilution (ADN%,
Davis SA Laboratories, Braun Co.). Polymeric diet presents
the following composition per 10 dl: 103 keal, 3.6 g of protein
(sodium and calcium caseinate; 14% of contribution to total
energy), 13.0 g. of carbohydrates (maltodextrins) and 4.0 &
of lipids (sunflower seed oil and coconut oil). This formula
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covers vitamin and micronutrient US-RDA requirements for
an adult with 200 dl per day.

Energy and protein needs for supplementation were calculated
as follow:

- Energy supplementation (kcal/d) = (REE x 1.5%) - EI
*30%: physical activity plus thermogenesis; 20%: anabolism.
- Protein supplementation (g/d) = ((UUN+4)+57)- NI) x 6.25
*5 nitrogen g for to achieve a positive balance.

Clinical evaluation and antiretroviral therapy

Systemic signs and symptoms were registered for each
day of the study. Also it was recorded the presence of AID’s
related diseases at the entry and during the intervention
periods, and as well as the prescription of antiretroviral drugs.
AZT therapy (zidovudine) was present before baseline as
monotherapy in almost a half of patients (Table 1) and it was
maintained during all the study.

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation. ANOVA
for repeated measures was applied in order to evaluate changes
on time, baseline, 45-day and 90-day of the study. The mean
changes between treatment periods with polymeric or regular
food supplementation, or between patients with and without
AZT therapy, were compared by Student’s t-test for independent
samples. Jandel Sigma Stat Version 2.0 and Stats Plus Version
B384 software was used for the statistical analysis.
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RESULTS

Of the forty-six initial patients, eleven died between the
10™ and 45" day of the follow-up (3 in group 1; 8 in Group
2).

These patients presented 1 to 4 AIDS-associated illnesses
(21 diseases during the evolution): pneumocytis carinii
pneumonia (4), oropharyngeal candidacies (5), toxoplasmosis
(3), Kaposi‘s sarcoma (3), chronic diarrhoea (2), lymphoma
(1), cryptococcus meningitis (1), tuberculosis (1), and
encephalic herpes (1). There was no significant difference
on nutritional and immune parameters between survivors and
non-survivors patients, although the latter presented greater
frequency of diseases. .

Thirty-five patients completed the 90-day
supplementation period (Table 3). A significant increase of
weight, BMI, and FFM was observed in both groups, and
FM% in group 2, over the 90-day period. There were no
significant variations in plasma albumin, CD4 and CD8
lymphocyte counts. Average weight gain of 5.7 and 3.7 kg
(3.2 and 1.7 kg of FFM) was observed over the 90-day period
in Group 1 and Group 2, respectively. Taking the entire
treatment periods, regardless the sequence of
supplementation, the increases were 3.7+3.4 vs. 0.8+3.6 kg
on weight, 2.1+2.4 vs. 0.51+2.2 kg on FFM, and 0.03+0.59
vs. =0.13+0.49 g/dl on plasma albumin levels, in PD and RF
periods, respectively. Differences were significant.

TABLE 3
Anthropometrical and laboratory parameters of patients on 90 days following

Group 1 (n=18)

Group 2 (n=17)

Baseline 45-Day 90-Day Baseline 45-Day 90-Day
WEIGHT (kg) 52.7+5.5 57.5+6.3! 58.4+9.0 56.2+5.5  57.7x6.9 59.948.1%
BMI (kg/m?) 18.6+1.4 20.2+1.8! 20.5+2.7 18.8x1.1 19.3x1.4 20.0+1.9?
FM (%) 17.9+6.1 20.0+7.5 19.7+8.3 16.9+6.1 17.9+4.8 19.0+4.8*
FFM (kg) 432443 ' 45.8+4.2! 46.4x5.0 46.7+£5.2 47.3£5.7 48.416.4%
Alb (g/dl) 3.5+0.6 3.41+0.5 3.3+0.7 3.710.7 3.540.7 3.5+0.5
CD4 (x10%/L) 139+128 131+139 119£135 247+285 245+271 241£271
CDS8 (x10%L) 608+378 679708 709+£733 833+695 . 799+635 8561786

Mean + standard deviation. BMI=body mass index;FM=fat mass;FFM=fat free mass;Alb=plasma albumin; %9
ANOVA significance (p<0.05): ! from baseline after the first 45 days with polymeric diet (Group 1); 2 from 45-day .
measures after the second period with polymeric diet (Group 2); 7 from baseline after 90 days of supplementation

(Group 1 and Group 2)

The mean of supplemented energy over the first period
was 274 kcal/d of PD (13.6% of energy intake; group 1) and
538 kcal/d of RF (34.2% of EI; group 2). In this period energy
intake increased by 268 and 97 kcal/d with PD and RF,
respectively. On the second period the mean of supplemented
energy was 388 kcal/d of PD (15.8% of EI; group 2) and 312
keal/d of RF (15.4% of EI; group 1), and the EI increased by

875 and -26 kcal/d with PD and RF, respectively.

There were significant increases on energy balance with
PD in both groups (EB: +224 kcal in group 1; +826 kcal/d in
group 2), and with RF in group 1 (EB: -461 kcal/d). Nitrogen
balances increased in both groups (significant on PD period
in group 1 and after 90-day period in group 2) (Table 4).
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TABLE 4
Metabolic and dietary parameters of patients on 90 days following

Group 1 (n=18)

Group 2 (n=17)

Baseline 45-Day 90-Day B aseline 45-Day 90-Day
REE (kcal/kg) 25.8+5.9 23.9+6.4 20.6x2.7 242422 22,642 20.9+3.2
REE/FFM 31.3+59 30.1+8.1 25.8+3.3° 292432 276353 25.8+3.7°3
REE/PEE (%) 98.1+18.7 95.8+28.1 82.7+13.1° 94.6+12.6 89.2+16.7 83.6+14.1°
EI (kcal/kg) 33.0+8.6 34.9+6.9 34.8x11.7 26.3+6.3  27.3%59 40.9£7.7 2
EB (kcal/kg) -0.5+8.5 3.949.9! 7.9+11.0 -5.246.7 -2.1+8.2 13.8+8.52
UUN (g/d) 8.9+6.1 7.7+4.0 6.8+34 6.5£2.5 5.6+2.6 5.9+2.6
NI (g/kg/d) 0.19+0.07 0.22+0.06 0.23+0.06 0.15+0.04 0.19+0.05 0.25+0.07%
BN (grkg/d) -0.06+0.15  0.01x0.08! 0.03+0.12 -0.04+0.04  0.02+0.06 0.07+0.1°

Mean + standard deviation. REE:resting energy expenditure; PEE=predicted resting energy expenditure by
Harris and Benedict equation; El=energy intake: EB=energy balance; UUN=urinary ureic nitrogen excretion;:NI=
nitrogen intake;NB= nitrogen balance. ** ANOVA significance (p<0.05): ! from baseline after the first 45
days with polymeric diet (Group 1); ? from 45-day measures after the second period with polymeric diet
(Group 2); * from baseline after 90 days of supplementation (Group | and Group 2).

Patients with normal (90%-109%), or high REE/PEE%
(2110%) at the entry of the study showed a significant
reduction on mean REE/PEE% at the 45-day and 90-day
evaluations (Table 5). There were no significant differences
in baseline characteristics among groups according to REE/
PEE%.

TABLE 5
Characteristics of subjects clustered by initial metabolic
level (REE/PEE %) during 90 days of dietary

supplementation

<90 % 90-109 % 2110%

(n=10) (n=20) (n=5)
Baseline REE/PEE% 79.0+8.0 98.0+7.0 125.0£13.0
45-day REE/PEE% 79.6+14.8 96.0+22.4 104.5+£30.0
90-day REE/PEE% 76.2+10.1 85.8+12.8/ 86.5+17.2!
BMI (kg/m?) 18.5+1.3 18.920.1 17.8+19
FM (%) 17.1£5.5 17.8+5.2 16.5+8.0
ALB (g/dl) 3.3+0.6 3.6x0.6 3.8+0.8
CD4 (xmm>) 125+142 138+120 299+317
CD8 (xmm®) 533+270 615+554 735+462
n®illnesses * 3 5 1

REE/PEE %: resting energy expenditure as % of predicted energy expenditure
(PEE) by Harris and Benedict equation. BMI: body mass index; FM: fat mass.
* infectious illnesses at entry to the study, including: pneumocystis carinii
pneumonia, tuberculosis, encephalic herpes, meningitis.
! significantly lower than baseline and 45-day averages.

The systemic signs and symptoms (% of observation days:
both groups-PD period/both groups-RF period) were: disguise
(24/25%), anorexia (17/20%), dysphagia (14/20%), chewing
pain (11/19%), nausea (14/16%), diarrhoea (10/11%), and

vomiting (5/11%). There was no significant difference of
frequency of signs and symptoms between both periods of
supplementation.

Of the thirty-five patients whom completed the study,
patients with AZT therapy (8 in group 1 and 8 in group 2)
were compared to non-AZT patients (10 in group | and 9 in
group 2). No significant differences were observed on
nutritional and immunological baseline parameters. Although
there was a greater non-significant increase on body weight
in AZT (3.96+3.73 kg) than non-AZT patients (2.55+3.37
kg) during the first 45-day period, the composition of the
weight gain was very similar. (50.3 vs. 53.7% of FFM,
respectively). On the first 45 days, only group 1 (PD) had
higher weight gain (6.8+3.3 vs. 3.2+3.5 kg), energy intake
(535+147 vs. 80+92 kcal/d), and energy balance (423+50
vs. 17327 kcal/d) in AZT (+) patients compared to their
AZT (-) counterparts.

DISCUSSION

Infectious complications can be the cause of mortality in
AIDS patients. Nevertheless, malnutrition increases the risk
of morbidity and mortality during the evolution of the illness,
and it strongly predicts patient’s survival regardless the
immunology condition (4). In our study, there were no
significant differences in nutritional status (BMI, FM%:
serum albumin), immunological condition (CD4 lymphocyte
counts), and REE among survivors and nonsurvivors patients.
However, there were greater frequencies of infectious diseases
like preumocystis carinii pneumonia, tuberculosis, meningitis
and encephalic herpes in nonsurvivors (7/11) compared to
survivors (9/35).
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Despite the well-known beneficial impact of maintaining
or improving the weight, FFM, and serum albumin levels in
AIDS patients, discrepancy exists about the efficacy and
feasibility of nutritional supplementation. Results of
hypercaloric feeding interventions indicate that the weight
gained is predominantly fat mass (22). In a prospective study,
Biirger et al (23) tested the effects of supplementation with a
polymeric diet in 34 clinically stable HIV+ patients. These
authors reported poor tolerance and a low correlation between
formula intake and weight changes. Similar negative results
were obtained by Hoh et al (24) on a 6-week supplementation
trial with a polymeric diet (550-600 kcal/d), in thirty-nine
HIV+ patients with associated wasting. Net protein and energy
intake increases were not associated to increased mean FFM.

During a 6-month prospective study on fifty-five HIV-
infected outpatients supplemented with a polymeric diet (606
kcal/d), Pichard et al (25) observed increased energy and
nitrogen intakes, with excellent compliance and good
tolerance. Also, a mean weight gain of 2 kg (50% of FEM),
without change on CD4 and CD8 lymphocyte counts,
viraemia or tumour necrosis factor receptors (used as
inflammation parameters) were noted.

In the present study, patients achieved a mean weight gain
of 4.7 kg (5.7 and 3.7 kg in group 1 and 2, respectively). 53%
of weight gain corresponded to fat free mass (56% in group 1
and 46% in group 2), after 90 days of supplementation,
without significant changes on CD4, CD8 and plasma albumin
levels. Nonetheless, the method for evaluating body
composition used in this study (skinfold thickness
measurements) makes it impossible to know whether the
increase of fat free mass corresponded to muscle mass or
water. This nutritional recovery was obtained by increased
energy and protein intakes, specially in patients with low
initial food intake who were supplemented with a polymeric
diet (Table 4), despite the presence of anorexia, dysgeusia,
dysphagia, chewing pain, and/or diarrhoea. Observed mean
energy intake increased by 1.8 and 14.6 kcal/kg/d (105 and
874 kcal/d), in group 1 and 2, respectively. Protein intake
increased 0.25 g/kg/d and 0.63 g/kg/d (14.6 and 37.4 g/d) in
group 1 and 2, respectively. It is suggested that these
improvements were consequence of the use of a polymeric
diet for supplementation (ADN®). This supplement permitted
to fulfil the required prescription easier than with the intake
of regular foods.

Recently, Sheehan et al (26) analysed prospectively
variables such as energy intake, energy expenditurc, weight
change, CD4 count and clinical status of 33 HIV-positive
men during a 3-y period. With a linear modelling analysis
they concluded that the primary determinant of energy balance
Was energy intake, with a minor contribution of total energy
€xpenditure. These results magnify the importance of
Nutritional support in HIV-positive and AIDS patients, and

the energy and protein intakes achieved in our study.

Yarchoan et al (27), observed that nucleoside analogues
therapy such as AZT could explain at less partially, the body
weight increase in patients with AIDS. No information about
energy intake or body composition changes was available in
that study. Other studies in patients treated with protease
inhibitors showed significant greater weight gain than non-
users of that therapy (28,29). However, weight gain was
mostly fat mass in a dorsocervical and truncal distribution
pattern (28,30).

In our patients (regardless the type of supplementation),
there was a trend to a greater weight gain (and FFM) in AZT
than non-AZT patients (although no significant), associated
to increased energy and nitrogen intakes and balances. FFM
was 50% and 54% of weight gain in AZT and non-AZT
patients, respectively.

After the first 45 days of supplementation with a polymeric
diet (group 1), AZT patients achieved greater significant weight
gain than non-AZT patients (6.8 Vs 3.2 kg), this was related to
greater energy intake and energy balance. Contribution of FFM
to body weight gain was 41 and 46% in AZT and non-AZT
patients, respectively. Polymeric diet supplementation plus AZT
therapy showed to be the best combination for the nutritional
recovery of our patients.

On the other hand, the resting energy expenditure in AIDS
subjects showed great variability, which has not clearly been
associated with the nutritional status, degree of immune
impairment, presence of illnesses or weight loss history (31).
In AIDS whether energy expenditure is increased or decreased
depends on the balance among thermogenic factors (cytokine
levels, fever, opportunistic infections), metabolic adaptation
to alow energy intake and cachexia with fat free mass wasting
(32). In our study, REEs at baseline evaluation in 48% of
subjects were significantly different from those predicted
by the Harris-Benedict equations (REE/PEE <90 or > 110%).
Eleven percent of patients showed increased REE (>110%),
whereas REE was decreased in 37% (<90%). These REEs
were not associated to differences in nutritional status, CD4
and CD8 lymphocyte counts, frequency of infectious
illnesses, or AZT therapy. At the end of study only two of
thirty-five subjects presented increased REE without
infectious diseases. ]

The reduction of resting energy expenditure during the
course of treatment, both in absolute terms as well as
expressed by fat free mass unit, could be explained by lower
frequency of infectious diseases (9 before baseline measures,
5 during the first period, 4 during the second period).

The highly variable metabolic conditions observed during
the evolution of the illness, suggests the importance of
carrying out energy and nitrogen balance calculations by
means of food surveys, nitrogen excretion determination,
and indirect calorimetry.



CONCLUSIONS

The importance of adequate nutritional status on the
survival and AIDS patient’s quality of life is indisputable.
Supplementation with a polymeric diet, according to energy
and nitrogen requirements, should be considered for obtaining
a better patient’s tolerance and compliance in order to allow
greater energy and protein intakes.
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Consumo de harina de maiz precocida y su aporte de hierro
y vitamina A en preescolares de bajos recursos econoémicos
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RESUMEN. El objetivo de este estudio fue evaluar si la adicién
de hierro y vitamina A (VA) a la harina de maiz precocida que se
lleva a cabo a través del programa de enriquecimiento a nivel
nacional desde 1993, logra que preescolares alcancen un consumo
adecuado de estos nutrientes. Se evaluaron 196 nifios (4-6 afios) de
Valencia, Venezuela, incluyendo datos socio-demogréficos,
antropométricos, anemia, deficiencia de VA (citologia de impresién
conjuntival (CIC) y retinol sérico), y consumo alimentario. El 92%
de nifios vivia en pobreza; 12% presenté déficit antropométrico
(peso/talla), 13% anemia, 9% deficiencia de VA segin la CIC y
0,5% segin retinol sérico (<0,70umol/L) y 30% a riesgo de
deficiencia de VA (0,70-1,05mmol/L). Del total de los individuos,
17%, 37% y 5% tenian una ingesta insuficiente (<80% de las
recomendaciones) de energia, hierro y VA, respectivamente. Al
excluir del anélisis el contenido de hierro y VA del enriquecimiento
de 1a harina de maiz, se afiade 38% y 10% de sujetos con deficiencia
de ingesta respectiva a cada nutriente. Segin el indicador peso/
talla, la ingesta de hierro fue significativamente menor en
desnutridos (p<0,05) que en normales y con sobrepeso, no siendo
asi para VA. Se concluye que el enriquecimiento con hierro
contribuyé a mejorar el aporte de este nutriente en la dieta de los
niflos pero es adn insuficiente, y que la adicién de VA no parece
hacer diferencia dentro de la dieta en esta edad.

Palabras clave: Venezuela, harina de maiz, enriquecimiento,
preescolares, consumo alimentario, hierro dietario; vitamina A
dietaria, antropometria, desnutricién.

INTRODUCCION

Las deficiencias de hierro y vitamina A (VA) causan
estragos en toda la poblacidn, pero en especial en grupos
vulnerables como son los nifios en edad preescolar. Adn
cuando los signos clinicos de las deficiencias no sean
evidentes, pueden existir situaciones de riesgo por depleci6n
de las reservas corporales que pueden identificarse evaluando
la ingesta alimentaria de estos nutrientes.

El Banco Mundial reporta que cerca de un millén de
personas en el mundo sufren de anemia clinica y que en los
preescolares, el déficit de hierro, atin cuando se corrija, tiene
repercusiones permanentes en la destreza manual, capacidad
de concentracién y de memoria (1).

SUMMARY. Corn flour intake and its contribution of iron and
vitamin A in low income preschoolers. The objective of this study
was to determine whether the addition of iron and vitamin A (VA)
to corn flour, supplied through a national enrichment program since
1993, allows preschoolers to achieve an adequate intake of these
nutrients. Data from the assessment of 196 children (4-6 year old)
from Valencia, Venezuela is presented, including socio-demographic,
anthropometric, anemia, VA deficiency (by conjunctival impression
cytology (CIC) and serum retinol), and food intake. 92% of the
children lived in poverty. 12% were below the norm for weight-for-
height, 13% had anemia, 9% had VA deficiency according to CIC,
and 0.5% according to serum retinol (<0.70 umol/L), 30% were at
risk of VA deficiency (0.70-1.05 mmol/L). 17%, 37%, and 5% of the
sample had an insufficient intake (<80% of RDA) of energy, iron,
and VA, respectively. When excluding from the analysis the amount
of iron and VA from com flour enrichment, an additional 38% and
10% of the sample showed deficient intakes of each nutrient,
respectively. According to the weight-for-height indicator, iron intake
was significantly lower in undernourished children (p<0.05) than in
those normal or above the norm; this was not so for VA. It is concluded
that iron enrichment contributes to the improvement of the intake of
this nutrient but is not enough to provide an adequate amount of it;
and that the addition of VA does not seem to have an important effect
on the diet of this age group.

Key words: Venezuela, comn flour, enrichment, preschoolers, food
intake, dietary Iron, dietary vitamin A, anthropometry,
undernutrition.

La deficiencia de hierro en Latinoamérica y en la
poblacién venezolana ha sido ampliamente documentada,
encontrandose a riesgo, principalmente mujeres embarazadas
y nifios pequeiios (2-6).

La hipovitaminosis A ha sido descrita como problema de
salud piblica en paises latinoamericanos (7-9). El papel de
la VA en los trastornos oculares estd bien establecido, sin
embargo, investigaciones mas recientes se enfocan en el papel
protector de la VA contra las infecciones (10-16). En
Venezuela, atin cuando la prevalencia de deficiencia de VA
no es lo suficientemente elevada para causar alteraciones
oculares (17), si pudiera incidir sobre el elevado niimero de
casos de infecciones respiratorias y diarréicas en los nifios.

En la década de los 80 la disponibilidad en Venezuela de
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alimentos como la carne, las verduras, las frutas, los cereales,
las legumbres, y los tubérculos estuvieron por debajo de lo
recomendado, tanto para hierro como para vitamina A (18,19).
Este hecho unido a otros derivados de los cambios ocurridos
en la economia venezolana durante las dltimas décadas, asi
como el subsecuente deterioro del estado nutricional de la
poblacién, impulsaron al gobierno venezolano a emprender
un programa alimentario de enriquecimiento a nivel nacional
en 1993 (20-23). El vehiculo escogido fue la harina de maiz
precocida, usada principalmente en la elaboraci6n de la arepa
y que, ademas de ser un ingrediente culturalmente aceptado
por todos los estratos de nuestra sociedad, goza desde hace
muchos afios de subsidios por parte del gobierno para
mantener su bajo costo, lo cual la hace econémicamente
accesible a los grupos de menores recursos. Este producto se
enriquecié con micronutrientes, entre ellos el hierro y la
vitamina A, aumentando asf la disponibilidad de estos
elementos.

El objetivo del estudio fue evaluar si la adicién de hierro
y VA, suministrados a través de este programa, logra que los
preescolares estudiados alcancen un consumo adecuado de
los mismos, entendiéndose como consumo adecuado aquel
igual o mayor al 80% de las recomendaciones para este grupo
etario (24).

METODOS

Esta investigacion es de caracter descriptivo y estd basada
en datos de un estudio de tipo transversal. Este estudio se
basé en la determinacién del consumo de energfa, vitamina
Ay hierro total del grupo y el patrén del consumo de la harina
de maiz. Luego, con esta informacion se calculé la ingesta
de estos nutrientes en condiciones hipotéticas de “no
enriquecimiento de la harina de maiz”, para estimar el aporte
de hierro y vitamina A proveniente de la harina de maiz en la
dieta de los preescolares. La muestra estuvo compuesta por
196 nifios preescolares (4-6 afios de edad), pertenecientes a
un plantel educativo de una comunidad de bajos recursos en
la zona norte de Valencia, Venezuela, en el afio 1998. El
tamafo muestral se calculé con base en la prevalencia de
valores de déficit de vitamina A de la ciudad de Valencia
(25). Los datos fueron recolectados durante el periodo
septiembre-diciembre de 1998, previa aprobacién de la
comunidad educativa y autorizacién escrita de los
representantes de los sujetos evaluados. Para la recoleccién
de los datos se conté con personal profesional entrenado y
estandarizado por el Centro de Investigaciones en Nutricién
de la Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de
Carabobo (CEINUT) en diferentes protocolos establecidos.
La informacién se recogi6 a través de entrevistas personales
en los planteles y visitas a las viviendas de los sujetos,
incluyendo:
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Evaluacion socio-demografica del niiio y del grupo
familiar: Sexo, edad, estratificacién social segiin el método
de Graffar Méndez Castellano y composicién familiar (26).

Evaluacién nutricional antropométrica: Realizada
mediante el uso de los indicadores de dimensién corporal,
peso/talla (P/T) y talla/edad (T/E). El peso y la talla se
tomaron siguiendo las normas del Programa Bioldgico
Internacional (27). Se utilizé el estandar de referencia de
crecimiento del National Center for Health Statistics (28).

Evaluacion del estado de hierro y VA: Se tomaron 6 ml
de sangre en ayunas, de una vena antecubital, se alicuotaron
y procesaron. Se determind hemoglobina (método
automatico—Automated Methods by Microcell Sysmex
Counter F-500. Técnicas Médicas MAB.SA), y niveles de
retinol sérico, por la técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC), segin el método desarrollado por
el International Vitamin A Consultative Group (29) y
estandarizado en el laboratorio del CEINUT. Para las
determinaciones de retinol sérico se utiliz6 un cromatégrafo
liquido marca Hewlett-Packard modelo 1050. También se
tomé una impresién de la conjuntiva ocular (CIC), para
evaluar el estado de VA segin metodologia del International
Center for Epidemiologic and Preventive Ophtalmology
(ICEPO) (30). Los puntos de corte utilizados fueron: Para
hemoglobina <11,5 g/dL (3). Para VA por CIC se
consideraron los siguientes criterios de diagnéstico: Normal:
Extendido laminar continuo de pequeiias células epiteliales,
con abundante células caliciformes y puntos de mucina;
Anormal: Muy pocas o ausencia de células caliciformes o
puntos de mucina y un marcado agrandamiento de las células
epiteliales que se presentan claramente separadas (30). Para
VA por retinol sérico se consideré deficiencia a los valores
<0,70mmol/L y a riesgo de deficiencia de retinol sérico
aquellos ubicados entre 0,70-1,05mmol/L (31).

Evaluacion de consumo alimentario: La informacién
se recolectdé mediante recordatorios de consumo de 24 horas
(R24H) miltiples. Un equipo debidamente estandarizado en
el método llevd a cabo la recoleccién de tres R24H no
consecutivos, recogiéndose informacién incluso del fin de
semana. Se utilizaron medidas précticas caseras y formas
geométricas graduadas como ayuda visual durante los
recordatorios. La primera entrevista se llevé a cabo en el
plantel educacional y las otras dos en los hogares de los
sujetos. Debido a que esta muestra estuvo constituida por
nifios menores de 8 afos, la informacién se obtuvo de sus
madres o cuidadoras, sin embargo, siempre que fue posible
se obtuvieron respuestas tanto del nifio como de su
representante para mayor precisién (32-34).

La informacion obtenida en los R24H fue llevada a
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gramos de alimentos consumidos y se calcul6 el consumo
total por persona, haciendo uso de los valores de cnergia y
nutrientes de la tabla de composicién de alimentos
venezolana, excepto para los contados alimentos en que no
se disponia de informacién nutricional, donde se utilizaron
datos de la tabla de composicién de alimentos americana
(35, 36). De aquf se derivé informacién del patrén de
consumo de la harina de maiz precocida, asi como de la
adecuacién de la dieta, compariandolos con las
recomendaciones venezolanas, ajustadas por edad y sexo
(recomendacién de hierro = 14 mg/dia; de VA = 400 ER/dfa;
de energia = varia entre 1360 y 1650 kcal/dia, segiin la edad
y el sexo) (24).

Las recomendaciones de energia y nutrientes para
poblaciones se disefian para incluir virtualmente a todos los
individuos sanos por lo que se calcula un margen de seguridad
en sus valores por encima del requerimiento de la mayoria
de los individuos (igual al requerimiento promedio més dos
desviaciones estandar). Esto llevaria a una sobreestimacién
de la prevalencia de inadecuacién al calcular el porcentaje
de adecuacién de la dieta. Para reducir esta tendencia y tener
una mejor apreciacién de los individuos a riesgo por consumo
inadecuado se tom§ el 80% de las recomendaciones como
punto de corte (37-40).

Estadisticas: Para la interpretacién de los indicadores
antropométricos (P/T y T/E) se utiliz6 el valor Z-Score, con
el grupo de referencia. Para los cdlculos del Z-Score, se
utilizé el programa International Questionnaire Development
System (41) y se tomaron los puntos de corte recomendados
por la OMS (28): Sobre la norma = Z 3 +1, Normal =-1,00 £
Z.< 1,00, Bajo laNorma (Riesgo =-2,00 £ Z < -1,00 y Déficit
= Z < -2,00). Para el andlisis estadistico de los datos se-us6
el Statistical Package for the Social Sciences for Windows
(42). Serealizaron pruebas estadisticas descriptivas (medias,
desviaciones estdndar, frecuencias, porcentajes), asi como
correlaciones y la prueba de Chi? para examinar asociaciones
entre las variables sociales (edad, sexo, nimero de personas
por viviendas, estrato social), el diagnéstico de anemia y el
estado de VA con el consumo de hierro y VA. Se hicieron
pruebas de t de Student en la comparacién del consumo de
hierro y VA entre los nifios desnutridos y el resto del grupo.

RESULTADOS

La edad promedio del grupo estudiado fue de 5,1+0,8
afios, correspondiendo un 56% al sexo masculino y 44% al
femenino. Segin su estratificacién socioeconémica, més del
90% de las familias de los nifios estudiados viven en
condiciones de pobreza (71,2% pobreza relativa; 20,4%
pobreza critica), lo cual concuerda con las caracteristicas de
la zona seleccionada para el estudio. Hubo un promedio de

6,0+2,4 (mediana=6,00; valores extremos=2, 7) personas por
vivienda, de las cuales 3,2+1,7 eran menores de 15 afiog
(mediana=3,00; valores extremos=1, 7). En 21% de lag
viviendas cohabitan mds de dos familias, siendo el 799
restante viviendas unifamiliares.N o se encontraron
asociaciones significativas entre estas variables y el consumo
de energia y nutrientes.

La clasificacién nutricional antropométrica del grupo
estudiado, segiin los indicadores peso/talla (P/T) y talla/edad
(T/E) se presenta en la Tabla 1. Se observa que con el
indicador P/T, hubo un 11,7% bajo la norma (s6lo 0,5% en
déficit), mientras que con el indicador T/E hubo un total de

36,2% de nifios bajo la norma.

TABLA 1
Diagnéstico nutricional antropométrico, segin valores de
Z-Score para los indicadores Peso/Talla y Talla/Edad,

(n=196)
Clasificacién Peso/Talla Talla/Edad
n % n %
Sobre 1a norma (Z 3 +1,00) 19 9,7 9 4,6
Normal (-1.00£Z < 1,00) 154 78,6 116 59,2
Riesgo (-2,00£Z <-1,00) 22 11,2 54 275
Déficit (Z < -2,00) 1 0.5 17 8.7

Los andlisis hematolégicos mostraron que 13% de los
nifios eran anémicos. En cuanto al estado de VA, 9% tenian
deficiencia segin la CIC. Los niveles séricos de retinol
mostraron que 0,5% de los nifios se encontraban en déficit,
micntras que 30% estaba “a riesgo de deficiencia” de la
vitamina. Al buscar asociaciones entre estas variables y las
de consumo los resultados no fueron significativos.

Con relacién al patrén de consumo, se encontré que entre
los diez alimentos més consumidos por los preescolares, la
arepa ocupd el primer lugar con un 99,5% de frecuencia,
mientras que el pan, su sustituto mds frecuente, tuvo una
frecuencia de consumo de 37% -en esta muestra (Grafico 1).

La Tabla 2 muestra los diez alimentos que mayor cantidad
de hierro y VA proporcionan a la dieta tipica de los
preescolares estudiados, aportando la arepa cerca del 6% de
estos nutrientes.

Aunque la harina de maiz fue consumida por el grupo en
preparaciones diferentes a la arepa (empanadas: 10% y otras
preparaciones: 4%), la arepa asada fue la forma més comin
de consumirla, con 195 nifios (99,5%) que reportaron, en
por lo menos uno de los recordatorios, haberla consumido.
El tamaiio promedio de la unidad de arepa fue de 90 g y la
ingesta promedio diaria de 161+71 g de este alimento, 1o
que suministra 2934142 kcal, 4,1 +1,95 mg de hierro y
153+74 ER de Vitamina A. El 76% de 1a muestra consumié
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]a arepa en sus hogares, 21% en la escuela, y 3% en otros
sitios. La frecuencia de consumo de la arepa por comida fue
]a siguiente: desayuno: 35% de la muestra, merienda A.M.:
11%, almuerzo: 22%, merienda PM.: 18% y el 60% en la
cena.

TABLA 2
Los diez alimentos consumidos con mayor aporte de hierro
y vitamina A (n =196)

Hierro Vitamina A
% consumo total % consumo total
de hierro/dia de VA/dia
Caraota negra 12,7 Mango 19,8
Mortadela 8,7 Guayaba rosada 197
Pan blanco 8,3 Zanahoria 8.1
Lentejas 8,0 Platano maduro 6,9
Arepa 58 Lechosa 6.2
Galleta dulce 4,5 Leche 6.2
Carne de res 3,7 Arepa 5.7
Galleta salada 3,7 Mel6n 5.3
Pasta 3,5 Huevo 43
Pollo 3,4 Queso blanco 3.0
GRAFICO 1

Los diez alimentos mds consumidos por la muestra
estudiada (n= 196)

Arepa |- - - 7o

Margarina |~

Queso |- - -

Leche [

Arroz

Alimentos

Past.a":-.-r B

Tomates |,

Galletas dulces -;

Came |:

Pan | " -

0 20 40 60 80 100

% frequencia de consumo

El consumo promedio de energia fue 1531+359 kcal
(mediana=1512 kcal, 96% de adecuacién), mientras la ingesta
media de hierro fue de 13,1+4,2 mg (mediana=12,4 mg, 93%
de adecuacién) y la de VA fue de 814+469 ER (mediana=744
ER, 204% de adecuacién). En la Tabla 3 se refleja la
distribucién de la muestra considerada a riesgo (por debajo
del 80% de las recomendaciones), segtin andlisis del consumo
total de alimentos y del obtenido omitiendo el aporte de la
arepa, para energfa, hierro y VA.
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TABLA 3
Distribucién de la muestra considerada a riesgo por

consumo deficiente (<80% de adecuacién), para energia,

hierro y vitamina A (n = 196)

Nutriente Nifios a riesgo por consumo
deficiente Ingesta total Ingesta sin arepa
n % N %
Energia (kcal) 33 17 107 55
Hierro (mg) 73 37 147 75
Vitamina A (ER) .10 5 30 15

A diferencia de las variables sociodemogrificas, del
diagnéstico de anemia y del estado de VA, donde no se
encontraron asociaciones con las variables de consumo, al
estudiar 1a muestra de acuerdo con su estado nutricional
antropométrico, se vio que en los nifios desnutridos, la
fortificacién con hierro no fue suficiente para cubrir sus
necesidades, siendo su ingesta significativamente menor
(p<0,05) que la de los nifios normales y con sobrepeso (Gréfico
2).

GRAFICO 2
Adecuacién de hierro y vitamina A, segiin el indicador
Peso/Talla (n= 196)
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Para evaluar como seria el consumo de Fe y VA sin el
aporte adicional del enriquecimiento, se calculé la ingesta
bajo la situacién hipotética de “no enriquecimiento de la
harina de maiz”, utilizando para el andlisis los datos de la
Tabla de Composicién de alimentos de 1991 (Fe=0,5 mg y
ER=0) (43). Al analizar estos resultados se encontré que
ninguno de los nifios alcanzé a cubrir sus requerimientos de
hierro, sin embargo no hubo diferencias significativas entre
los sujetos en déficit y el resto del grupo.

En cuanto a la vitamina A, la adecuacién fue excesiva y
no hubo diferencia significativa del consumo de este
micronutriente entre los nifios en déficit y el resto del grupo,
hallazgo que se mantuvo al eliminar de los célculos ¢l aporte
de VA proveniente de la arepa.

DISCUSION

Las prevalencias encontradas con relacién al déficit
nutricional antropométrico (Z<-2 en P/T y T/E), se encuentran
dentro del rango de baja prevalencia segiin la Organizacién
Mundial de la Salud (28). No obstante, al utilizar el indicador
T/E con relacién al riesgo, se observa una afectacién del
crecimiento en talla de la muestra estudiada; dicha
prevalencia se ubica sobre la referencia nacional (44) y sobre
lo reportado por el Sistema de Vigilancia Alimentaria y
Nutricional (SISVAN) para preescolares del estado Carabobo
durante el afio de 1998 (45). Sin embargo, la cantidad de
nifios en déficit (Z<-2) de este estudio es menor tanto para el
indicador P/T (0,7 vs. 1,61 del SISVAN) como para T/E (8,7
vs. 15,7 del SISVAN). El 80% de los nifios con déficit de
talla en la muestra estudiada tuvieron un peso adecuado para
su estatura, lo que pudiera reflejar el inicio a un proceso de
adaptacion.

La prevalencia de anemia encontrada en la muestra
estudiada (13%) es similar a la reportada por
FUNDACREDESA en nifios de esta edad para el aiio 1998
(14,8% en varones y 11,9% en hembras) (23), cifra que segin
la Organizacién Mundial de la Salud, coloca a este grupo
dentro de los pardmetros de problema moderado de Salud
Publica (46). Al comparar estos resultados con los datos de
antropometria y de consumo, no se encontraron asociaciones
significativas.

En cuanto al estado de VA, 9% tenian deficiencia segiin
la CIC. Los niveles séricos de retinol mostraron que 0,5% de
los nifios se encontraban en déficit, mientras que 30% estaba
“ariesgo de deficiencia” de este micronutriente. Las razones
por la cual se obtuvieron distintas prevalencias de déficit
segun los indicadores CIC y niveles séricos de retinol, son
principalmente debidas a las diferencias en la sensibilidad y
especificidad de cada prueba en el diagnéstico del estado de
vitamina A y a las limitaciones que presenta cada una de
ellas. El retinol sérico, a pesar de no reflejar las reservas

hepéticas de vitamina A, es un indicador de mayor
sensibilidad y especificidad que la CIC (31). También la
diferencia en los resultados pudiera explicarse por el hecho
de que estos indicadores miden distintos estadios de la
deficiencia de vitamina A (47); razén por la cual los puntos
de corte establecidos por la OMS para evaluar el déficit de
vitamina A como problema de salud publica también difieren
para cada indicador (31).

En relacion al patrén de consumo de alimentos, el hecho
de que la arepa sea consumida por el 99,5% de los
preescolares evaluados y que estd dentro de los 10 alimentos
que mds aportan hierro y vitamina A, habla a favor de l1a
seleccion de la harina de maiz precocida como vehiculo de
estos micronutrientes. El perfil de enriquecimiento
establecido suministra 25% de los requerimientos diarios de
hierro y VA, a través de unaracién de 80 g de harina de maiz
precocida (aproximadamente 160 g de arepa) (21, 22). Los
resultados indican que, en promedio, los nifios consumieron
alrededor de 160 g de arepa a lo largo del dia, cubriendo la
cuarta parte de sus requerimientos de estos nutrientes, lo
cual coincide con lo recomendado por el programa de
fortificacidn de las harinas. La arepa estuvo presente en todas
las comidas del dia, especialmente, en la cena donde un gran
porcentaje de la muestra (60%) la consumid. No solamente
la arepa es un alimento consumido por la totalidad de la
muestra, sino que ademds las cantidades son altas, lo cual
indica la gran aceptacién de este producto.

En promedio, el grupo present6 un consumo de energia
y hierro adecuado para su edad y sexo. El consumo de VA
estuvo muy por encima de las recomendaciones (204 %), atin
cuando lo amplio de la desviacién estdndar indica que la
ingesta de este micronutriente es muy variable entre los
sujetos evaluados. Estos resultados del consumo de hierro y
VA no difieren por mucho de otros reportados en nifios
venezolanos. El estudio de Battaglini y col. (48) realizado
en una muestra de nifios de estrato socioeconémico bajo y
con diagnéstico de talla baja (por debajo del percentil 3 de
los valores de referencia de la OMS), reporta adecuaciones
de hierro y VA de 99+43% y 170+98% respectivamente para
varones de 2 a 6 afios y de 72+42% y 142+78% para las
nifias de la misma edad. Igualmente, en el estudio realizado
por Portillo (49) en 523 preescolares en pobreza extrema de
la ciudad de Valencia Venezuela, se reporta una adecuacion
de consumo de hierro de 87+39% y de VA de 148+126% por
dia. Cabe destacar que el comportamiento alimentario de
los preescolares estudiados por Portillo fue diferente al de
esta muestra, ya que tenian un consumo de frutas mucho
menor, atn asi, reporta cifras elevadas de consumo de
vitamina A.

Al analizar los datos segun el punto de corte establecido
(80% de adecuacidn), se observa que para energia y hierro,
un porcentaje considerable de nifios (17% y 37%
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respectivamente) tuvo una ingesta deficiente, pudiendo
considerarseles como “a riesgo”. En cuanto a la vitamina A,
¢l porcentaje de sujetos con consumo deficiente fue mucho
menor (5%) y al evaluar las principales fuentes de VA de este
grupo (tabla 2), se observa que las frutas, los vegetales y la
leche proporcionan una cantidad mayor de VA que la arepa.
Es de notar que, atin cuando el mango es una fruta de estacién,
en Venezuela se cosecha de mayo a septiembre y hay una
segunda cosecha menor a fines de afio (50), lo cual lo hace
disponible durante un gran niimero de meses al afio, lo que
es especialmente cierto en la zona estudiada donde los 4rboles
de dicha fruta estdn presentes en los patios de las casas y en
los terrenos baldios. Las otras fuentes vegetales de la tabla 2
se encuentran disponibles en el mercado durante todo el afio.

El aporte de hierro y VA proveniente de la arepa fue de
29y 38% respectivamente. Al observar la ingesta de hierro y
VA excluyendo el aporte proveniente del enriquecimiento,
se encontr que un 38% y un 10% de los nifios cubrian sus
necesidades de estos nutrientes respectivamente, gracias al
enriquecimiento de la harina de maiz.

El estudio del impacto del enriquecimiento de las harinas
con hierro y vitamina A en la poblacién venezolana reportado
por FUNDACREDESA concluyé que los preescolares
anémicos resultaron con menor talla y peso que los no
anémicos (23). En la muestra estudiada, atin cuando los nifios
con déficit de talla y peso no presentaron diferencias con el
resto del grupo en cuanto a la prevalencia de anemia, su
ingesta total de hierro si fue significativamente menor (Gréfico
2). Esto, unido a que al estudiar los datos sin el aporte del
hierro de la arepa ninguno de los nifios alcanza las cantidades
recomendadas, indica que para el grupo de nifios normales y
sobre la norma, una fuente muy importante, no solo de hierro,
sino de energfa proviene de la arepa.

El mismo an4lisis hecho para la VA, mostré que no hubo
diferencias significativas de su consumo entre los nifios en
déficit y el resto del grupo, atin eliminando el aporte
proveniente de la arepa, estando la adecuacién siempre por
encima de lo sugerido para este grupo de edad.

Los resultados de este estudio sugieren que el
enriquecimiento férrico mejora el aporte de este nutriente en
la dieta de los nifios pero es atin insuficiente. Respecto a la
adicién con VA, esta no parece hacer diferencia dentro de la
dieta de este grupo de edad. La arepa no es una de las fuentes
mds importantes de VA en la dieta de estos preescolares,
Mientras que las frutas y vegetales aportan cantidades mucho
Mayores del nutriente, no por tener una frecuencia de consumo
mayor que la arepa, sino por tener una mayor concentracién
de VA por unidad de peso del alimento. A diferencia de otras
Poblaciones similares (49), en esta muestra los vegetales y
specialmente las frutas son aceptadas tanto por las madres
Como por los nifios. No obstante, los hallazgos del
Comportamiento de la VA en cuanto al mejoramiento de la

absorcién del hierro (51), conjuntamente con el alto consumo
de harina de maiz precocida en grupos de bajos recursos
econdémicos, sugieren que su adicién a este alimento, junto
con el hierro, es de gran importancia en grupos a riesgo de
deficiencia de estos micronutrientes, como son los
preescolares. A pesar del elevado consumo de VA, un 5%
de los nifios estaba a riesgo por consumo deficiente del
nutriente, 9% se encontraba en deficiencia segiin el indicador
CIC y 30% tenian niveles séricos marginales. Las pobres
condiciones sanitarias en que se encuentra esta comunidad,
probablemente asociadas a la presencia de enfermedades
infecciosas, pudieran incrementar las necesidades de este
nutriente en el grupo. La deficiencia de hierro pudiera
explicar en parte los bajos niveles de VA sérico ya que la
relacién entre la vitamina A y el hierro parece ser
bidireccional, algunos estudios han demostrado que la
deficiencia de hierro inhibe la movilizacién de las reservas
hepéticas de retinol ocasionando una acumulacién de
vitamina A en el higado y una disminucién de los niveles
plasmaticos de retinol. (52-54). Jang y col. en un estudio
realizado en ratas, encontraron que la deficiencia de hierro
afectaba la cinética de la vitamina A y demostraron que ia
velocidad de transferencia entre el pool hepético de retinil-
ester y el retinol plasmdtico era mds lenta en las ratas
deficientes de hierro, concluyendo que la deficiencia de hierro
inhibe la movilizacion de las reservas de vitamina A y puede
disminuir la absorcién de la vitamina A de la dieta (55).

Entre los factores no controlados por este estudio cabe
mencionar las posibles pérdidas de VA por almacenamiento,
procesamiento y métodos de coccidn, lo cual pudiera repercutir
en las prevalencias de deficiencia por CIC y retinol sérico.

La fortificacién de alimentos para el control de
deficiencias de micronutrientes es considerada un enfoque
holistico que, junto con ofras medidas gubernamentales para
reducir la pobreza y mejorar la seguridad alimentaria, es
mas eficiente y sustentable que los programas enfocados en
una poblacién blanco especifica, atin cuando sean més lentos
en alcanzar las metas esperadas (56). La gran aceptacion
por parte de los nifios estudiados, asf como la disponibilidad
del producto a precios asequibles, corroboran que la harina
de maiz precocida es el vehiculo ideal para el programa de
enriquecimiento de harinas.

La informacién de consumo presentada aqui, pudiera servir
como base para estimar la efectividad de las acciones tomadas
en cuanto a la fortificacion de la harina de maiz con vitamina
A y su enriquecimiento con hierro. Las prevalencias de
deficiencias de micronutrientes deben ser complementadas con
informacion de consumo, factores econémicos, culturales,
sociales, asi como de la situacién de salud. Al planificar la
recoleccion de nuevos datos, esto debe hacerse no solo tomando
en cuenta el aspecto de la evaluacién y el andlisis de los mismos,
sino las acciones a tomar al respecto.
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Listeria monocytogenes en vegetales minimamente procesados
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RESUMEN. La demanda de vegetales minimamente procesados
se ha incrementado debido en parte al auge de los servicios de
comida, donde las ensaladas siempre est4n incluidas en los menies
diarios. Las nuevas técnicas de procesamiento y envase que
permiten utilizar el producto listo para servir, han aumentado el
riesgo asociado con microorganismos patégenos emergentes, tales
como Listeria monocytogenes. En el presente trabajo se determiné
la presencia de esta especie en 120 muestras de vegetales con
procesamiento minimo (ready-to-use), utilizados en servicios
masivos de comida, y adicionalmente, se e¢valué la calidad
microbiolégica a través de la numeracién de bacterias acrobias
mes6filas, coliformes totales, fecales y Escherichia coli, e
investigacién de la presencia de Shigella spp y Vibrio cholerae.
Para la investigacién y deteccién de L. monocytogenes se utilizé la
técnica TECRA® UNIQUE™ LISTERIA, el sistema BCM®
Listeria monocytogenes, €l sistema APl LISTERIA y los métodos
de deteccion moleculares AccuProbe™ y GENE-TRAK®. E. coli
se detect6 en aproximadamente el 30,3% de los vegetales usados
en este estudio. El género Listeria, se evidencié en el 25% de las
muestras en estudio: 30% correspondi6 a L. monocytogenes. Estos
resultados permiten reafirmar la importancia del control
microbiolégico de los vegetales para el aseguramiento de la calidad
de los mismos. )

Palabras clave: Calidad microbiol6gica, alimentos, vegetales
minimamente procesados, Listeria monocytogenes. )

INTRODUCCION

A pesar de que el desarrolio tecnol6gico ha permitido
extender la vida 1til de los productos refrigerados como los
vegetales enteros, procesados, pre-cortados, ensaladas
preparadas, frutas y vegetales de larga duracién, ha hecho
surgir la preocupacién con relacién a que en estos nuevos
tipos de presentacién de productos, aumente el peligro
microbiolégico asociado con patégenos emergentes. Tal es
el caso de algunas especies del género Listeria.

El género Listeria comprende seis especies, L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L.
seeligeri 'y L. grayi; la presencia de cualquier especie se
considera como indicador de una higiene deficiente (1). La
Listeria monocytogenes, produce una enfermedad conocida
como Listeriosis, de allf que existe un gran interés en excluir
a este microorganismo de la cadena de produccién de
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SUMMARY. Listeria monocytogenes in vegetables minimally
processed ready-to-use. The demand of vegetables minimally
processed (ready-to-use) has increased partly due to the frequent
use of the food services, where the salads are always included in
the daily menus. The use of new technologies for processing and
packaging has made possible to obtain a product ready to serve.
Nevertheless the associated risk of the presence of emergent
pathogens, such as Listeria monocytogenes seems to be involved.
The aim of this work was to assess the microbiological quality of
this kind of food. 120 samples of vegetables minimally processed
ready-to-use were analyzed for their content of aerobic mesophilic
bacteria, total and fecal coliforms and E. coli, and the presence of
Shigella spp. Vibrio cholerae and Listeria monocytogenes. The
TECRA® UNIQUE™ LISTERIA, the BCM® Listeria
monocytogenes and the API LISTERIA systems, and the methods
of molecular detection AccuProbe™ and GENE-TRAK® were used
for isolation and identification. E. coli was detected in
approximately 30,3% of the vegetables used in this study. The genus
Listeria was evidenced in 25% of the samples; 30% corresponded
to L. monocytogenes. Shigella spp and Vibrio cholerae were not
isolated. The findings of this study suggest the need of the
microbiological control of the vegetables minimally processed
ready-to-use to assure their quality and safety.

Key words: Microbiological control, vegetables minimally
processed, Listeria monocytogenes.

alimentos, mientras sea posible, y mantener las condiciones
que inhiban su multiplicacién en los alimentos en que pueda

‘multiplicarse. En infecciones severas se observa septicemia,

meningitis, encefalitis, infeccion del sistema nervioso central
y posiblemente muerte; estos sintomas pueden ser precedidos
por sintomas gastrointestinales tales como néuseas, vémito,
diarrea, fiebre o dolor de cabeza (2). Esto es m4s significativo
en grupos comprometidos, como ancianos, mujeres
embarazadas, pacientes inmunocomprometidos y pacientes
VIH positivos (3).

La Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo:
no esporulado, anacrobio facultativo, produce B-hemolisis
en agar sangre de diversos animales, oxidasa negativo, crecé
entre 2,5 y 42°C, motilidad positiva (20-25°C) tipo “tumbling”
(4). Estd presente cominmente en aguas de desecho.
fluviales, afluentes y hasta en plantas de tratamiento de aguas
servidas, en el suelo, en el ambiente; en aves, pescado’
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moluscos, crusticeos, insectos, leche, productos cérnicos,
frutas y vegetales. Especificamente en estos iltimos, ha sido
aislada a partir de repollo, apio (celery), perejil, lechuga y
jugode lechuga, pepino, rdbano, hongo, cebollin, y pimentén
(5,6,7). Se haencontrado en vegetales que estin contaminados
con la tierra o el estiércol usado como fertilizante. Puede
sobrevivir por largos periodos en los alimentos, en las plantas
de procesamiento y en ambientes refrigerados por lo que
puede ser transmitida al humano a través de la ingestién de
alimentos que se contaminan durante cualquier paso de la
cadena de produccién (8).

Entre los afios 80 y 90, la presencia de la Listeria
monocytogenes se comenzé a considerar como un problema
de salud publica en los Estados Unidos, Canada y algunos
paises de Europa como lo sefialan Ho y col. (9) y Farber y
Peterkin (10), quienes describen brotes importantes de
Listeriosis que se identificaron en Europa y Norte América.
Ciertas Agencias Reguladoras de diferentes paises (11,12),
han adoptado estdndares en relacién con Listeria
monocytogenes en productos especificos listos para comer.
En Venezuela, no estd disponible ninguna informacién
epidemiolégica de Listeriosis pero hay reportes sobre
vegetales frescos en los que se ha encontrado Listeria
monocytogenes (13-15).

Lademanda de vegetales crudos mfnimamente procesados
se ha incrementado debido en gran parte al auge de los
servicios de comida, donde las ensaladas forman parte de
los mentes diarios y como se sefialé anteriormente, las nuevas
técnicas de procesamiento y envase que permiten el uso de
vegetales listos para servir, han aumentado el riesgo asociado
con Listeria monocytogenes.

Actualmente en Venezuela no existen datos recientes
publicados de la calidad microbiolégica de vegetales listos
para servir, razén por la cual el objetivo del presente trabajo
fue estudiar la presencia de Listeria monocytogenes en
mezclas de vegetales con procesamiento minimo (ready-to-
use), utilizados en servicios masivos de comida, y
adicionalmente, evaluar su calidad microbiolégica a través
de la numeracién de bacterias aerobias meséfilas, recuento
de coliformes totales, fecales y Escherichia coli, e
investigacién de la presencia de Shigella spp y Vibrio
cholerae.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analiz6 por quintuplicado, un total de 120 muestras
de vegetales minimamente procesados, en envases de tamaiio
institucional (1 kg), seleccionadas antes de la fecha de
vencimiento del producto, procedentes de los servicios de
comida, constituidas por 50 muestras de lechuga picada (tipo
americana), 50 de una mezcla de repollo morado, repollo
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blanco y zanahoria y 20 de una mezcla de lechuga (tipo
americana), zanahoria y repollo morado.

Numeracion de aerobios meséfilos

Se prepararon las muestras de acuerdo a la Norma
Venezolana COVENIN 1126-89 (16). Para el recuento se
siguieron dos técnicas: la descrita en las Normas Venezolanas
COVENIN 902-87 (17) utilizando placas con agar para
recuento y la descrita en la Norma Venezolana COVENIN
3338-1997 (18) utilizando placas especificas Petrifilm™ (St.
Paul MN). Los resultados de los recuentos se expresan en
unidades formadoras de colonias por gramo de muestra (UFC/

g).

Determinaciéon del Numero Mas Probable (NMP) de
coliformes totales, fecales y Escherichia coli

Se siguieron las técnicas descritas en las Normas
Venezolanas COVENIN 1126-89 (16) y 1104:1996 (19) con
el caldo lauril sulfato triptosa (Difco®, Detroit MI) para tres
tubos. Los coliformes totales se confirmaron en agar Levine
(Difco®, Detroit MI) y los fecales en caldo para
enriquecimiento de coliformes (EC Difco®, Detroit MI). El
aislamiento de E. coli se realiz6 a partir de los tubos positivos
de caldo EC, en agar Levine (Difco®, Detroit MI). Los
resultados se expresan como NMP por gramo de muestra.

Investigacion de Shigella spp

Se sigui6 la técnica descrita en el Bacteriological
Analytical Manual, de la Administracién de Alimentos y
Drogas (20). Se identificé por pruebas convencionales:
fermentacién de glucosa y lactosa, motilidad y prueba de
lisina decarboxilasa y por el sistema API 20E.

Investigacion de Vibrio cholerae

Se siguié la técnica del Manual de Procedimientos
Analiticos y Medidas Sanitarias Especiales, en prevencién
a la entrada del célera en Venezuela (21). Se identificé
mediante las pruebas bioquimicas correspondientes: agar
triple aziicar hierro (TSI Difco® Detroit MI), metabolismo
oxidativo o fermentativo (Hugh y Leifson), descarboxilacién
de la lisina, arginina y ornitina, oxidasa (Difco®, Detroit
M), y pruebas serolégicas con el antisuero polivalente O
para V. cholerae (Difco®, Detroit MI).

Investigacion del género Listeria y Listeria monocytogenes

Se procesaron las muestras segiin la técnica descrita en
el Bacteriological Analytical Manual de la Administracién
de Alimentos y Drogas (20), usando caldo tamponado de
enriquecimiento para Listeria (BLEB). Se aisl6 en placas de
agar Palcam (Merck®, Darmstadt Alemania) y se incubé por
48 horas a 30°C. Adicionalmente se utiliz6 el sistema de
deteccion BCM® Listeria monocytogenes (Biosynthr®,
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Naperville IL). Paralelamente, a partir del caldo de
enriguecimiento tamponado BLEB (Difco®, Detroit MI) se
realiz6 la prueba TECRA® UNIQUE™ LISTERIA para la
deteccion del género Listeria.

Identificacion del género Listeria y Listeria monocytogenes

A las colonias caracteristicas del género Listeria (verde
gris con halo negro-marrén), provenientes del agar Palcam,
se les realiz6 coloracién de Gram y se determiné la movilidad
(medio SIM Difco®, Detroit MI). También se utiliz6 la
Tluminacién de Henry, sembrando en agar soya caseina y
observando mediante el método de Iluminacién oblicua de
Henry (22), utilizando un Illuminator Baush & Lomb
Nicholas. Adicionalmente se sometieron a las siguientes
pruebas bioquimicas para su identificacién: prueba de la
catalasa, fermentacion de ramnosa, xilosa y manitol en caldo
purpura bromo cresol al 0,5% y se aplicé el sistema API
LISTERIA.

La actividad hemolitica fue determinada mediante
puncién en placas de agar sangre base Columbia (Difco®,
Detroit MI), con sangre de carnero al 5%, incubadas a 37°C
por 24-48 horas. Se realizé la prueba de CAMP (Christie-

- Atkins-Munch-Peterson test), de acuerdo a la técnica descrita
en el Bacteriological Analytical Manual de la Administracién
de Alimentos y Drogas (20), utilizando un cultivo de S. aureus
hemolitico ATCC 25923 y uno de Rhodococcus equi ATCC
6939.

Se utilizaron los métodos de deteccion e identificacién
moleculares para L. monocytogenes: GENE-TRAK® y
AccuProbe™, utilizando como control positivo Listeria
monocytogenes ATCC 35152 y como control negativo Listeria
grayi ATCC 19120.

Cepas de referencia

Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae (Cepario de la
Cétedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la
U.C.V), E. coli ATCC 10536, Listeria monocytogenes ATCC
43256, Listeria monocytogenes LM82 (FDA), Listeria
innocua ATCC 33090, Listeria grayi ATCC 19120, S. aureus
hemolitico ATCC 25923, Rhodococcus equi ATCC 6939.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé
utilizando los promedios; la significacién se determiné
mediante la prueba chi cuadrado (x?) utilizando el valor de
p<0,05 como limite de la significacién. Se utilizé el analisis
de regresion en los recuentos de aerobios mes6filos, para
calcular los coeficientes de correlacidn.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra la distribucién porcentual de las

muestras de vegetales minimamente procesados segun los
rangos de contaminacién con bacterias aerobias mesdfilas;
solamente en las muestras de lechuga picada se encontré ¢]
5,0% por encima de 10* UFC/g.

TABLA 1
Distribucién porcentual de las muestras de vegetales
minimamente procesados segiin rangos de contaminacién
con bacterias aerobias mesdéfilas (UFC/g)

Vegetales < 10* UFC/g 10°-10* UFC/g >10* UFC/g
procesados % % %
Lechuga picada 30,8 64,2 5,0
MRbRmZ 17,5 82,5 —
MLZRm 183 81,7 —

MRbRmZ: Mezcla de repollo blanco, repollo morado y zanahoria
MLZRm: Mezcla de lechuga, zanahoria y repollo morado n= 120

En las Tablas 2 a 4 se muestran las distribuciones
porcentuales de las muestras de vegetales procesados segiin
rangos de contaminacién con coliformes. Si se considera
como rango de aceptabilidad para E. coli = 3 NMP/g, un
69,66% de las muestras estéd fuera de los limites; si el punto
de corte es =150 NMP/g, E. coli se detecté en
aproximadamente el 30,3% de los vegetales usados en este
estudio. No se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre las muestras de vegetales
procesados. En ninguna de las muestras analizadas se detect6
Shigella spp ni V. cholerae.

TABLA 2
Distribucién porcentual de las muestras de vegetales
minimamente procesados (Lechuga picada) segiin rangos
de contaminacién con coliformes (NMP/gramo)

Rangos de Coliformes  Coliformes E. coli
contaminacion totales fecales

(NMP/g) % % %
<3 6,0 420 42,0
3-93 36,0 26,0 26,0
150-240 26,0 10,0 10,0
460-1100 _ 14,0 14,0
> 1100 32,0 8,0 8,0

n=50 ; NMP/g: Niimero més probable/gramo
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TABLA 3
Distribucién porcentual de las muestras de vegetales
minimamente procesados (Mezcla de repollo blanco,
repollo morado y zanahoria) segin rangos de
contaminacién con coliformes (NMP/gramo)

Rangosde  Coliformes  Coliformes E. coli
contaminacién totales fecales

(NMP/g) % % %o
<3 14,0 24,0 240
3-93 20,0 52,0 52,0
150-240 24,0 10,0 10,0
460 -1100 16,0 10,0 10,0
> 1100 26,0 4,0 4,0

n=50 ; NMP/g: Niimero més probable/gramo

TABLA 4
Distribucién porcentual de las muestras de vegetales
minimamente procesados (Mezcla de lechuga, zanahoria
y repollo morado) segtin rangos de contaminacién con
coliformes (NMP/gramo)

Rangos de

Coliformes  Coliformes E. coli

contaminacion totales fecales
(NMP/g) % P %

<3 . 25,0 25,0
3-93 25,0 40,0 40,0
150-240 20,0 25,0 25.0
460 -1100 15,0 5,0 5,0
21100 40,0 5,0 5,0

n=20 ; NMP/g: Nimero més probable/gramo

Con relacién al género Listeria, se evidencid su presencia
en el 25% de las muestras en estudio, tanto por el método
convencional (BLEB y Palcam), como por la técnica
Mediante el Sistema de deteccion BCM® Listeria
monocytogenes, aquellas colonias sospechosas de ser L.
monocytogenes, dieron colonias color turquesa en €l medio
selectivo/diferencial BCM®. En el medio confirmatorio
BCM® Listeria monocytogenes (LMCM), se observé la
fluorescencia caracteristica y produjeron 4cido por
fermentacién de la ramnosa.

De acuerdo con la identificacién de las colonias del género
Listeria por el sistema API LISTERIA, el 30% de las colonias
Caracteristicas provenientes del agar Palcam, correspondid a
L. monocytogenes, €l 36,5% a L. innocua, €l 13,3% a L.
ivanovii, el 10% a L. welshimeri, €1 6,67% a L. seeligeri'y el
3,33% a L. grayi.

L. monocytogenes y L. seeligeri, aumentaron la hemélisis
producida por S. aureus hemolitico; L. ivanovii aumentd la

producida por R. equi. Todas las colonias fueron catalasa
positiva y mostraron la motilidad tipo paraguas tipica del
género Listeria en el medio de movilidad (SIM). Mediante
la iluminacién de Henry, las colonias de L. monocytogenes
se observaron con una tonalidad azul caracteristica del género.

Estos resultados fueron confirmados por pruebas
bioquimicas convencionales y actividad hemolitica, y se
sefialan en la Tabla 5. En dicha tabla se indican los cédigos
caracteristicos de las diferentes especies de Listeria, que nos
permitieron identificarlas por el sistema API LISTERIA.
Asf mismo se muestran los resultados obtenidos de los
métodos de deteccion e identificacion moleculares GENE-
TRAK® y AccuProbe™. Con este iltimo método los valores
obtenidos fueron desde 342.765 hasta 364.330 RLU (Relative
Light Units).

TABLA S
Identificacién del género Listeria con las pruebas
bioquimicas convencionales, actividad hemolitica, los
métodos de deteccién e identificacién moleculares
AccuProbe™ y GENE-TRAK® y el sistema API

LISTERIA
Resultados en

Listeria spp BHem Ram Xil Man AccP G-T Cédigo API

Listeria

monocytogenes

(N=9) + + - - + + 6510
6450
6010

L. innocua

(N=11) - v - + - - 7510
7110

L. ivanovii

(N=4) ++ - + - - - 3330
3340
3350
3330

L. welshimeri

(N=3) - v + - - - 7710
7711

L. seeligeri

(N=2) + - + - - - 3310

L. grayi

(N=1) - v - + - - 7530
7530

B Hem: Beta hemdlisis, Ram: Ramnosa, Xil: Xilosa, Man: Manitol, AccP:
AccuProbe™ (sonda—ADN).
G-T: Gene-Trak® (sonda~ADN), Cédigo API: Perfil numérico. V: variable.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en relacién con
las bacterias aerobias mesdfilas, se considera que los mismos
indican que no hay una elevada contaminacién y concuerdan
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con algunos estudios realizados en este tipo de productos,
donde se sefialan variados rangos de poblaciones iniciales de
bacterias aerobias mesoéfilas, desde 10° hasta 10° (23).

No se encontré diferencia significativa entre la
metodologfa cldsica y el uso del Petrifilm™ para el recuento
de aerobios meséfilos (r=0,98); estos resultados concuerdan
con los sefialados por Rios y col. (24).

Los resultados obtenidos por el método en placa con
peliculas secas rehidratables, nos permiten concluir que son
confiables para el tipo de alimento que se selecciond para
este estudio, y coinciden con los resultados obtenidos en
estudios colaborativos realizados en el pais (24,25).

En cuanto a E. coli, consideramos que deben mantenerse
altos estdndares de sanitarizacién y temperaturas apropiadas
de refrigeracion durante el procesamiento, transporte y
almacenamiento del tipo de vegetales estudiados. Ello es de
suma importancia ya que estos productos son minimamente
procesados y se consumen crudos sin tratamiento térmico
alguno (26).

En el presente estudio, el género Listeria fue detectado
en las muestras de vegetales listos para servir, tanto por el
método tradicional (agar Palcam) como por la técnica
TECRA® UNIQUE™ LISTERIA, lo cual concuerda con los
resultados sefialados por Rijkelt (27), por lo que consideramos
que dicha técnica, para vegetales minimamente procesados
como los utilizados en este trabajo, puede recomendarse por
su economia de tiempo y la obtencién de resultados
confiables. Asimismo, los resultados obtenidos por el sistema
API para laidentificacién de las diferentes especies del género
Listeria, se pueden considerar confiables ya que fueron
confirmados con los obtenidos por los métodos
convencionales y en cuanto al sistema BCM® Listeria
monocytogenes, consideramos que es una alternativa de los
métodos tradicionales, ya que permite la deteccién e
identificacién de L. monocytogenes en alimentos, con
exactitud, sensibilidad y precisién como lo sefialan Rijkelt
(27) y Restaino y col (28). Sin embargo, recomendamos
realizar estudios colaborativos, para que sean aceptados por
los organismos contralores y usados como métodos de rutina,

Los métodos utilizados en este trabajo. AccuProbe™ y
GENE-TRAK®, constituyeron una herramienta valiosa para
laidentificacién rapida de L. monocytogenes y nos permitieron
confirmar los resultados obtenidos por los métodos
convencionales y el sistema APL

Se puede concluir que Ia alta sensibilidad de los métodos
de deteccién e identificacién moleculares, podria afectar las
especificaciones microbioldgicas existentes; esto, sin ninguna
duda, tendra repercusién en los organismos contralores, en los
fabricantes de alimentos y también en los consumidores (29).

~ Elincremento en los ltimos afios, de brotes de Listeriosis
y su asociacién con el consumo de vegetales crudos, los cuales
se han hecho populares en forma ya lista para servir en los

supermercados, en los autoservicios de ensaladas en log
restaurantes, y como parte integral en la preparacién de
diversos tipos de séandwiches, ha estimulado la necesidad de
un conocimiento general acerca de la presencia de L.
monocytogenes en este tipo de productos. Como sefiala
Farber (2), los expertos internacionales que participaron en
la reuni6n informal de trabajo de la Organizacién Mundial
de la Salud sobre Listeriosis, llegaron a la conclusién de que
no es posible la eliminacién total de la L. monocytogenes de
todos los alimentos; mds bien el punto critico no es ¢cémo
prevenir la presencia de L. monocytogenes en los alimentos,
sino cémo controlarla para minimizar sus niveles en los
mismos. Las autoridades federales de los Estados Unidos,
exhortan a la industria de alimentos a fin de que hagan el
mdximo esfuerzo en fabricar alimentos libres de L.
monocytogenes, lo cual puede abarcar modificaciones de los
equipos y los procesos, limpieza y sanitarizacién mas
frecuentes de los equipos y ambientes, y mejorar los controles
de temperatura (30,31). El objetivo de los organismos
contralores es asegurar la toma de medidas prudentes, pero
prdcticas, para minimizar los posibles riesgos asociados con
L. monocytogenes y recomendar la aplicacién del Sistema
de Andlisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (32). En
los dltimos arfios, el aumento de brotes causados por L.
monocytogenes ha sido de gran importancia y preocupacién
para la salud publica y para la industria de alimentos, sobre
todo dado que atin no se ha establecido la dosis infectiva de
este microorganismo (33).

Tapia y Diaz (34) sefialan que L. monocytogenes sobrevive
y crece en lechuga fresca y preparada en la forma de un
producto listo para servir. Farber y col. (35) realizaron un
estudio en diferentes alimentos con la finalidad de detectar
especies de Listeria y encontraron L. monocytogenes en 4
de 60 ensaladas preempacadas y en aproximadamente el 90%
de las lechugas adquiridas al detal. Nuestros resultados
sefialan un 25% de muestras contaminadas con el género
Listeria y 9% con L. monocytogenes, concordando con los
obtenidos por Miranda (15), Brién (13) y Guevara (14); aiin
cuando L. monocytogenes esté inicialmente en bajos niveles
en un producto contaminado, este microorganismo puede
multiplicarse durante el almacenamiento, inclusive a
temperaturas de refrigeracidn, ya que es psicotréfico.
También es importante mantener las condiciones higiénicas
y el control a través de la cadena alimentaria para continuar
conservando nuestros productos en esos niveles, o lo que
serfa mds deseable, libres de L. monocytogenes.

Por ultimo, consideramos que los resultados de este
trabajo contribuyen a establecer la situacion en nuestro pais,
con relacién a la presencia de la especie L. monocytogenes y
recomendamos continuar con controles microbioldgicos
periédicos, dada la demanda cada vez mayor de los vegetales
minimamente procesados.
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Propriedades funcionais de material colagenoso de pés de frango
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RESUMO. Material colagenoso foi obtido de peles e tenddes
desengordurados com éter etilico e tratados com solugdes de NaCl
0,05M e NaCl 0,6M. Uma parte deste material foi seca a 35°C em
estufa ventilada e a outra liofilizada. O contetido de coldgeno no
material seco a 35°C foi de 77,2g/100g e no liofilizado de 76,7g/
100g. Os materiais desidratados apresentaram o mesmo
comportamento de capacidade de formacdo de gel e retengdo de
dgua a frio. A capacidade emulsificante do material seco a 35°C
foi superior a do liofilizado. O coldgeno do material liofilizado
apresentou maior solubilidade em dgua a 70°C e em 4cido acético
0,5M. Forga do gel, estabilidade da emulséo e retengdo de dgua a
60°C foram maiores no material liofilizado. Os resultados indicam
o potencial de uso destes materiais como ingrediente funcional em
produtos céarneos.

Palavras chave: Propriedades funcionais, colageno, frango.

INTRODUCAO

Além de seu tradicional uso industrial na produgdo de
gelatina, o coldgeno € pouco usado como um ingrediente
funcional. Provavelmente o maior impedimento para o uso
seja sua insolubilidade, entdo presume-se que tenha pouca
atividade funcional (1).

Tecidos ricos em coldgeno sdo importantes para estabilizar
emulsdes e fornecer propriedades texturais em hambiirgueres,
lingiiigas, salsichas e mortadelas. A molécula de colageno é
60% hidrofébica e durante o processamento de produtos
cdrneos em temperaturas de 60 a 65°C, as fibras colagenosas
comegam encolher, desnaturar e gelatinizam, tornando-se
Capazes de encapsular a gordura (2,3).

Tecidos conjuntivos de subprodutos cdrneos podem ser um
potencial agente ligante de d4gua em produtos cdmeos mofdos
com baixo teor de gordura. A conversdo de tecido conjuntivo
em gelatina por aquecimento, com subsequente adigio de 4dgua,
forma um gel que se incorporado a esses produtos pode melhorar
0 rendimento, textura e palatabilidade (4,5).

O aumento de consumo de produtos processados e com
valor agregado de frangos gera um grande volume de
Componentes de carcassa sub-utilizados tais como, pele,
Coracdo, moela, pés e carne mecanicamente separada, que sdo
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SUMMARY. Functional properties of collagenous material from
chicken feet. Collagenous material was obtained from chicken feet
skins and tendons, defatted with ethylic ether and treated with 0.05M
and 0.6M NaCl solutions. Part of the material was dried at 35°C in
a forced air convection oven and another was freeze-dried. The air
dried material had 77.2g/100g of collagen and the freeze-dried
material 76.7¢/100g. Both dehydrated materials showed the same
behaviour for gel formation and cold water holding capacity. The
material air dried had higher emulsifying capacity than the freeze-
dried one. The collagen of freeze-dried material had higher solubility
in 0.5M acetic acid and water at 70°C than air dried material. Gel
strenght. emulsion stability and water holding capacity at 60°C
were higher for freeze-dried material. The results indicate the
potential use of these materials as functional ingredients in meat
products.

Key words: Functional properties, collagen, chicken.

ricos em coldgeno (6).

Hé pouca informagdo sobre a utilizagdo de tecido
conjuntivo ou de coldgeno desses componentes. A conversio
do coldgeno de pés de frango em gelatina foi estudada por
Bobis & Greser (7,8) e Tawfeek (9,10). Bonifer et al. (11) e
Osburn & Mandigo (5), demonstraram o uso potencial de
pele na manufatura de produtos cdrneos com baixo teor de
gordura como agente ligante de 4gua e modificador de textura.

Este trabalho teve como objetivos extrair material
colagenoso de peles ¢ tenddes de pés de frango e determinar
as propriedades de solubilidade do coldgeno a quente e em
meio 4cido, capacidade de retengdo de dgua a quente € a
frio, capacidade de formacgdo e forca de gel, capacidade
emulsificante e estabilidade da emulsdo dos materiais
colagenosos seco a 35°C e liofilizado.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do material colagenoso

Dois lotes de amostras de pés de frango foram obtidos
em um frigorifico local. Os pés foram lavados em dgua
corrente, imersos em solugio de hipoclorito de sédio a 50
ppm durante uma hora e enxaguados com 4gua destilada. A
pele e os tenddes foram separados dos ossos com auxilio de
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um bisturi, triturados e desengordurados com éter etilico. O
material foi tratado com solugdes de cloreto de sédio 0,05M
e 0,6M (12), lavado exaustivamente com 4gua dcstilada e
centrifugado durante 30 minutos a 18.000 x g. Uma parte do
precipitado foi liofilizada e a outra seca em estufa ventilada
a 35°C. Os materiais foram triturados em um moinho tipo
faca e classificados em malha de 0,59mm.

Composiciao centesimal

Os teores de umidade , cinzas, lipideos e proteinas foram
determinados, conforme os métodos da AOAC (13). O fator
de conversdo usado para proteinas foi 5,36 (14). O contexido
de coldgeno foi determinado pela andlise de hidroxiprolina
(15). O fator 8,0 foi usado para converter o conteido de
hidroxiprolina em coldgeno.

Propriedades funcionais

A solubilidade do coldgeno em &cido acético 0,5M foi
determinada nas concentra¢des de 1:40 e 1:150 (p/v, amostra/
solvente) de acordo com Montero et al. (16). A medida da
solubilidade em dgua a 70°C foi realizada na concentragdo
de 1:150 (p/v) e seguiu o método de Montero & Borderias
(17).0s resultados foram expressos como porcentagem de
coldgeno solivel em relagdo ao contetido de coldgeno total
na amostra.

A capacidade de retengdo de dgua foi medida a frio e apds
aquecimento a 60°C, na concentraggo de 1:30 (p/v) pelo método
descrito por Montero et al. (17). O resultado foi expresso como
grama de 4gua retida por grama de residuo seco.

A capacidade de formacio de gel foi avaliada segundo o
método descrito por Montero & Borderias (17). As
concentragdes estudadas foram 1:30, 1:50, 1:100, 1:150,
1:180, 1:200 (p/v). A formagao do gel foi verificada pela
inversdo do tubo de ensaio. A for¢a do gel preparado na
concentragdo de 1:30 foi medida por meio de um texturémetro
(Stevens LFRA), onde um penetrémetro tipo TA 10 a lmm/
seg foi inserido 10 mm no gel. A forga do gel foi expressa em
Newton.

A capacidade emulsificante do coldgeno solivel em 4cido
acético 0,5M na concentragéo de 1:40 (p/v) foi avaliada pelo
método descrito por Montero & Borderias (1). O resultado
foi expresso como volume de 6leo gasto por miligrama de
coldgeno solivel. A estabilidade foi medida em uma emulsio
preparada com 80% do volume de Sleo gasto na medida da
capacidade emulsificante utilizando o método de Yasumatsu
et al. (18). O resultado foi expresso como a porcentagem de
emulsio remanescente apés aquecimento e centrifugagao.

Delineamento experimental e andlise estatistica
O experimento com o material “in natura“ seguiu o
delineamento inteiramente ao acaso. Para os experimentos

com os materiais desidratados utilizou-se o delineamento
de blocos casualizados, onde os processos de desidratagio
foram os tratamentos e os lotes foram os blocos. O esquema
fatorial de tratamentos foi utilizado para as medidas de
solubilidade do coldgeno e capacidade de retencdo de dgua.
A significincia dos resultados foi testada por andlise de
varidncia (ANOVA) por meio do teste F e aplicado o teste
Tukey de comparagiio de médias, utilizando-se o programa
estatistico SAS (19).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composigao centesimal de peles e tenddes “in natura”
dos dois lotes de amostras foi diferente quanto aos teores de
proteinas, lipideos e cinzas (Tabela 1), a obten¢do manual
do material pode ter causado a diferenca.

TABELA 1
Composi¢do quimica do material (peles e tenddes de pés
de frango) “in natura” (g/100g)*

Constituintes Lote 1 Lote 2
Umidade 65,39a 63,52a
Proteinas** (b. s) 61,69b 64,11a
Lipideos (b. s) 46,30a 39.78b
Cinzas (b. s) 0,71a 0,61b

* Valores médios de trés detcrminagdes.

** Fator de conversao = 5,36.

b. s. = base seca.

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, ndo
apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

O rendimento de materiais colagenosos desidratados foi
de cerca de 16% em relagdo ao peso de peles e tenddes “in
natura”. Obtiveram-se materiais desidratados com alto
conteddo de coldgeno. O processo de liofilizagdo foi mais
eficiente para retirada de d4gua do material e resultou num
produto com maior teor de lipideos (Tabela 2).

Durante o processo de secagem, a2 medida que a dgua
evapora ocorre diminui¢io do didmetro dos poros e capilares
do material, e consequentemente h4 um encolhimento do
mesmo. O fluxo de dgua do interior do produto até a sua
superficie, leva consigo os solutos ndo voléteis que se
depositam sobre a mesma prejudicando a remocdo de dgua
do material, devido & formacdo de camadas duras e
impermedveis em sua superficie. No processo de liofilizagio
esses fendmenos ndo ocorrem e o material mantém sua forma
e tamanho originais, facilitando a remogdo de dgua (20).

A solubilidade do colageno, nas trés condigdes avaliadas,
foi menor para a amostra seca a 35°C. A medida em meio
4cido na amostra liofilizada foi superior quando determinada
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na concentragdo de 1:40, e ndo houve diferenca entre os valores
obtidos nas duas concentragdes testadas na amostra seca a 35°C.
Houve um aumento significativo da solubilidade quando as
amostras foram aquecidas a 70°C em meio aquoso (Tabela 3).

TABELA 2
Composi¢do quimica do material colagenoso seco a 35°C
¢ liofilizado de pés de frango*

(g/100g)
Constituintes Material colagenoso
Seco a 35°C Liofilizado
Umidade 15,06a 11,29b
Proteinas** (b. s) 86,35a 85,59a
Colageno (b. s) 77,20a 76,68a
Lipideos (b. s) 9,14b 9.78a -
Cinzas (b. s) 0,61a 0,59a

* Valores médios de dois lotes. com trés repeti¢des cada um.

** Fator de conversdo = 5,36.

b. s. = base seca.

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, ndo

apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

TABELA 3
Solubilidade do coldageno presente no material seco
a 35 °C e liofilizado de pés de frango*

Solubilidade** Material colagenoso
Seco a 35°C Liofilizado
Meio 4cido (1:40) 3,31bB 6,452 B
Meio 4cido (1:150) 2,200 B 4,00a C
Meio aquoso a 70 oC (1:150) 53,64b A 66,09a A

* Valores médios de dois lotes, com trés repeti¢des cada um.

** % de coldgeno solivel em relagdo ao contedido de coldgeno
total na amostra.

Médias acompanhadas, por letras minidsculas iguais, na mesma
linha, ndo apresentam diferenga significativa (Tukey, p < 0,05).
Médias acompanhadas por letras maidsculas iguais, na mesma
coluna, ndo apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

A amostra liofilizada apresentou capacidade de retencdo
de 4gua superior a da amostra seca a 35°C na medida feita a
60°C. Os valores obtidos na avaliagdo realizada a 60°C foram
superiores aos obtidos na medida a frio, tanto para o material
seco a 35°C quanto para o liofilizado (Tabela 4). Estes
resultados estdo de acordo com os de Ranganayaki et al.
(21), que observaram um aumento acentuado na hidratacdo
do coldgeno de couro bovino quando aquecido em meio
aquoso.

TABELA 4
Capacidade de retenc@o de dgua do material colagenoso
seco a 35 °C e liofilizado de pés de frango*

Capacidadc de retencio de dgua ** Material colagenoso

Seco a35°C Liofilizado
Frio 4,06a B 456aB
60 °C 27,74b A 30.02a A

* Valores médios de dois lotes, com trés repeti¢cdes cada um.

** g de dgua / g de residuo seco.

Médias acompanhadas por letras mindsculas iguais, na mesma linha,
ndo apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

Médias acompanhadas por letras maitdsculas iguais, na mesma
coluna, nio apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

As diferencas na solubilidade e capacidade de retencdo
de dgua dos materiais podem ser, pelo menos em parte, o
resultado de alteragbes sofridas na macroestrutura dos
materiais durante a desidratagdo. As camadas duras formadas
durante a desidratagio pelo calor/ar sao planas e ndo porosas
prejudicando a reidratacdo do material. Enquanto que
amostras liofilizadas apresentam estrutura tipo “caixa de
abelha”, isto é, com poros abertos que facilitam a reidratagio
dos materiais (22). '

Além dessas alteracGes na macroestrutura, a desidratag@o
a 35°C pode ter provocado a desnaturagdo da molécula de
coldgeno. Com o desentrelacamento da tripla hélice, a
hidrofobicidade de superficie da molécula aumentou e
favoreceu a agregagio das cadeias modificadas, diminuindo
a superficie de hidratagio e a interagdo com a dgua €
consequentemente a solubilidade. No processo de liofilizacao
estas alteracOes estdo minimizadas (23).

A maior porgdo de dgua retida é presa fisicamente, assim
o encolhimento ¢ possivel agregacdo das moléculas de
coldgeno durante a secagem a 35°C provocou diminui¢do do
espacamento entre as cadeias polipeptidicas e colaborou para
a menor capacidade de retengdo de dgua.

Os materiais seco a 35°C e liofilizado apresentaram o
mesmo comportamento de formagZo de gel até a concentrag@o
de 1:100 (Tabela 5). Quando o coldgeno é aquecido em
solugio ocorre o encolhimento das suas fibrilas, havendo um
desalinhamento das fibras e colapso do arranjo em tripla
hélice das subunidades polipeptidicas na molécula de
coldgeno. Durante esse processo muitas ligacdes ndo
covalentes, algumas ligacOes covalentes inter e
intramoleculares (liga¢des cruzadas) e poucas ligagdes
peptidicas sdo quebradas. Isso resulta na conversdo da
estrutura helicoidal do cdlégeno a uma forma mais amorfa,
parcialmente desnaturada e mais solivel. Ocorre o aumento
da capacidade de retengdo de dgua, que consequentemente
levard a formacao de gel (24).



292 TAVARES ALVES y PRUDENCIO-FERREIRA

TABELA 5
Capacidade de formagao e for¢a de gel do material
colagenoso seco a 35 °C e liofilizado de pés de frango

Concentragio Material colagenoso
Seco a 35°C Liofilizado

Formacdo Forca (N)* Formacdio Forga (N)*
1:30 + 1,19b + 1.32a
1:50 + Nd + Nd
1:100 + Nd + © Nd
1:150 - -
1:180 - -
1:200 - -

+ = positivo para formac3o de gel. — = negativo para formaco de gel.
* Valores médios de dois lotes, com trés repeti¢cdes cada um.
Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, ndo
apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

Nd = n3o determinado

O gel obtido a partir do material liofilizado foi mais forte,
pois esta amostra possuia coldgeno mais solivel a quente do
que o coldgeno do material seco a 35°C, apresentando maior
concentragdo protéica em solugdo, havendo portanto a
possibilidade de maior interacdo proteina-proteina durante o
resfriamento com a formacdo de uma estrutura tridimensional
responsdvel pelo gel mais resistente (Tabelas 3 e 5).

As propriedades emulsificantes foram avaliadas em
relacdo a fracdo de coldgeno solivel em meio 4cido. O
material seco a 35°C, apresentou capacidade emulsificante
maior que o material liofilizado (Tabela 6). O coldgeno do
material seco a 35°C por ser menos soldvel, estava presente
em menor quantidade na aliquota utilizada para a medida, e
provavelmente com as moléculas mais desdobradas e com
poucas ligacdes intermoleculares, assim expondo as regides
hidrofébicas e melhorando a capacidade emulsificante (1).

O coldgeno do material colagenoso liofilizado sendo mais
soldvel, estava presente em maior quantidade na aliquota
usada para o teste, assim durante a formagao da emulsdo houve
maior interagio proteina-proteina resultando na formagdo de
um filme interfacial mais coeso e viscoeldstico que ofereceu
mais estabilidade a emulsdo (25).

Foi possivel obter material colagenoso de pés de frango
com elevado teor de coldgeno. O material colagenoso
liofilizado apresentou resultados superiores para as
propriedades funcionais avaliadas com exceg¢do das
capacidades emulsificante, retencdo de dgua a frio e de
formacgdo de gel. Os resultados indicam o potencial de
material colagenoso de pés de frango como ingrediente
funcional em produtos carneos.

TABELA 6
Propriedades emulsificantes do material colagenoso seco
a 35°C e liofilizado de pés de frango*

Propriedades emulsificantes Material colagenoso

Seco a 35°C Liofilizado
Capacidade emulsificante** 69.93a 30.96b
Estabilidade da emulsdo*** 87,30b 88.89a

* Valores médios de dois lotes, com trés repeticdes cada um.

** mL de 6leo gasto / mg de coldgeno soldvel.

*** 9 de emulsio remanescente em relagio a quantidade total da
emulsdo.

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, nio
apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).
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RESUMEN. Para evaluar la adaptabilidad de las mazorcas de los
hibridos de maiz super dulce sh2 Krispy king, Victor y 324 a la
congelacién, 100 mazorcas de cada hibrido fueron congeladas a -
18°C. A los 120 dias del almacenamiento, las mazorcas fueron
comparadas quimica, microbioldgica y sensorialmente con un maiz
dulce su. Ademés, fue determinado el rendimiento industrial en el
proceso de congelacién y el largo y ndmero de hileras de las
mazorcas. Los resultados revelaron rendimientos superiores al 60%
en mazorcas congeladas. Las mazorcas presentaron un largo y un
nimero de hileras aceptable. Las caracteristicas quimicas de los
hibridos super dulces no difirieron de las del maiz dulce a un nivel
de significacién del 5%, con excepcién de la humedad y de los
s6lidos solubles del cultivar Victor y los azicares totales del hibrido
324, cuyos valores fueron estadisticamente diferentes y el pH que
fue mas alto en todos los maices sh2. Durante la congelacion
disminuyeron los sélidos solubles, los aziicares y la acidez. mientras
que el pH aumenté. Las mazorcas congeladas prescntaron un rango
microbiolégico admisible, con baja actividad de meséfilos y
coliformes totales, ausencia de psicréfilos y coliformes fecales y
una apreciable cantidad de hongos. En conclusién los hibridos de
maiz sh2 se adaptaron satisfactoriamente a la congelacién,
resaltando su baja cantidad de sélidos solubles y alto contenido de
azicares totales, el cual casi duplicé al del maiz su. Ademés, el
sabor, textura, dulzor y apariencia de los granos fueron mejores,
destacdndose €l hibrido Victor por su rendimiento y caracteristicas
sensoriales, siendo preferido por el panel evaluador.

Palabras clave: Maiz sh2, congelacidn, caracteristicas.

INTRODUCCION

Existen muchas mutaciones en el maiz que ocasionan
variaciones en las caracteristicas del endospermo. Algunos
genes pueden causar alteraciones en el tipo y cantidad de
carbohidratos durante la maduracién del grano. Entre ellos,
el gen su produce un aumento de los polisacaridos solubles
en agua, como el fitoglicégeno y disminuye la sintesis del
almidén (1,2). En tanto que el gen sh2 no sintetiza la enzima
ADP-glucosa fosforilasa, clave en la sintesis del almidén y
causa una acumulacién de sacarosa y de lipidos en lugar de
polisacdridos solubles y almidén (3,4). De manera que estos
maices poseen cuatro a ocho veces mds aziicares que los

SUMMARY. Super sweet corn adaptability for industrial
freezing process. With the purpose of evaluating adaptability to
the freezing process of super sweet corn sh2 hybrids Krispy King,
Victor and 324, 100 cobs of each type were frozen at -18°C. After
120 days of storage, their chemical, microbiological and sensorial
characteristics were compared with a sweet corn su. Industrial
quality of the process of freezing and length and number of rows in
cobs were also determined. Results revealed yields above 60% in
frozen corns. Length and number of rows in cobs were acceptable.
Most of the chemical characteristics of super sweet hybrids were
not different from the sweet corn assayed at the 5% significance
level. Moisture content and soluble solids of hybrid Victor, as well
as total sugars of hybrid 324 were statistically different. All si2
corns had higher pH values. During freezing. soluble solids
concentration, sugars and acids decreased whereas pH increased.
Frozen cobs exhibited acceptable microbiological rank. with low
activities of mesophiles and total coliforms, absence of
psychrophiles and fecal coliforms, and an appreciable amount of
molds. In conclusion, sh2 hybrids adapted with no problems to the
freezing process, they had lower contents of soluble solids and

- higher contents of total sugars. which almost doubled the amount

of su corn; flavor, texture, sweetness and appearance of kernels

‘were also better. Hybrid Victor was preferred by the evaluating
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panel and had an outstanding performance due to its yield and
sensorial characteristics.
Keys words: Corn sh2, freezing, characteristics.

hibridos no mutantes y son conocidos como super dulces
(4). Este nuevo maiz, denominado Shrunken-2, supera al maiz
dulce su por presentar caracteristicas mejores como: un
contenido mas alto de aziicares en la madurez con dos a tres
veces mas sacarosa (4), un periodo de cosecha mds largo (5),
una textura suave y crujiente, no requerir adicién de azicar
al procesarlo (6), presentar rendimientos comparables al de
los cultivares sul (7) y ser preferido por los consumidores en
las pruebas de sabor (8), por lo cual es muy cotizado en
diversos paises.

En Venezuela, el cultivo de maiz super dulce esta siendo
introducido con amplias expectativas en la bisqueda de
nuevas alternativas, tanto para la industria como para los
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productores agricolas, de forma que actualmente hay un
marcado interés nacional por evaluar el comportamiento
industrial de algunos hibridos de maiz sh2 a cultivarse
comercialmente en el pafs, por lo cual el objetivo de esta
investigacion consistié en estudiar la adaptabilidad de tres
hibridos de maiz super dulce del grupo genético sh2 al
procesamiento como mazorca congelada.

MATERIJALES Y METODOS

Seleccion del material

Los hibridos de maiz super dulce, grupo genético sh2,
seleccionados fueron: Krispy king, Victor y 324 y del maiz
dulce, grupo genético su, el hibrido Bonanza (XZ).

Siembra, practicas agronémicas y cosecha

La siembra se llevé a cabo en una parcela agricola de San
Joaquin, estado Carabobo, en un drea de 1.250m?. De cada
hibrido fueron sembradas 2V hileras, separadas 0,7m entre
si con 5 plantas/m. La cosecha fue hecha manualmente y el
muestreo fue realizado al azar.

Congelacion de las mazorcas de maiz

Para la congelacion de las mazorcas se aplicé el esquema
tecnoldgico presentado en la Figura 1, el cual consistié de
las siguientes etapas:

Recepcion: El maiz en mazorcas fue recibido en cestas
plasticas transportadas por un camién que fue pesado en una
romana.

Deshojado: Se realizé mecanicamente, pasando la
mazorca por una mesa vibratoria y luego por un canal formado
por dos rodillos que giran en sentido contrario y quitan las
hojas y barbas.

Lavado: Las mazorcas peladas fueron transportadas por
una banda metdlica a un tiinel con aspersores de agua a presion
para remover las impurezas.

Seleccién: Se llevé a cabo en una mesa con bandas
plésticas que giran en sentido contrario, siendo seleccionadas
las mazorcas libres de ataques de hongos y enfermedades, de
tamafio uniforme y desarrollo homogéneo.

Corte: A las mazorcas se les cortaron los extremos para
llevarlas a un tamafio estdndar de 15 + lcm.

Escaldado: Las mazorcas fueron colocadas verticalmente
€n cestas plésticas y trasladadas hasta el sistema de escaldado
para ser sometidas a un tratamiento térmico con vapor de
agua a 90°C por 10min.

Enfriamiento: Se realizé con agua clorinada hasta
alcanzar una temperatura mdxima de 18°C en el centro
térmico. Seguidamente las mazorcas fueron colocadas en una
Cava de enfriamiento a 5°C por 3 horas.

Inspeccién: Una vez enfriadas y escurridas. las mazorcas
fueron trasladadas a la sala de congelacién, donde fueron

inspeccionadas para verificar la ausencia de dafios como
quemaduras o deshidratacién

Congelacion: Se colocaron las mazorcas en la banda o
malla de acero inoxidable del tinel de congelacién, formando
filas de un méaximo de 7 mazorcas con una separacién de lcm
entre ellas. La congelacion se efectué por conveccidn forzada
de nitrégeno liquido en contracorriente en un Aga frezee spleet,
a una temperatura de congelacion de -96°C y un tiempo de
retencién de 5 minutos hasta alcanzar una temperatura maxima
de -20°C en el centro térmico de las mazorcas.

Empacado: Las mazorcas fueron empacadas
manualmente a granel en bolsas de polietileno transparente
de 100 micras de espesor, colocandose 36 mazorcas por bolsa,
luego se embalaron a razén de 2 bolsas por contenedor.

Almacenamiento:Los contenedores fueron almacenados
a una temperatura maxima de -18°C por 120 dias.

FIGURA 1
Esquema tecnoldgico del maiz en mazorca congelada
Recepcidn

Deshojado

Lavado
Agua 25°C
v

Seleccién

Corte

Escaldado
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v
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Nitr6geno-96°Cx5Smin
v
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-18°Cx 120 dias
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Analisis fisicos

A 70 mazorcas se les hicieron las siguientes mediciones:
Longitud en cm desde la base hasta la punta, nimero dé hileras
y peso de las mazorcas. Ademds, fue calculado el rendimiento
en el proceso de congelacion sobre la base de la relacién de los
pesos de 100 mazorcas antes y después de procesadas.

Analisis quimicos

Los andlisis quimicos efectuados segiin la AOAC (9)
fueron: Humedad: método N° 925.10. Azicares reductores y
totales: método N°923.09. pH: método N° 981.12. Acidez
titulable: método N° 942.15. Actividad de peroxidasa: método
N° 96327. Por su parte, los sélidos solubles fueron
determinados siguiendo la norma COVENIN N° 924 (9).

Analisis microbiolégicos

En los andlisis microbiolégicos fueron usadas las
siguientes Normas COVENIN: Hongos y levaduras: Norma
N°1337 (11). Mesofilos y psicréfilos aerobios: Norma N°902
(12). Coliformes: Norma N°1104 (13).

.Los andlisis quimicos y microbiolégicos fueron realizados
por triplicado en los granos molidos de 4 mazorcas de maiz
alos 0 y 120 dias de almacenamiento congelado.

Evaluacion sensorial

Las mazorcas congeladas por 120 dias fueron cortadas
en dos trozos y cocinadas en agua hirviendo por 10 minutos
para las evaluaciones subjetivas de la apariencia, color, olor,
sabor, textura y dulzor por un panel abierto conformado por
10 panelistas entrenados, quienes utilizaron una escala del 1
al 5, en la cual el 3 fue el mejor valor. Ademads, las muestras
fueron clasificadas del 1 al 4 segun el grado de preferencia,
correspondiendo el 1 a la preferida en mayor grado.

Analisis estadisticos

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado,
comparando los resultados de los tres hibridos de maiz super
dulce con los del maiz dulce Bonanza usado como testigo. A
las variables fisicas y quimicas se les aplicé un andlisis de
varianza. Donde hubo diferencias significativas se usé la
prueba de Dunnett. Aquellas variables fisicas y quimicas que
no cumplieron con los supuestos bédsicos estadisticos, se
analizaron por via no paramétrica (Kruskal-Wallis). Los
resultados de los andlisis microbiolégicos fueron evaluados
de manera descriptiva. En la evaluacién sensorial fue aplicado
un andlisis de varianza via no paramétrica, complementado
con la prueba de Friedman (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas fisicas de las mazorcas de maiz super dulce
y rendimiento en mazorcas congeladas

En cuanto a las caracteristicas fisicas, en la Tabla 1 se
puede observar que las mazorcas de menor longitud
(16,39cm) y con mayor nimero de hileras (16,18 hil.)
correspondieron al hibrido 324. En cambio las mazorcas mds
largas (18,37cm) fueron las del hibrido Victor y el nimero
mas bajo de hileras (14,67 hil.) él del Krispy king. El largo
de las mazorcas de estos dos hibridos coincidié con los valores
sefialados en la literatura, segin la cual, la longitud de las
mazorcas de los hibridos de maiz super dulce estd entre 17,3
y 2lcm y el nimero de hileras entre 14-20, dependiendo del
hibrido (6,7). En este aspecto es importante considerar que
sobre estas dos variables influyen varios factores, entre ellos
la densidad de sicmbra, la cual si es muy alta causa la
produccién de mazorcas mas pequefias y menor niimero de
hileras. Otros factores importantes son las condiciones
edafocliméiticas de cada zona en particular, asi como las
enfermedades y plagas que puedan estar presentes en la
misma, afectando el desarrollo normal del cultivo (7,15). De
igual manera se debe considerar que el maiz super dulce se
caracteriza por tener dos mazorcas una principal y otra
secundaria. esta dltima por su pequefio tamafio y nimero de
hileras no es recomendable que sea cosechada ya que
originaria bajos rendimientos.

TABLA 1
Longitud, nimero de hileras de mazorcas de maices super
dulce y rendimiento en mazorcas congeladas

Longitud Hileras Rendimiento
Hibridos cm N° %
Krispy King 17,83 £ 1,29 14,67+ 1,67 64,52
Victor 18.37 + 1,50 1545+ 1,80 67,37
324 16,39 1,74 16,18 £ 1,84 62,72

El rendimiento de las mazorcas congeladas de los maices
super dulces fue entre 62,72-67,37% (Tabla 1), presentando
el menor rendimiento el hibrido 324 y el mayor el hibrido
Victor. El rendimiento del maiz dulce en mazorcas congeladas
obtenido en la industria oscila entre 48-54% (15), por lo tanto
los resultados de este estudio fueron superiores a los de la

_planta procesadora, revelando un alto rendimiento en planta

de los maices analizados.

Caracteristicas quimicas, microbiolégicas y sensoriales
del maiz super dulce congelado

Los resultados de la composicion quimica de los granos
de maiz congelado (Tabla 2) revelaron que el contenido de
humedad oscilé entre 74,04% (324) y 75,66% (Victor),
difiriendo (P<5%) este tltimo del mafz dulce (su) XZ usado
como testigo (67,28%). En el hibrido Victor, la humedad
disminuy6 durante el almacenamiento, en cambio en el 324
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y en el Krispy king se observé muy poca variacién. Es de
hacer notar que el almacenaje de vegetales congelados puede
provocar pérdidas de humedad asociadas con las propiedades
del material de empaque, encontrandose reducciones de 4,5%
en el peso del producto almacenado (16). Estos maices,
considerados como hortalizas por sb elevado contenido de
humedad al momento de la cosecha, presentaron una humedad
6ptima para el consumo, la cual ha sido establecida en un
rango de 70%-75% (1). Los soélidos solubles del grano
variaron entre 14,13°Brix (Victor) y 16,32°Brix (Krispy king),
disminuyendo el contenido de todos los maices en el
almacenamiento en congelacién. Esta reduccién fue mayor
en el hibrido Victor, el cual fue el winico en alcanzar diferencias
significativas al 5% respecto al patrén (25,16°Brix). Los
maices super dulces presentaron menor cantidad de sélidos
solubles que el maiz su, lo cual es atribuido a su escaso
contenido de polisacdridos solubles en agua, tales como el
fitoglicégeno, que aumentan los °Brix en los granos del maiz
dulce (5,17). El contenido inicial de azicares totales fue alto
en los tres hibridos de maiz super dulce (39,42%-44,06%).
Varios investigadores (2,3,7,17,18) han sefialado que una
caracteristica de estos maices es el alto contenido de azicares
totales, lo cual ha sido atribuido a la ausencia de la enzima
ADP glucosa fosforilasa que ocasiona la sintesis del almidén
(3,4). Esta alta concentracién de azicares totales permite
agrupar a estos maices como super dulces y tiene gran
importancia a nivel industrial y de consumidor (5). En los
maices super dulces congelados se observé una reduccién de
los niveles iniciales de estos compuestos a cantidades

inferiores al 34%, con valores entre 30,83-33,48%, préximos
entre si y que casi duplicaron el contenido del maiz dulce
XZ (16,17%), observandose diferencias a un nivel de
significacion del 5%, solamente entre el testigo y el hibrido
324. 1.os azicares reductores también disminuyeron durante
el almacenamiento y los valores, que oscilaron entre 2,41 y
2,61%, no variaron significativamente entre los grupos super
dulces y dulce. Garwood et al. (5) no observaron diferencias
en el contenido de aziicares reductores en mazorcas frescas
de los grupos su y sh2. En tanto que Olsen et al. (18)
encontraron altos contenidos de fructosa y glucosa en hibridos
super dulces. La reduccién de los azicares en los maices
congelados, evidencian pérdidas de estos compuestos,
posiblemente en el proceso de escaldado y durante el
almaccnamiento, al reaccionar con aminas, aminodcidos y
proteinas produciendo acetil-carbonil-amina (19). Los niveles
iniciales de pH de los maices super dulces estuvieron en un
rango aceptable, entre 6,42 y 6,59 que coincidié con los
valores 6,1-6,8 seialados por €l US Department of Health,
Education and Welfare (20) para el maiz en mazorca. Durante
el almacenamiento congelado, estos valores aumentaron,
presentando los maices super dulces un rango de pH entre
7,02 y 7,18, los cuales difirieron a un nivel de probabilidad
del 5%, del patrén, cuyo pH fue 6,63. Mientras que la acidez
disminuyé y los valores, ubicados entre 0,14% y 0,21%, .
fueron similares al del maiz XZ (0,21%). En el proceso de
congelacién a -10°C, el crecimiento microbiano es inhibido,
asi como las reacciones quimicas deteriorativas.

TABLA 2
Caracteristicas quimicas de maices super dulces en el almacenamiento congelado

Caracteristicas quimicas Krispy King Victor 324 XZ
0 dia 120 dias Odia 120 dias Odia 120 dias 120 dias
Humedad (%) 75,64 75,31ns 77,05 75.66* 7494 7404 ns 67.28
S. Solubles (°Brix) 18,63 16,32 ns 18,40 14.13* 18,57 1546ns 25,16
Azicares Tot. (%) 44,06 30,83ns 3942 31,69 ns 40,35 3348 * 16,17
Azicares Red. (%) 13,00 2,54 ns 10,26 2.61ns 9,76 2,41 ns 2,61
pH 6,42 7,02* 6,56 7.12% 6,59 7,18% 6.63
Acidez (%) 0,36 0,21 ns 0,23 0.14 ns 0.27 0,15 ns 0,21

* = indica efectos significativos (P<5%) respecto al testigo XZ (su).
ns = indica diferencia no significativa respecto al testigo XZ (su).

En relacién con la calidad microbiolégica, los resultados de
laTabla 3 indicaron que el hibrido 324 present6, inicialmente,
mayor contenido de aerobios meséfilos (5,5x10° ufc/g) y
psicréfilos (3,5x10° ufc/g) que los hibridos Krispy king y
Victor, siendo estos valores relativamente bajos. Igualmente,
los tres maices super dulces presentaron un escaso contenido
de mohos (5x10'-1,5x10° propagulos/g) y levaduras (8,1x102-
2,1x10* propégulos/g), 1o cual conjuntamente con la ausencia

de coliformes fecales revel6 la buena calidad microbioldgica
de esta materia prima para su procesamiento. Por otra parte,
en los maices congelados la carga incial se redujo, de forma
que no mostraron actividad de psicréfilos y coliformes fecales
y la de los meséfilos y coliformes totales fue baja, debido a
que durante el almacenamiento a -18°C se inhibe la actividad
microbiana (21). No obstante, el contenido inicial de mohos
se incrementé durante el almacenamiento en congelacion,
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alcanzando valores superiores a 1x10° propdgulos/g en los
hibridos Krispy king y Victor. La presencia de hongos revelé
la existencia de esporas antes del procesamiento, las cuales
pueden desarrollarse en un amplio intervalo de pH y
temperatura (22). En cuanto a las levaduras, el hibrido 324
present6 el mayor contaje (2,2x10%) a los 120 dias de su
congelacién. Algunos autores afirman que en productos
congelados lps microorganismos indicadores y patogénicos
pueden sobrevivir en cantidades variables por extensos
perfodos de tiempo (23). Las bacterias se encontraron por
debajo del estdndar establecido por Del Monte Andina (15),

el cual fijaun valor <1 x 10%g en carga microbiana de bacteriag
o contaje total en placa, presentando los hibridos estudiados
entre 2,5x10° (324) y 3,0x10% ufc/g (Krispy king). Ademds,
los estandares establecidos para E. Coli se ubican en valores
menores de 10/g y los de este estudio estuvieron por debajo
de 3/g. La literatura recomienda para hortalizas congeladas
que la carga microbiana en el maiz dulce no exceda de 6,0x10*
bacterias/g antes de entrar a los congeladores (24). Finalmente
se puede decir que las mazorcas se encontraban dentro de un
rango microbiolégico aceptable, siendo este un indicador de
la calidad de los maices congelados.

TABLA 3
Calidad microbiolGgica de maices super dulces y dulce en el almacenamiento congelado

Krispy King Victor 324 XZ
0 dia 120 dias 0 dia 120 dias 0 dia 120 dias 120 dias
Hongos' 1,5x10° > 1x10° 5x10! > 1x10° 6x10? 6x10° 1,1x10*
Levaduras® 8,1x10*  2,7x10* 2,1x10* 1,6x10° 1,3x10° 2,.2x10° 1,7x10°
Meséfilos® 1,6x10°  3,0x10* 8,3x10* 2,6x10°  55x10° 2,5x10° 6,6x10°
Psicréfilos® 5,3x10? 0 2,5x10* 0 3,5x10° 0 0
Coliformes totales® 93 . <3 >2400 4 >2400 <3 75
Coliformes fecales® <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3

1. Propagulos/g 2. Ufc/g 3. NMP/g

Segiin la evaluacién sensorial (Tabla 4), la apariencia de
los granos de los maices sh2 fue catalogada entre 2,8-3,3
(granos uniformes y brillantes), mientras que la del maiz su
fue 4,2 (granos poco uniformes y sin brillo), alcanzando
solamente el hibrido 324 diferencias significativas al 5% con
respecto al testigo. El color de los hibridos Victor y Krispy
king fue evaluado con una puntuacién de 3,0 (amarillé) que
no difirié del 2,9 del maiz dulce, mientras que el hibrido
324, cuya puntuacién fue de 4,2, mostré un color amarillo
intenso distinto al del patrén su. El color es una caracteristica
intrinseca de cada hibrido y no est4 afectada por el tipo (su y
sh2), de alli las variaciones en la coloracién de los maices
analizados. El olor de los maices super dulces, no difirié del
testigo y fue evaluado con valores cercanos a 2, que segtin la
escala utilizada equivale a un leve olor a maiz. Al sabor del
hibrido Victor le fue asignado un 3, que correspondié a un
buen equilibrio de sabor, diferente al del patr6n, cuyo sabor
leve a maiz fue evaluado con 1,8. En cambio, el sabor de los
hibridos Krispy king y 324, con puntuaciones de 2,4 y 2,6
respectivamente, fue estadisticamente igual al del maiz dulce.
Los maices super dulces presentaron valores para la textura
entre 3,5 y 3,0 equivalentes a una textura firme, crujiente y
poco fibrosa, distinta a la del testigo, cuya textura, evaluada
con 1,1 fue pegajosa. Estos resultados coinciden con los de
Wann et al. (1), quienes sefialan que el alto nivel de
polisacaridos solubles en agua le brindan una textura cremosa

y consistencia pegajosa a los granos del maiz dulce, mientras
que la dureza del pericarpio en los maices sh2 le proporciona
una textura crujiente. El dulzor de los hibridos Victor y Krispy
king fue catalogado como dulce, con valores de 3,0 y 3,1
respectivamente, los cuales difirieron (P<5%) del patrén,
cuyo valor 1,3 correspondi6 a nada dulce, en cambio el
hibrido 324 no se distingui6 del maiz XZ, a pesar de que su
puntuacién 2,6 se aproxima a la de los otros dos hibridos sh2
analizados. La evaluacién del dulzor demostré 1a permanencia
del alto contenido de aziicar en los maices super dulces, ain
después de 120 dias de congelacién. El almacenamiento de
los maices super dulces causa pérdidas de los azicares totales,
pero la concentracién inicial de estos compuestos es tan alta
que el nivel se manticne por encima del maiz su (5). En la
calificacién final no se detectaron diferencias entre los tres
hibridos de maiz super dulce y el testigo, sin embargo la
puntuacién en los hibridos 324, Victor y Krispy king vari6
entre 6,0 y 6,3 equivalente a “me gusta muy poco”, y en €l
XZ la puntuacién fue de 5,5 ubicdndose entre “me €s
indiferente” y “me gusta muy poco”. El panel evaluador
prefirié la muestra del maiz Victor, la cual fue evaluada con
un 2, en tanto que al resto de las muestras de maiz sh2 le
fueron asignadas puntuaciones de 2,5 (324) y 2,8 (Krispy
king) y al maiz dulce 2,7. Esto confirma las mejores
caracteristicas sensoriales en textura, sabor y dulzor de las
mazorcas congeladas del hibrido Victor, aunque sus$



ADAPTABILIDAD DE MAZORCAS DE HIBRIDOS DE MAIZ 299

diferencias respecto a los otros hibridos super dulces no
fueron tan notorias.

TABLA 4
Evaluacién sensorial de mazorcas congeladas de maices
super dulces y dulce

Variable - XZ  Krispy king Victor 324
Apariencia 4,2 3,1 ns 33 ns 2,8%
Color 2.9 3,0 ns 3,0 ns 4,2%
Olor 1,8 2,1 ns 2,3 ns 1,6 ns
Sabor 1,8 2,4 ns 3,0* 2,6 ns
Textura 1,1 3,5% 3,0* 3,2%
Dulzor 1,3 3,1 * 3,0* 2,6 ns
Calificac. final 5,5 6,0 ns 6,3 ns 6.3 ns
Preferencia 2,7 2,8 2,0 2,5

* = indica efectos significativos (P<5%) respecto al testigo XZ (su).
ns = indica diferencia no significativa respecto al testigo XZ (su).

Actividad residual de la peroxidasa

Los resultados obtenidos (Tabla 5) demostraron que al
agregar el per6xido de hidrégeno y guayacol a granos de
mazorcas almacenadas por 120 dfas no hubo cambio de color,
sin embargo a partir de los 5 minutos se fueron desarrollando
distintas coloraciones hasta llegar a un rojo intenso entre los
20 y 30 minutos de haber comenzado la prueba, lo cual revelé
una cierta actividad residual de la enzima. Garrote et al. (25)
seflalan que en las mazorcas de maiz dulce, tratadas
térmicamente a 100°C por 20 minutos, queda una actividad
residual del 10%. La distribucién de la enzima y su resistencia
al calor no es igual en toda la mazorca de maiz dulce, teniendo
una gran resistencia en la tusa (25), por otro lado se ha
reportado Ia migracién de la enzima desde la tusa a los granos
durante el tiempo de almacenamiento (26). Es recomendable
aplicar un tratamiento térmico menos intenso, aceptando un
remanente de actividad de peroxidasa de 5%-10%, para evitar
pérdidas de nutrientes, color y vitaminas por una aplicacién
excesiva de calor al intentar destruir totalmente esta enzima,
asi como para ahorrar energfa en el proceso de escaldado.

TABLA 5
Actividad de peroxidasa en las mazorcas congeladas de
maices super dulces y dulce

Hibrido Tiempo de cambio de coloracién en minutos
No hay Débilmente Rojo pilido Rojo intenso
coloracién 10jO
XZ (su) 0 5 7 20
Krispy king 0 6 13 25
Victor 0 10 16 30
324 Q 6 16 30

En conclusién, los hibridos de maiz super dulces
cultivados en Venezuela se adaptaron satisfactoriamente al
procesamiento de mazorcas congeladas, resaltando su alto
contenido de aziicares y su baja cantidad de sélidos solubles
en comparacién con el maiz dulce XZ usado como patrén.
Ademds, el sabor, la textura, el dulzor y la apariencia de los
granos de los maices super dulces fueron mejores que los
del maiz dulce, destacdndose el hibrido Victor por su mayor
rendimiento, as{ como por sus caracterfsticas sensoriales,

-por lo cual fue preferido por el panel evaluador.
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RESUMEN. En este estudio se evalué el efecto de la alta presién -

hidrostética (APH) en la imbibicién de agua, tiempos de coccién y
la microestructura de los cotiledones y la cubierta de granos de
Phaseolus vulgaris. Los tratamientos a 275, 410, 550 6 690 MPa a
25°C por 5 min incrementaron la velocidad de imbibicién de agua
alcanzando la saturacién en la mitad del tiempo. La APH redujo
los tiempos de coccién (TC) de los granos sin remojar en un 25%
a39% comparable al de los granos remojados en agua por 3 h. Las
fotografias con microscopia de barrido (MEB) demostraron una
agregacién de la matriz proteica, hinchamiento de las paredes
celulares y de los grénulos de almidén en las células de los
cotiledones de los granos de Phaseolus vulgaris tratados con APH.
La cubierta externa perdié su suavidad y las capas celulares se
hincharon, comportamiento similar al observado cuando los granos
se remojan. La APH parece ser una alternativa para reducir los
largos tiempos de preparacién del Phaseolus vulgaris.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Alta presion hidrostatica, agua
imbibida, frijoles, tiempo de coccién, microestructura, leguminosas.

INTRODUCCION

En los pafses en vias de desarrollo, las leguminosas, en
especial las del género Phaseolus representan la principal
fuente de protefnas para un gran sector de la poblacién (1).
En Venezuela, la leguminosa mds consumida es el Phaseolus
vulgaris conocida como caraotas blancas, negras o rojas
dependiendo el color de su cubierta externa. La preparacién
de Phaseolus vulgaris incluye el remojo en agua por 8 a 16
horas y coccién por varias horas. La razén del remojo es
permitir que el agua penetre las capas externas del grano lo
cual aseguraria el ablandamiento mds rdpido mediante la
coccidn (2). Pero a veces, ni siquiera el remojo, ni la coccién
por varias horas son suficientes para alcanzar el
ablandamiento deseado del grano, ello es basicamente debido
a la presencia de defectos en la textura en el Phaseolus, los
Cuales se desarrollan durante el almacenamiento del grano a
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SUMMARY. Effect of high hydrostatic pressure on water
imbibition, cooking times and microstructure of Phaseolus
vulgaris. The effect of high hydrostatic pressure (HHP) on water
imbibition, cooking times, and microstructure of cotyledons and
seed coats of black beans was evaluated. High pressure treatments
at 275, 410. 550 or 690 MPa and 25°C for 5 min increased the rate
of water imbibition of black beans. The saturation degree of HHP
treated black beans was reached 50% faster than the saturation
degree of untreated black beans. High hydrostatic pressure
treatments reduced the cooking times (CT) of unsoaked black beans
by 25% to 39%, similar to black beans soaked for 3 h. The
microstructure of HHP treated beans exhibited protein aggregation
in cell protoplasm and swelling of cell walls and starch granules.
Seed coats of HHP treated black beans were less smooth than seed
coats of untreated black beans. The swelling of palisade, hourglass,
and parenchyma cells was also observed in HHP treated black beans
such as soaked beans. High hydrostatic treatment is an alternative
for reducing the preparation long times of Phaseolus vulgaris.
Key words: Phaseolus vulgaris, black beans, high hydrostatic
pressure. water imbibition, cooking timeés, legumes,
microestructure. RS

altas temperaturas y altas humedades, tipicas de las zonas
tropicales y subtropicales (3). Los defectos de textura de los
granos estan asociados a cambios quimicos y estructurales.
El llamado defecto “hard to cook™ ocasiona que las caraotas
a pesar de que absorben suficiente agua durante el remojo,
no se suavizan durante un periodo de tiempo razonable de
coccidn (3,4). La adhesién entre las células y la formacién
de pectatos son algunas de las causas asociadas a granos duros
aun después de la coccidn (5). En contraste en los granos
ablandados por coccién se observa gelatinizacién del
almidén, desnaturalizacién de proteinas, ruptura de la lamela
mediay separacion entre células del cotiled6n (5,6). Dichos
efectos son determinantes en la textura del grano después
de la coccién y son dependientes de la cantidad de agua
imbibida durante los periodos de remojo (5-7).

Adicional a los métodos de preservacién tradicionales
donde se utiliza calor, en las dltimas décadas se estd
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investigando la aplicacién de la alta presién hidrostatica y su
efecto en las propiedades de los alimentos. En dicha
tecnologia se aplican presiones del orden de 405 a 910 MPa
con la finalidad de procesar el alimento sin necesidad de
utilizar calor. A diferencia del/procesamiento térmico no hay
fase de calentamiento y de enfriamiento, lo que hace que los
tiempos de procesamiento sean mas cortos, con la ventaja
adicional de obtener productos en los cuales se conservan
casi intactas las vitaminas y las propiedades sensoriales (8).

Se han estudiado otras metodologias para incrementar la
imbibicién de agua y acortar asi el tiempo de remojo, entre
estas se encuentran: aumentar la temperatura de remojo a
30°C (9), aiiadir NaCl u otras sales 6 agentes quelantes al
agua de remojo (10,11), acondicionamiento de los granos
antes del remojo con irradiacién gamma (12), microondas
(13), vacio (14) 6 ultrasonido (15). Por esta razén, en esta
investigacién se evalud el tratamiento de la APH como un
proceso alternativo para modificar la imbibicién de agua,
los tiempos de coccién y su relacién con los cambios
observados en la microestructura de los granos del Phaseolus
vulgaris

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron granos del Phaseolus vulgaris L. cv. Black
Turtle Soup, adquiridos en un proveedor de Homedale, ID
(USA).

Tratamiento: Veinte gramos de granos de Phaseolus
vulgaris no remojados fueron colocados en bolsas de
polietileno (7 cm x 5 cm) y se les afiadié agua desionizada
(1:3 p/p). Las bolsas fueron cerradas en caliente, y a su vez,
dos de ellas fueron colocadas en una bolsa mds grande (23
cm x 25 cm) con agua corriente, selladas en caliente y
sometidas al tratamiento con alta presién hidrostatica (APH)
dentro de un equipo (Engineering Pressure Systems, Inc.,
Andover, MA). El medio presurizante fue una solucién acuosa
al 5% (v/v) del liquido denominado Mobil Hydrasol 78. Las
presiones ensayadas fueron 275, 410, 550 6 690 MPa a 25°C
por 5 min. El tiempo requerido para alcanzar las presiones
de ensayos fueron 2,7; 3,3; 4,5 y 5,5 min, respectivamente.
Cada tratamiento con APH fue replicado y los anélisis fueron
realizados por triplicado.

Agua imbibida: Para calcular la imbibicién de agua de
los granos secos y crudos se les afiadié agua desionizada a
25°C (1:5 p/p) por 24 h. Después de cada hora, los granos
remojados fueron drenados, pesados, y el exceso de agua fue
eliminado con papel absorbente. Una vez pesados, los granos
fueron devueltos al recipiente con el agua de remojo. La
cantidad de agua imbibida fue expresada en base seca. Para
calcular la cantidad de agua imbibida durante el tratamiento

de APH y conocer como el tratamiento afecté la habilidad
de los granos de imbibir agua a continuacién del tratamiento,
los granos fueron drenados, pesados y remojados en agua
desionizada a 25°C (1:5 p/p) por 24 horas. La habilidad de
imbibir agua como una consecuencia del tratamiento cop
APH fue determinada después de 3, 6, 9 y 12 h de remojo
(5.7,16). La correccién de sélidos perdidos durante el
tratamiento de APH 6 el remojo no fue considerada.

Tiempos de coccion: Los tiempos de coccién (TC) fueron
determinados usando la versién modificada de la olla de
Mattson (17-19). El TC de los granos de caraotas se define
como el tiempo en minutos requerido para penetrar el 50%
del grano (17). El TC de las caraotas negras tratadas con
APH se determiné después del tratamiento, mientras que ¢l
TC de las no tratadas con APH fue determinado en los granos
sin remojar y los granos después del remojo por 3, 6,96 12
h.

Microscopia de barrido: Los granos crudos, remojados
por 16 horas, remojadas y cocidas y tratadas con APH, fueron
fracturados transversalmente con una hojilla, las secciones
fueron fijadas con glutaraldehido/formaldehido (2% / 2%)
en buffer fosfato pH 7,2 (0,5 M) durante 2 h a 4°C. Las
secciones fijadas fueron enjuagadas con el mismo buffer y
deshidratadas con una serie de soluciones de etanol (30, 40,
60, 75, 90, y 100%), durante 10 min. en cada (7,18). Las
secciones deshidratadas, se colocaron en un secador por punto
critico (Samdri-PVT-3B, Rockville, MD) se cubrieron con
oro (300 um) en un recubridor (Technics, San José, CA), y
se examinaron con un microscopio de barrido (S-570)
Hitachi, Corp, Tokio, Japén) a un voltaje de aceleracion de
20 kV (20).

Andlisis estadistico: Para el an4lisis de los datos se utilizé
el programa estadistico Minitab®, versién Release 12
(Minitab Inc, 1997). La media de la imbibicién de agua y el
TC fueron calculados. El andlisis de varianza (ANOVA) se
realizé siguiendo el procedimiento del modelo lineal. La
comparacién entre los granos crudos, remojados y tratados
con APH se hizo con la prueba pareada t (21). El nivel de
significancia fue definido a p< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Imbibicién: Lacurva de imbibicién de agua de los granos
de Phaseolus vulgaris remojados en agua, normalmente
exhibe una forma caracteristica, la cual se pudo validar en
este estudio (Figura 1), en dicha figura se distinguen dos
fases: una primera fase donde los granos imbiben agua
répidamente del medio de remojo, seguida de una fase donde
los granos se saturan con el agua y alcanzan un equilibrio, €l
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cual generalmente ocurre después de 10 a 16 h de remojo
(5,7,16). Se observé que los granos de Phaseolus vulgaris
no tratadas alcanzaron la saturacién a las 10-12h de remojo,
tiempo comparable con estudios previos (7), mientras que
en aquellos granos tratados con APH, la saturacién fue
alcanzada en un rango de 5 a 6 horas de remojo, lo que
representa un 50% de reduccién de tiempo de remojo. Con
respecto a la cantidad de agua imbibida, esta se increment6
en aproximadamente 10-12 veces dependiendo de la presién
utilizada. Los granos tratados a 550MPa presentaron un
contenido de humedad significativamente mayor que los
granos tratados a 275, 410 6 690MPa. Las diferencias de
agua imbibida por la aplicacién de 275, 410 6 690 MPa no
fueron significativas entre sf.

FIGURA 1
Imbibicién de agua en las caraotas negras crudas no
tratadas i; tratadas a 275 MPa @; 410 MPa A; 550 MPall
6 690 MPa &, remojadas por 24 horas
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Las diferencias en el patrén de imbibicién de agua son
atribuidas al comportamiento de la cubierta externa de los
granos asi como también a otras estructuras como el micrépilo
y ¢l hilum, los cuales controlan la entrada de agua en las
semillas de leguminosas (2,22). El aumento de la velocidad
y la cantidad de agua imbibida puede ser consecuencia del
efecto fisico que la APH pudo ejercer en las estructuras de
la parte externa del grano.

Tiempos de coccion: El registro del tiempo al cual cada
uno de los granos de Phaseolus vulgaris alcanzé la textura
que permitié la penetracién del penetrémetro se presenta en
la Tabla 1. La media de los tiempos de coccién (TC) de los
granos no tratados ni remojados fue de 44 min. El remojo
redujo el TC entre un 30 a 56 % (Tabla 1) segtin se increment6
el iempo de remojo (3-12 h). El TC de los granos tratados a
690 MPa fue 27 min lo que represent6 un 39% de reduccién
comparada con los granos de caraotas crudas, no tratadas ni
remojadas’(44 min). El tratamiento a 550 MPa redujo el TC
de las caraotas negras en un 36%. Tratamientos a 410 6 275
MPa redujeron el TC en un 30 y 25%, respectivamente. Las

diferencias entre el TC los granos tratados a 275, 410, 550 6
690 MPa no fueron significativas entre si, a su vez estos
tratamientos por S min modificaron el TC de los granos y lo
hicieron equivalente al TC de los granos remojados por 3 h.

TABLA 1
Tiempo de coccién (TC) de los granos de Phaseolus
vulgaris sin remojo, remojados por 3,6,9 6 12 horas y
tratados con APH sin remojo previo

Tratamiento TC (min)
Sin remojo’ 44,1122
Remojadas 3 h! 30,9 +38°
Remojadas 6 h! 21,6 £1,1¢
Remojadas 9 h! 21,8 1,1
Remojadas 12 h! 196 +1,4¢
APH a 275 MPa? 319+ 3,7°
APH a 410 MPa? 308+2,5°
APH a 550 MPa? 283 +1,3?
APH a 690 MPa’ 272+£09°

APH-= alta presién hidrostatica

'Sin tratamiento con APH; 2 Sin remojo previo

Medias y desviacién estdndar de triplicado. Medias con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

Aquellos granos de Phaseolus vulgaris que presentaron
el mayor porcentaje de agua imbibida durante el remojo,
requirieron menores TC que aquellos que imbibieron menos
agua. La regresién lineal entre la humedad inicial y el TC
(Figura 2) demostré que conociendo el contenido inicial de
las muestras antes de la coccién, puede predecirse con
precisién (R*= 0,94) el TC de los granos usando la siguiente
ecuacion: TC = 46,17-22,45 X (donde X es el contenido de
humedad antes de la coccién).

FIGURA 2 ,
Tiempo de coccién (TC) como una funcién del contenido
inicial de humedad de los granos de Phaseolus vulgaris
remojados (S) por 3,6,9 6 12 h y granos tratados con
APH (P) a presiones de 275, 410, 550 6 690 MPa
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Microscopia de barrido: En los granos de Phaseolus
vulgaris se distinguieron granulos elipsoidales de almidén
inmersos en la matriz proteica la cual estd formada por cuerpos
proteicos ovales que comprimen dicha matriz (Figura 3).
Los cuerpos proteicos y los granulos de almidén sobresalieron
de la matriz proteica cuando los granos fueron remojados
por 10 horas (Figura 4), en la microcstructura de los
cotiledones de los granos cocidos se observd la separacion
entre las células y remanentes de la lamela media
interconectando las células (Figura 5).

FIGURA 3
Microfoto obtenida por barrido (MEB). Granulos de
almidén (S) y cuerpos proteicos (PB) Barra=25pm

FIGURA 4
Micrografia obtenida por barrido (MEB) de los granos de
Phaseolus vulgaris remojados por 10 h. Desorganizacion
de la matriz proteica (P), con granulos de almid6n (S).
Barra=25pm

FIGURA 5
Micrografia obtenida por barrido (MEB) de los granos de
Phaseolus vulgaris remojados y cocidos. La flecha indica
la separacion entre las células y remanentes de la lamela
media (MR) conectando las células. Barra = 25pm

En estudios previos, dichas caracteristicas han sido
relacionadas con el ablandamiento de las caraotas negras
suaves por efecto de la coccion (3,4). El tratamiento con
APH produjo hinchamiento de las paredes celulares, con
algunos granulos de almidén intactos. Se observ6 ademas,
una minima separacion entre las células comparadas con
las caraotas negras cocidas (Figura 6) y los cuerpos proteicos
perdieron su forma definida y redondeada, mientras que la
proteina se agregd (Figura 6y 7). Un incremento de la presion
no produjo diferencias entre los efectos observados a nivel
celular.

FIGURA 6
Microfotos obtenidas por barrido (MEB) de los granos de
Phaseolus vulgaris tratados con 275 MPa (A); 410 MPa
(B). No separacion entre las células, granulos de almidén
intactos, agregaciéon de proteinas y engrosamiento de las
paredes celulares. Barra = 50pm



EFECTO DE LA ALTA PRESION HIDROSTATICA (APH) 305

FIGURA 7
Microlotos obtenidas por barrido (MEB) de los granos de
Phaseolus vulgaris tratados con 690 MPa. No separacién
entre las células, agregacion de proteinas y engrosamiento
de las paredes celulares. Barra = 50pm

La cubierta externa de los granos crudos de Phaseolus
vulgaris, presentaron la suavidad tipica de los granos de
leguminosas secos y crudos (Figura 8A). Mientras que la
cubierta externa de los granos tratados con APH (Figura 8
B), presenté un hinchamiento o alargamiento de las escléridas
también observado cuando los granos se remojan en agua
por varias horas. De lo anterior se deriva que el tratamiento
con APH parece disminuir la resistencia de la cubierta externa
y de las células del parénquima a la entrada de agua,
aumentando asi la velocidad de imbibicion de agua y la
cantidad de agua imbibida.

FIGURA 8
Microfotos obtenidas por barrido (MEB) de las capas
externas de los granos de Phaseolus vulgaris A. Granos
crudos exhibiendo superficie suave, células alargadas y
células pequefias. B. Granos tratados a 690 MPa con
hinchamiento de las esclereidas y del parénquima
Barra = 50 p

En este trabajo se demostré que tratamientos de APH por
5 minutos a temperatura ambiente reducen los prolongados
tiempos de preparaciéon los cuales son una limitante del
consumo de Phaseolus vulgaris. Es importante resaltar que
la aplicacion de esta nueva tecnologia requiere una alta
inversion inicial en la adquisicion del equipo, pero los costos
de procesamiento son mucho menores a la mayoria de los
tratamientos térmicos usados para ablandar la textura de los
granos de leguminosas. Adicionalmente, los tratamientos
con APH no generan efluentes, en contraposicién de la gran
cantidad generadas por el remojo de los granos del Phaseolus
vulgaris
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Calidad nutricional y aceptabilidad de un producto formulado
con carne de pollo deshuesada mecanicamente, plasma
y glébulos rojos de bovino
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RESUMEN. El objetivo de 1a presente investigacién fuc evaluar la
calidad nutricional y aceptabilidad de un producto cérnico
formulado con carne de pollo deshuesada mecanicamente (40%),
plasma (40%) y gl6bulos rojos de bovino (3%) como principales
ingredientes. Al producto se le determind el contenido de protefnas,
grasa, humedad, cenizas (AOAC), hierro, calcio (espectrofotometria
de absorcién atémica) y aminodcidos esenciales (cromatografia
liquida de alta resolucién, HPLC). Para la evaluacién bioldgica de
las proteinas se realizaron determinaciones de digestibilidad
aparente e Indice de Eficiencia Proteica (PER). La aceptabilidad
del producto (sabor, color y olor) fue evaluada mediante una
encuesta realizada a 277 nifios de dos instituciones escolares de la
ciudad de Maracaibo, Edo. Zulia, Venezuela. El producto aporta
10,7% de proteinas, 4,4% de grasa, 68,6% de humedad, 2,9% de
cenizas, 4,9 mg/100 g de hierro y 46,6 mg/100g de calcio. Los
aminodcidos esenciales se encuentran por encima de los
requerimientos recomendados por la FAO para una proteina de
buena calidad. El producto presenta un 92,40% de digestibilidad
aparente y un PER de 2,18. El alimento formulado presenté una
alta aceptabilidad por parte de la poblacién escolar con un 91,3%
de aceptacién para el sabor, 81,2% para el color y 92,4% para el
olor. El gran aporte de nutrientes y su elevado porcentaje de
aceptabilidad, convierten a este producto en un alimento alternativo
de bajo costo, adecuado para su inclusién en programas de
intervencién nutricional.

Palabras clave: Carne de pollo deshuesada mecdnicamente, sangre
animal, producto c4rnico nutricional, subproductos animales.

INTRODUCCION

Todos los seres vivos, incluyendo el hombre, deben tener
una fuente adecuada de proteinas en su alimentacién para
crecer y conservarse de manera auténoma (1); sin embargo,
en muchas partes del mundo, especialmente en los pafses en
vias de desarrollo, resulta poco accesible las fuentes de
proteinas debido a su alto costo, en especial las de origen
animal las cuales son consideradas proteinas de buena calidad,
por lo que la mayor parte de la poblacién no recibe las
raciones necesarias de este nutriente, originando una
desnutricion por déficit proteico (1,2).
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SUMMARY. Nutritional quality and acceptability of a product
formulated with mechanically deboned poultry meat, plasma
and bovine red cell. The purpose of this research was to evaluate
the nutritional quality and acceptability of a meat product
formulated with mechanically deboned poultry meat (40%), bovine
plasma (40%) and bovine red cells (3%) as major ingredients.
Proteins, fat, humidity and ash were determined by AOAC
procedure, iron and calcium by Atomic Absorption Spectrometry
and essential amino acids by HPLC. Biological evaluation was
performed using digestibility and PER procedures. To evaluate the
acceptability (flavor, color and odor) of the product were used 277
children. Results indicated that 100 g of the formulated meat product
contain 10,7 g of proteins. 4,4 g of fat, 68,6 g of humidity, 2,9 g of
ash, 4,9 mg of iron, 46,6 mg of calcium. Essential amino acids are
above the FAO requirements for a highly nutritional protein
digestibility (92.4 %) and PER (2.18). Acceptability was 91.3 %
for flavor, 81.2% for color and 92.4% for odor. The high nutritional

'quality and acceptability along with the low cost make this meat

product suitable for government social programs.
Key words: Mechanically deboned poultry meat, animal blood,
nutritive meat product, animal subproduct.

La necesidad del consumo de proteina animal ha
incentivado la biisqueda de fuentes alternas, capaces de
ofrecer alimentos altamente proteicos con cualidades
organolépticas aceptables, de alli que las investigaciones
apunten hacia el desarrollo de nuevos productos no
convencionales para ser utilizados en la alimentacién humana
(3.4).

La carne de pollo deshuesada mecdnicamente (CPDM) y
la sangre animal, constituyen dos subproductos alimenticios
que se caracterizan por presentar un adecuado porcentaje de
proteinas de buena calidad. El alto contenido proteico (14,5%)
y proporcién balanceada de los aminodcidos esenciales que
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presenta la CPDM permiten predecir su elevado valor
biolégico, 1o que aunado a su relativo bajo costo en
comparacién con otras fuentes proteicas, ha incrementado
su consumo por parte de la poblacién (5,6).

La sangre animal contiene cerca de 18% de proteinas, por
lo que representa una fuente potencial de aminoacidos
esenciales; sin embargo, en los mataderos es desechada en su
mayor parte, desperdicidndose una importante fuente proteica,
a su vez que se convierte en un efluente altamente contaminante
(7). La utilizacién de la sangre en la formulacién de alimentos
es limitada debido al fuerte olor y sabor que imparte a los mismos
(7); por esta razon, la sangre es centrifugada obteniéndose el
plasma y paquete globular. El plasma no imparte olor ni sabor
alos productos; sin embargo, los glébulos rojos deben agregarse
de manera controlada para evitar serias modificaciones en las
caracteristicas organolépticas de los alimentos. El plasma y los
glébulos poseen propiedades funcionales favorables para su
utilizacién en la industria de los alimentos, tales como
solubilidad, gelificaci6n, emulsificacién, asi como también alta
capacidad de retencién de agua (7,8). En la formulacién de
productos cdrnicos algunas de estas caracteristicas son
aprovechadas para aumentar el porcentaje de rendimiento y
estabilidad del producto final (9-11).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la calidad
nutricional y aceptabilidad de un producto cdrnico tipo
embutido formulado con CPDM, plasma y glébulos rojos de
bovino como principales ingredientes, a fin de ser propuesto
como alternativa nutricional para los programas de
alimentacién escolar.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de la materia prima
La CPDM se obtuvo de una Industria Procesadora de pollo
del Estado Zulia. La empresa produce la CPDM a partir de

una combinacién de subproductos tales como cuellos,”

espinazos y otras partes del pollo golpeadas o maltratadas,
procesadas en una maquina deshuesadora Beehive modelo
RSCT-02RA. Posteriormente, la CPDM producida se
subdividié en porciones de 1 kg empacadas en bolsas de
pléstico y colocadas en tiineles de congelacion, durante 16 h
a 24 h. La CPDM fue seleccionada al azar y transportada al
laboratorio bajo condiciones de refrigeraciéon para la
elaboracién del producto carnico.

La sangre de bovino se obtuvo de un matadero del Estado
Zulia, Venezuela, la cual fue recolectada en envases pldsticos
limpios que contenian 100 mL de una solucién de
tripolifosfato de sodio al 2% p/v por cada litro de sangre (8).
Posteriormente, fue transportada bajo condiciones de
refrigeracién al laboratorio de investigacién (5°C), donde se
separ6 en plasma y paquete globular en una centrifuga marca
International modelo K6998M23 a 2500 rpm por 25 min. El

resto de los ingredientes fue obtenido de diferentes expendios
de comida de la ciudad de Maracaibo, Estado Zulia.

Elaboracion del producto carnico

Los ingredientes utilizados en la formulacién del producto
carnico (Tabla 1) fueron ajustados hasta obtener una emulsién
estable con un contenido entre el 10% y 11% de proteinas,
basados en experimentos previos realizados por Benitez et
al. (12). La CPDM, el plasma y los gl6bulos rojos de bovino
fueron mezclados con las sales cloruro de sodio y
tripolifosfato de sodio en una licuadora industrial marca
ELECTROMASTER. Seguidamente, se adicioné el resto de
los ingredientes (harina de trigo, especias y azicar) hasta
obtener una consistencia homogénea. Durante este proceso,
la temperatura se mantuvo por debajo de 10°C. La mezcla
fue embutida en tripas artificiales de 12 cm de didmetro y
cocidas a vapor (90°C) hasta alcanzar una temperatura interna
de 70°C. Posteriormente, el producto fue rociado con agua a

_temperatura ambiente por 15 min y refrigerado a 5°C durante

24 h. El rendimiento del producto se calcul§ por diferencia
de peso antes y después del cocimiento.

TABLA 1
Ingredientes utilizados en la formulacién

del producto cdrnico

Ingredientes g/100 g
CPDM 40,0
Plasma de bovino 40,0
Glébulos rojos de bovino 3,0
Harina de trigo 12,0
Cloruro de sodio 2,0
Especias 1.5
Azicar 1.5
Mezcla Total 100

Analisis quimico

En un periodo de 5 meses se elaboré un total de 50
productos cérnicos de aproximadamente 320 g, cada uno de
los cuales se tritur6 por separado en un procesador de
alimentos marca Oster, hasta obtener una mezcla homogénea,
posteriormente se determiné a cada producto el contenido
de proteina, grasa, humedad y cenizas siguiendo la
metodologia propuesta por la AOAC (13).

Las determinaciones de hierro y calcio se realizaron
empleando la técnica instrumental de Espectrofotometria de
Absorcién Atémica con Llama, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Granadillo et al. (14). Previo al anilisis
espectrofotométrico, las muestras fueron sometidas a un
proceso de mineralizacién, empleando reactores de alta
presiéon PAR, modelo 4782, irradiados en un horno de
microondas CEM, modelo MDS 81D. Se colocé una alicuota
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de las muestras (40 mg, aproximadamente) y 2,5 mL de 4cido
nitrico concentrado en una cédpsula de teflén, la cual fue
cerrada e introducida en una carcaza transparente a la
microondas. El sistema se irradié por 70 seg al 100% de
potencia (600 MHz). Los recipientes se enfriaron por 3 h y
se aforaron a 25 mL. Para el anilisis, se dispuso de un
espectrofotémetro de absorcion atémica de llama marca
Perkin-Elmer Modelo 460, con llama de aire/acetileno y
fuente de luz proporcionada por una ldmpara de catodo hueco
especifica para cada metal. Las condiciones instrumentales
usadas para la determinacién de estos metales fueron: para
el hierro 248,3 nm de longitud de onda; 0,2 nm de banda
espectral; 1,0 L/min de flujo de aire y 1,0 L/min de flujo de
acetileno, y para el calcio: 422,7 nm de longitud de onda;
0,7 nm de banda espectral; 1,0 L/min de flujo de aire y 1,0
L/min de flujo de acetileno.

El contenido de aminodcidos fue determinado por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Las
muestras fueron sometidas a un proceso de hidrolisis 4dcida con
HCI1 6 N en estufa a 120°C por un lapso de 22 h. Posteriormente,
se llevé a cabo una derivatizaci6n pre-columna con una solucién
fluorescente de OPA (Orthoptalaldehyde), al momento de la
inyecci6n (15). Para el andlisis se dispuso de un equipo de
HPLC marca SHIMADZU, acoplado a un sistema controlador
modelo SCL-6B, dos bombas de alta presién modelo LC-6A
con camara mezcladora de solventes, un inyector automatico
modelo SIL-6B programado para inyectar 20 uL. de muestra,
un horno para columna modelo CTO-6A y un detector de
fluorescencia FLD-6A a una longitud de onda de 350 nm para
la excitacién y 450-800 nm para captar la fluorescencia emitida
por los aminoacidos. El detector fue acoplado a una
computadora marca Epson Action Tower 8000 Con Software
Shimadzu Class-VPTM, versién 4,2. La columna
cromatogréfica empleada fue de C-18 Altex Ultrasphere ODS
de 15 cm de jungitud y 4,6 nm de didmetro interno y particulas
de silica esférica de 5 pm. Se utiliz6 como fase mévil un
gradiente binario (16).

Valoracién biolégica

La calidad nutricional de la proteina del alimento se midié
en forma de Digestibilidad Aparente e Indice de Eficiencia
Proteica (PER) segiin la metodologfa propuesta por la AOAC
(13). Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
de 20-23 dfas de edad, las cuales se alojaron en jaulas
individuales (12 horas luz/12 horas oscuridad) a temperatura
ambiente. Antes de iniciar la investigacién los animales fueron
sometidos a un periodo de aclimatacién de tres dias bajo las
mismas condiciones ambientales de temperatura, aire e
iluminacién. La dieta y el agua fueron proporcionadas ad
libitum durante la experimentacién, controlando a diario la
cantidad de alimento consumido, asi como el peso de los
animales y la cantidad en gramos de heces excretadas.

Evaluacién de la aceptabilidad

Se empleé un panel de degustacién no entrenado,
constituido por 277 nifios de ambos sexos y en edades
comprendidas entre 6 afios y 12 afios, los cuales fueron
seleccionados al azar de dos Escuelas de la ciudad de
Maracaibo, Estado Zulia. Se evalué el sabor, color y olor del
alimento. El producto fue degustado por los nifios a las 10:00
AM (una hora después del receso) a una temperatura de
40°C, en porciones de aproximadamente 4 gramos. Se orienté
a cada nifio de manera individualizada para que expresara su
opinién en relacién a los pardmetros de interés. Para la
recoleccién de los datos se emple6 un instrumento disefiado
en forma sencilla y con un vocabulario simple, en el cual,
los nifios en forma dirigida respondieron con una equis (X)
aquella alternativa que reflejé mejor su opinién sobre los
pardmetros evaluados. Los nifios de menor edad que tenian
dificultad en la lectura y comprensi6n del instrumento fueron
asistidos al momento de responder el mismo. La escala para
la evaluacién del producto fue la siguiente: me gusta mucho,
me gusta, me es indiferente, me gusta poco y no me gusta.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados
usando el Programa SAS PROC GLM (17). Los valores de
media y desviacién estdndar fueron obtenidos utilizando el
diagrama de cajas y lineas como técnica exploratoria de
anilisis de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra el rendimiento y la composicién
quimica del producto carnico formulado. El alimento present6
un alto rendimiento (96,0%), lo que puede ser atribuido a la
capacidad de las protefnas miofibrilares presentes en la
CPDM vy de las proteinas sanguineas de bovino de ligar o

-atrapar un alto porcentaje de grasa y agua (18).

TABLA 2
Rendimiento y composicién quimica del producto cdrnico

Parametros Resultados *
Rendimiento 96,0 £1,07
Proteina 10,7 £ 0,43

Grasa 44+120

Humedad 68,6 £ 1,56

Cenizas 2,9+0,57

Hierro** 4,9 +0,50

Calcio** 46,6 + 1,21

n=50

* Expresados como porcentaje (+ SD) del componente en relacién
al total de muestra hiimeda.

** mg/100 g (muestra himeda).
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Las proteinas cumplen funciones diversas, participando
en todos los procesos biolégicos y constituyendo las
estructuras fundamentales en los seres vivos; de este modo,
se ha propuesto que las proteinas deben aportar en la dieta
entre el 9% y 14% del total de calorias, siendo deseable que
un tercio de las mismas sean de origen animal (1). El producto
carnico posee un 10,7% de proteinas, por lo que 100 g del
mismo proporcionaria entre el 13,32% y el 21,32% de los
requerimientos proteicos diarios para nifios entre 7 afios y 12
afios (2).

Las grasas son fuentes de energia itil para aumentar la
densidad caldrica de la dieta (1); sin embargo, es importante
cuidar el consumo excesivo de las mismas, ya que evidencias
epidemiolégicas han demostrado que una ingesta de grasa
superior al 30% de las calorias totales podria influir en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (19). El producto
aporta un bajo porcentaje de este componente (4,4 %).

Los valores de hierro y calcio fueron de 4,9 mg/100g y
46,6 mg/100g, respectivamente. El contenido de hierro
obtenido en el producto, proviene principalmente de la
hemoglobina de la sangre animal y de la CPDM,; ésta udltima
presenta un alto contenido de hierro debido a la presencia en
la misma de pigmentos hemo liberados de la médula ésea y
otros fluidos 6seos como resultado de la presion ejercida por
la mdquina deshuesadora sobre los huesos durante su
obtencién (20). De acuerdo a los resultados obtenidos, 100 g
del producto aportan entre el 35,28 % y el 61,75 % de los
requerimientos diarios de este mineral para escolares entre 7
afios y 12 afios (2), por lo que puede ser considerado como
un excelente vehiculo para la prevencién de la anemia por
deficiencia de hierro. El contenido de calcio del producto
cérnico se atribuye principalmente a la CPDM debido a que
en su obtencidn, astillas de hueso penetran a la misma
provocando de esta manera el incremento en el contenido de
este mineral (20). s

La Tabla 3 muestra el perfil de aminoicidos esenciales
del producto cédrnico. Al comparar los valores obtenidos con
los requerimientos diarios de aminodacidos esenciales
recomendados por la Food Agriculture Organization/World
Health Organization/United Nations University (FAO/WHO/
UNU) (21) para niiios en edad escolar, se observa que los
aminodcidos esenciales estudiados se encuentran por encima
de los valores de referencia, a excepcién de la metionina; sin
embargo, es importante destacar, que aunque se vea reflejado
un nivel inferjor de este aminodcido al propuesto por 1a FAO/
WHO/UNU (21), la comparacién no es valida, puesto que
estas instituciones reportan valores obtenidos por la sumatoria
de los aminoécidos azufrados (metionina + cisteina). La
adecuada proporcion de los aminodcidos esenciales en el
alimento formulado, puede deberse al efecto de
complementariedad existente entre las proteinas utilizadas
en su formulacién; si bien la metionina y la isoleucina son
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aminodcidos limitantes en la proteina sanguinea de boving
(22), al mezclarse con las protefnas de la CPDM se corrige
su deficiencia. Archile et al. (6), sefialan que las proteinas
de la CPDM presentan todos los aminoécidos esenciales en
una proporcién adecuada para satisfacer los requerimientos
nutricionales.

TABLA 3
Perfil de aminodcidos esenciales del producto cdrnico
Aminoécidos ** Producto FAO/WHO/UNU
cdrnico Niiios en edad escolar
(6-12 afios)

Isoleucina 83 2.8

Leucina 7,1 4,4

Lisina 9,7 44
Metionina 1,8 2,2%%%
Fenilalanina + Tirosina 8,2 2.2
Treonina 44 2,8

"Valina 30 2.5
Histidina 7.9 1,9
Tript6fano ND ND

* FAO/WHO/UNU(21)

** o/100 g de proteina.

*** Sumatoria de metionina m4s cisteina.
ND: No determinado

La Tabla 4 muestra los valores de digestibilidad aparente
y PER del producto estudiado. De acuerdo con los resuitados
obtenidos, las proteinas del alimento formulado son altamente
digeribles con un 92,40 % de digestibilidad. Algunos autores
han reportado valores de digestibilidad aparente de 91,2% y
90,8% para la harina de sangre (23), mientras que otros han
reportado una digestibilidad in vitro de 92% para las proteinas
del plasma dializado y un 83% para el plasma no dializado
(24). El PER obtenido revela que los animales ganaron 2,18
g de peso por cada gramo de proteina ingerida, lo que
confirma que las proteinas utilizadas en la formulacién del
producto son capaces de favorecer y sustentar el crecimiento
de animales jévenes. MacNeil et al. (25), evaluaron la calidad
nutricional de la CPDM, reportando valores de PER de 2,47
a 2,65; en tanto, que Babji et al. (26) al determinar el PER
de las protefnas de la CPDM en ratas j6venes, obtuvieron un
valor de 2,34. Con relacién a las proteinas sanguineas
animales, Young y Lyon (27) estudiaron el valor nutricional
de la globina y de las proteinas plasmaéticas de la sangre de
bovino, los reportes indicaron un PER bajo, el cual fue
mejorado al suplementar con isoleucina. Céser et al. (23), a
su vez seialan la ganancia de peso en animales alimentados
con harina de sangre suplementada con isoleucina,
obteniendo un PER de 2,60. En este caso lamezcla de CPDM
con plasma y glubulos rojos, produjo niveles de isoleucina
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lo suficientemente altos como para no seguir siendo
considerando como aminodcido limitante.

TABLA 4
Valor biolégico de la proteina del producto carnico medido
como Digestibilidad Aparente y PER

92,40
2,18

Digestibilidad Aparente
PER

Al analizar los resultados de ia prueba de aceptabilidad
del producto (Tabla 5) realizada a los 277 nifios, se obtuvo
un 91,3% de aceptabilidad en cuanto al sabor del producto
sumando las categorias me gusta mucho y me gusta, un 8§1,2%
de aceptabilidad del color para las mismas categorias y un
92,4 % para el olor, indicando estos resultados la buena
aceptacién del producto cédrnico formulado por parte de la
poblacién escolar participante. El color del embutido fue el
pardmetro que presentd la menor aceptabilidad. Esto pudo
deberse a la ausencia de nitritos en la formulacién del
alimento, el cual es el responsable del desarrollo del color
rosado caracteristico de los productos carnicos curados (28);
sin embargo, debido a que estudios realizados en animales
han demostrado un efecto carcinogénico de los nitritos, en
donde sus precursores pueden causar toxicidad en humanos,
particularmente en nifios (29), se decidié no incluir este
aditivo en la formulacidn, resguardando de esta forma la salud
de los nifios a quienes va dirigido este producto.

TABLA 5
Evaluacién sensorial del producto carnico

Categoria Sabor Porcentaje Color Porcentaje Olor Porcentaje
Me gusta mucho 232 83,7 198 71,5 230 83,0
Me gusta 21 7,6 27 9.7 26 9.4
Me es indiferente 3 1,1 12 43 0 0

Me gustapoco 8 2,9 26 9,4 5 1,8
No me gusta 13 4,7 14 51 16 5.8
Total 277 100 277 100 271 100

La cantidad y valor biolégico de la proteina, asf como el
aporte de micronutrientes del producto carnico formulado,
confirman su alta calidad nutricional. A su vez, el producto
presenta un elevado porcentaje de aceptabilidad lo que lo
convierte en un alimento alternativo para su inclusién en
programas de intervencién nutricional. Se recomienda realizar
ensayos de biodisponibilidad del hierro presente en el
producto, y de esta forma estudiar la posibilidad de su
administracién a una poblacién escolar a fin de evaluar su
efecto sobre los pardmetros hematolégicos y bioquimicos de
¢scolares con anemia ferropénica.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

En 1950 el Instituto Nacional de Nutricién de Venezuela edita
su revista Archivos Venezolanos de Nutricién la cual en 1965 es
donada a la recién creada Sociedad Latinoamericana de Nutricién,
SLAN, para convertirse en su érgano oficial de divulgacién Archivos
Latinoamericanos de Nutricién, ALAN.

ALAN acoge en sus péginas trabajos de revision, editoriales,
conferencias y simposia y trabajos cientificos originales sobre temas
relacionados con alimentacién y nutricion, entre ellos, ciencia y
tecnologfa de alimentos, nutricién humana y animal, bioqufmica
nutricional aplicada, nutricién clinica y comunitaria, educacin en
nutricién y microbiologia de alimentos.

Todos los articulos que se publican pasan por un proceso de
arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace responsable de
1os conceptos emitidos en los articulos aceptados para ser publicados
y ser reserva el derecho de no publicar los originales que no se
ajusten a los lineamientos de la revista. No se devolverén originales
ni se mantendrd correspondencia sobre aquellos que no sean
publicados. ALAN se reserva los derechos de reproduccioén de los
articulos seleccionados.

ALAN se acoge a las normas de los requisitos uniformes del
Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (CIDRM),
también conocido como el Grupo de Vancouver, en su quinta edicién
(1997) de los requisitos uniformes para preparar los manuscritos
enviados a revistas biomédicas (1). A continuacién se reproduce
esia publicacién y se afiaden algunas recomendaciones especificas,
para ALAN.

“Requisitos para la presentacion de manuscritos
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

- Todas las partes del manuscrito estardn a doble espacio.

- Cada seccién o componente comenzard en pagina nueva.

- Revise la secuencia: p4gina del titulo, resumen y palabras
clave, texto agradecimientos, referencias, cuadros (cada uno
en pagina aparte), pies e epigrafes de las ilustraciones.

- Las ilustraciones se presentaran en forma de impresiones
fotograficas sin tomar, y no deberdn exceder de 203 x 254
mm.

- Incluya la autorizacién para reproducir material publicado
con anterioridad o para usar ilustraciones en las que se pueda
identificar a los sujetos humanos.

- Adjunte la transferencia de los derechos de autor y otros
formularios.

- Presente el nimero exigido de copias impresas del articulo
(ALAN exige original y 3 copias).

- Guarde copias de todo lo que envie.

‘ Preparacion del manuscrito

El texto de los articulos de observacién y experimentales se
divide generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que llevan
estos encabezamientos: introduccién. métodos, resultados y
discusion. En los articulos largos puede ser necesario agregar
subtitulos dentro de estas secciones, sobre todo en las de resultados
y discusidn, a fin de hacer miés claro el contenido. Es probable que
otro tipo de articulos -como los informes de casos, las revisiones y
los editoriales- exijan otra estructura. Para mayor orientacién, los
autores deberdn consultar la revista en la que pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x
280 mm o de la medida estindar 1ISO A4 (212 x 297 mm), con
margenes de por lo menos 25mm (ALAN prefiere la medida de
216 x 280 mm). Escribasc o imprimase solamente sobre una cara
del papel. Utilicese doble espacio a lo largo de todo el manuscrito,
incluido la pagina del titulo, el resumen, el texto los
agradecimientos, las referencias, cada uno de los cuadros y los
pies o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las paginas en
forma consecutiva, empezando por las del titulo. Sobre el &ngulo
superior o inferior derecho de cada pagina anétese el nimero que
le corresponde.

Pagina del titulo

La primera pagina contendra: 1) el titulo del articulo, que serd
conciso pero informativo: 2) nombre de pila preferido y apellidos
de cada autor, acompaiados de sus grados académicos més
importantes y su afiliacién institucional; 3) nombre del
departamento o departamentos y la institucién o instituciones a 1os
que se debe atribuir el trabajo; 4) declaraciones de descargo de
responsabilidad, si las hay; 5) nombre y direccién del autor que se
ocupar de la correspondencia relativa al manuscrito; 6) nombre y
direccidn del autor a quien se dirigiran las solicitudes de separatas.
o nota informativa de que los autores no las proporcionaran; 7)
procedencia del apoyo recibido en forma de subvenciones. equipo.
medicamentos o todo ello; y 8) titulo abreviado (titulillo) que no
pase de 40 pulsaciones (contando caracteres y espacios), el cual s¢
colocars, debidamente identificado como tal, en la tltima linea de
la pégina inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores habrén de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autorfa. Cada autor

(1) Requisitos uniformes para preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas. Rev Panam Salud Piblica. Pan-Am J Pub Health. 1998;3(3):188-
1998.
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debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad piblica por su contenido. Para concederle a alguien
¢l crédito de autor, hay que basarse tnicamente en su contribucién
esencial por lo que se refiere a los siguientes aspectos: 1) la
concepcidn y el disefio o bien el andlisis y la interpretacién de los
datos; 2) la redaccién del articulo o la revisién critica de una parte
importante de su contenido intelectual; y 3) la aprobacién final de
la versién que serd publicada. Las tres condiciones tendrdn que
cumplirse siempre. La participacién que consiste meramentc en
conseguir financiamiento o recoger datos no justifica el crédito de
autor. Tampoco basta con ejercer la supervisién general del grupo
de investigacién. Toda parte del articulo que sea decisiva con
respecto a las conclusiones principales debera ser responsabilidad
de por lo menos uno de los.autores. Los directores de revistas podrdn
solicitar a los autores que describan la contribucién de cada uno;
esa informaci6n puede ser publicada.

Cada vez es mas comiin que los ensayos multicéntricos se
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo
que sean designados como autores, ya sea en la linea destinada al
nombre de los autores a continuacién del titulo o en una nota a pie
de pagina, deberdn cumplir plenamente con los requisitos de
requisitos de autoria recién sefialados. Los miembros del grupo que
no cumplan con dichos criterios serdn mencionados, con su
autorizacién, en la seccién de agradecimientos o en un apéndice
(véase “‘Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar una decisién
conjunta de estos. Como los autores se suelen enumerar de distintas
maneras, €l significado del orden en que aparecen no puede deducirse
con exactitud a menos que ellos mismos lo enuncien explicitamente.
Para tal efecto, tal vez deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicacién sobre el orden de enumeracién. Al decidir acerca de dicho
orden, los autores tendran presente que muchas revistas imponen un
limite al niimero de autores que figuran en el indice de materias y
que, cuando hay més de 25 autores, la Biblioteca Nacional de Medicina
de los Estados Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres de
los 24 primeros més el del dltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda p4gina incluird un resumen que no sobrepasard'las
250 palabras de extensién. En él indicaran los propésitos del estudio
oinvestigacién; los procedimientos basicos (seleccién de los sujetos
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de
observacién y anilisis); los hallazgos méds importantes
(proporci6nense datos especificos y, de ser posibles, su significacién
estadistica), y las conclusiones principales. Higase hincapi€ en los
aspectos nuevos € importantes del estudio o las observaciones.

A continuacién del resumen agréguense, debidamente rotuladas,
de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los indizadores
aclasificar el articulo, las cuales se publicardn junto con el resumen.
Utilicense para este prop6sito los términos de la lista “Medical
Subject Headings” (MeSH) [Encabezamientos de temas médicos)
del Index Medicus; en el caso de términos de reciente aparicién
que todavia no figuren en dicha lista, podran usarse las expresiones
corrientes. ALAN exige que todo trabajo deberd acompaiiarse de
un Resumen en inglés con sus palabras clave, “key words”, si el
trabajo original fuese en espafiol, portugués o francés. Si el trabajo
original es en inglés, el Resumen debe presentarse en espafiol,

igualmente con sus palabras clave.
Introduccién

Exprese ¢l propé6sito del articulo y resuma el fundamento légico
del estudio u observacién. Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que estd
dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se seleccionaron los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique la edad,
el sexo y otras caracteristicas importantes de los sujetos. La
definicién y la pertinencia de laraza o el grupo étnico son ambiguos.
Los autores deberdn ser particularmente cuidadosos con respecto
a usar estas categorfas.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y direccién del
fabricante entre paréntesis) y los procedimientos con detalles
suficientes para que otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos acreditados.
incluidos los de indole estadistica (véase mds adelante); dé
referencias y explique brevemente los métodos ya publicados pero
que no son bien conocidos; describa los métodos nuevos o que han
sido sustancialmente modificados, manifestando las razones por
las cuales se usaron y evaluando sus limitaciones. Identifique
exactamente todos los medicamentos y productos quimicos
utilizados. sin olvidar nombres genéricos, dosis y vias de
administracién. .

Los informes de ensayos clfnicos aleatorizados deberédn
presentar informaci6n sobre todos los elementos importantes del
estudio, como son el protocolo (poblacién de estudio,
intervenciones o exposiciones, resultados y el fundamento 16gico
del andlisis estadistico), asignacién de intervenciones (métodos
de aleatorizacion, ocultamiento de la asignacién a los grupos de
tratamiento) y método de enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revisién incluirdn
una seccién en la que se describan los métodos utilizados para
localizar, seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos
se mencionarin también en forma sindptica en ¢l resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos,
seiiale si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con
las normas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa
la experimentacién en seres humanos o con la Declaracién de
Helsinki de 1975, modificada en 1983. No utilice el nombre de los
pacientes, sus iniciales ni los cédigos hospitalarios, especialmente
en el material ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con
animales, mencione si se cumplieron las normas de la institucién,
las de un consejo nacional de investigaci6n o cualquier ley nacional
acerca del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadfsticos con detalles
suficientes para que el lector versado en el tema y que tenga acceso
a los datos originales pueda verificar los resultados presentados.
Siempre que sea posible, cuantifique los resultados y preséntelos
con indicadores apropiados de error o incertidumbre de la medicién
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(por ej., intervalos de confianza). No dependa exclusivamente de
las pruebas de comprobacién de hipétesis estadisticas, tales como
el uso de los valores P, que no transmiten informacién cuantitativa
importante. Analice la elegibilidad de los sujetos de
experimentacién. Proporcione los detalles del proceso de
aleatorizacién. Describa los medios utilizados para enmascarar las
observaciones (método ciego), indicando los resultados que dieron.
Informe sobre las complicaciones del tratamiento. Especifique el
nimero de observaciones. Mencione las pérdidas de sujetos de
observacién (por €j., las personas que abandonan un ensayo clinico).
Siempre que sea posible, las referencias sobre el disefio del estudio
y los métodos estadisticos utilizados serdn de trabajos vigentes
(indicando el nimero de las paginas), y no de los articulos originales
donde se describieron por vez primera. Especifique cualquier
programa de computacion de uso general que se haya empleado.
Las descripciones generales de los métodos utilizados deben
aparecer cn la seccion de métodos. Cuando resuma los datos en la
seccion de resultados, especifique los métodos estadisticos que se
emplearon para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y figuras
al minimo necesario para explicar el tema central del articulo y
para evaluar los datos en que se apoya. Use grificas en vez de
cuadros subdivididos en muchas partes; no duplique los datos en
las gréficas y los cuadros. Evite el uso no técnico de términos de la
estadistica, tales como «al azar» (que entrafia el empleo de un
método de aleatorizacién), «normal», «significativo»,
correlaciones» y «muestra». Defina los términos, las abreviaturas
y la mayor parte de los simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los
resultados siguiendo una secuencia l6gica. No repita en el texto
todos los datos de los cuadros ni de las ilustraciones; destaque o
resuma tan solo las observaciones importantes.
Discusién

Haga hincapié en los aspectos nuevos e importantes del estudio

y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con -

pormenores los datos u otra informacién ya presentados en las
secciones de introduccién y de resultados. Explique en la seccién
de discusién el significado de los hallazgos y sus limitaciones,
incluidas sus implicaciones para la investigacion futura. Relacione
las observaciones con otros estudios pertinentes.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los objetivos del
estudio, pero absténgase de hacer afirmaciones generales y extraer
conclusiones que no estén completamente respaldadas por los datos.
En particular, los autores evitardn hacer afirmaciones sobre los
beneficios y los costos econémicos, a menos que su manuscrito
incluya datos y andlisis econémicos. No reclame ningiin tipo de
precedencia ni mencione trabajos que no estén terminados.
Proponga nuevas hipétesis cuando haya justificacién para ello, pero
identificAndolas claramente como tales. Cuando sea apropiado,
puede incluir recomendaciones.

Agradecimientos

Enun lugar adecuado del articulo (como nota al pie de la primera

pagina o como apéndice del texto; véanse los requisitos de la revista)
uno o varios enunciados especificardn lo siguiente: 1) |
colaboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican |
autorfa, tales como el apoyo general del jefe del departamento; 2)
el reconocimiento por la ayuda técnica recibida; 3) g
agradecimiento por el apoyo financiero y material. especificandg
la indole del mismo; y 4) las relaciones que puedan suscitar up
conflicto de intereses (véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en el articulg
pero cuya participacién no justifica la autorfa pueden ser citadas
por su nombre, aftadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por
ejemplo, «asesoramiento cientifico», «examen critico de la
propuesta para el estudio», «recoleccién de los datos» o
«participacién en el ensayo clinico». Estas personas tendran que
conceder su permiso para ser-nombradas. Los autores se
responsabilizardn de obtener la autorizacién por escrito de las
personas mencionadas por su nombre en los agradecimientos, pues
los lectores pueden inferir que estas respaldan los datos y las
conclusiones.

E! reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurard en un
parrafo separado de los testimonios de gratitud por otras
contribuciones.

Referencias

Numere las referencias consecutivamente siguiendo el orden
en que se mencionan por primera vez en el texto. En este, en los
cuadros y en los pies o epigrafes de las ilustraciones, las referencias
se identificaran mediante nimeros ardbigos entre paréntesis. Las
referencias citadas solamente en cuadros o ilustraciones se
numerarén siguiendo una secuencia que se establecera por la primera
mencién que se haga en el texto de ese cuadro o esa figura en
particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante,
los cuales estdn basados en el formato que la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abrevie
los titulos de las revistas de conformidad con el estilo utilizado en
dichfpublicaci(’m. Consulte la List of Journals Indexed in Index
Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus], que se
publica anualmente como parte del nimero de enero y como
separata. La lista se puede obtener asimismo én el sitio que la
biblioteca mantiene en la World Wide Web (http://
www.nlm.nih.gov).

Absténgase de utilizar los resimenes como referencias. Las
referencias a articulos que han sido aceptados pero que todavia no
se publican se designardn como «en prensa» 0 «de préxima
aparicién»; los autores obtendrén por escrito el permiso para citar
dichos articulos y también la verificacién de que han sido aceptados
para publicacién. La informacién proveniente de manuscritos
presentados para publicacién pero aiin no aceptados se citar en el
texto como «observaciones inéditas», con el permiso
correspondiente de la fuente.

No cite una «comunicacién personal» a menos que aporte
informacidn esencial que no pueda obtenerse de una fuente piblica;
en ese caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién
aparecerdn entre paréntesis en el texto. En el caso de articulos
cientificos, los autores deberdn obtener el permiso de la fuente ¥
su confirmaci6n de la exactitud de 1a comunicacién personal, ambos
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por escrito. Los autores verificardn las referencias cotejdndolas
contra los documentos originales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de Vancouver) se
pasa en gran medida en una norma de estilo ANSI adaptada por la
Biblioteca Nacional de Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado notas cuando el estilo
de Vancouver difiere del estilo que actualmente utiliza la NLM.

Articulos de revista
1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y aflada la expresion «et al.»
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay mas de 25,
enumera los primeros 24, continuacién el diltimo autor y luego agrega
«et al.»)

Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996 Jun 1:124(11):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginacién continua a lo largo de un
volumen (como hacen muchas revistas médicas), se pueden omitir
el mes y el nimero.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los ejemplos que se
presentan en los requisitos uniformes se aplica esta opcién. La
NLM, sin embargo. no usa dicha opci6n.)

Vega KJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

Mas de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E,
et al. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-
up. BrJ Cancer 1996;73:1006-12.

2.. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994:84:15.

4. Articulo en idioma extranjero (2)

(Nota: La NLM traduce el titulo al inglés, 1o encierra entre corchetes
y le agrega la abreviatura correspondiente al idioma original.)

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral infrapatellar
seneruptur hos tidligere frisk kvinne. Tidsskr Nor Laegeforen 1996;
116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM. Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity
and occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994;102
Suppl 1:275-82.

6. Suplemento de un nimero

Payne DK. Sullivan MD, Massie Mj. Women's psychological
reactions to breast cancer. Semin Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in
non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem
1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un nimero

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap
lacerations of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994;107(986
Pt 1):377-8.

9. Niimero sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle
arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin nimero ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient
and the effects of blood transfusion on antitumor responsos. Curr
Opin Gen Surg 1993:325-33.

11. Paginacion en nimeros romanos

Fisher GA. Sikic BI. Drug resistance in clinical oncology and
hematology. Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995
Apr;9(2):xi-xii.

12. Indicacién del tipo de articulo, segiin corresponda
Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in Parkinson,s disease
[carta]. Lancet 1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus
nephropathy (HVN) [resumen]. Kidney Int 1992;42:1285.

13. Articulo que contiene una retractacion

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. Ceruloplasmin

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aqui en relacion con el idioma
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliografica se han trasladado
directamente del original, sin adaptarlos (N. Del t.).
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gene defect associated with epilepsy in EL mice [retractacién de
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. En: Nat Genet
1994:6:426-31]. Nat Genet 1995;11: 104.

14. Articulo retirado por retractacion

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP gene expression
during mouse development [retirado por retractacién en Invest
Ophthalmol Vis Sci 1994:;35:3127]. Invest Ophthalmol Vis Sci
1994;35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas
Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symptomatic patients
following inguinal hernia repair [se publica una fe de erratas en
West J Med 1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.
Libros y otras monografias

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver indicaba,
incorrectamente, que entre la editorial y la fecha debia ir una coma
en vez de punto y coma, como debe ser.)

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership. skills for
nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

17. Directores (“editores”), compiladores como autores

Norinan 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

18. Organizacién como autor y editorial

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington: The Institute; 1992.

19. Capitulo de libro

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver prescribia el uso
de dos puntos en vez de la letra p antes de las pdginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. En: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and
management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p. 465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiology, Proceedings of the 10th International Congress
of EMG and Clinical Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto,
Japan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Articulo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement of data protection, privacy

and security in medical informatics. En: Lun KC, Degoulet P,
Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of
the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10;
Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-
5.

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la.institucién financiadora o patrocinadora:

Smith P. Golladay K. Paymént for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report. Dallas (TX):
Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation
and Inspections; 1994 Oct. Report No.: HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucién ejecutora:

Field Mjl] Tranquada RE, Feasley JC, editors. Health services
research: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access
and utilization [tesis doctoral]. St. Louis (MO): Washington Univ.:
1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors; Novoste Corporation,
titular. Methods for procedures related to the electrophysiology of
the heart. US patent 5.529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados

25. Articulo de periddico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates
50,000 admissions annually. The Washington Post 1996 Jun 21;
Sect. A:3 (col. 5).

26. Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette]. St. Louis
(MO): Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

Ley publica:
Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L. No. 103-183, 107
Stat. 2226 (Dec. 14, 1993). )

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong..
I st Sess. (1995).

Cddigo de normas federales:
Informed Consent, 42 C.ER. Sect. 441.257 (1995).
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Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s Emergency
Rooms: Hearings Before the Subcomm. on Human Resources and
Intergovernmental Relations of the House Comm. on Goverment
Operations, 103rd Cong., Ist Sess. (May 26,1993).

28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population, 1990
[mapa demogréfico]. Raleigh: North Carolina Dept. of Environment,
Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI):
Zondervan Publishing House; 1995. Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes

Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras clésicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete works
of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos

32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en
preparacién» [forthcoming] porque no todos se publicardn

impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl
J Med. En prensa 1996.

Material en soporte electrénico

33. Articulo de revista en formato electrbnico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis [publicacién peri6dica en linea] 1995 jan-mar [citada
1996 jun 51;1(1):{24 pantallas). Se consigue en: URL: http://
www.cdc.gov/ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electrénico

CDI, clinical dermatology illustrated [monografia en CD-ROM].
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers. 2nd
ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

35. Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [programa

de computadora]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized
Educational Systems; 1993.
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Cuadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en
hoja aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones
fotograficas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en
que se citan por primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a
cada uno. Cada columna llevard un encabezamiento corto o
abreviado. Las explicaciones irdn como notas al pie y no en el
encabezamiento. En las notas al pie se explicardn todas las
abreviaturas no usuales empleadas en cada cuadro. Como llamadas
para las notas al pie, utilicense los simbolos siguientes en la
secuencia que se indica: *, T, §, I, **, 11, £i..

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales como
la desviacion estdndar y el error estdndar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros. Cerciérese de que cada cuadro aparezca citado en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenientes de otra
fuente, obtenga la autorizacién necesaria para reproducirlos y
conceda el reconocimiento cabal que corresponde. Incluir un
niimero excesivo de cuadros en relacién con la extensién del texto
puede ocasionar dificultades al confeccionar las paginas. Examine
varios niimeros recientes de la revista a la que plan€a presentar el
articulo y calcule cuintos cuadros pueden incluirse por cada millar
de palabras de texto. Al aceptar un articulo, el director podrd
recomendar que los cuadros suplementarios que contienen datos
de respaldo importantes, pero que son muy €xtensos para
publicarlos, queden depositados en un servicio de archivo, como
el Servicio Nacional de Publicaciones Auxiliares en los Estados
Unidos, o que sean proporcionados por los autores a quien lo
solicite. En tal caso, se agregard en el texto la nota informativa
necesaria. Dichos cuadros se presentardn junto con el articulo
para su consideracion.

Ilustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por la revista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en forma
profesional; no se aceptardn los letreros trazados a mano o con
mdgquina de cscribir. En lugar de los dibujos, radiografias y otros
materiales de ilustracién originales, envie impresiones fotograficas
en blanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado y que midan
127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm. Las letras, mimeros
y simbolos serdn claros y uniformes en todas las ilustraciones;
tendrdn, ademds, un tamaiio suficiente para que sigan siendo
legibles incluso después de la reduccion necesaria para publicarlos.
Los titulos y las explicaciones detalladas se incluirdn en los pies o
epigrafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el nimero de la figura, el nombre del autor y cudl es la
parte superior de la misma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para papel, pues quedan
marcadas. Las figuras no se doblardn ni se montarén sobre cartén.

Las fotomicrografias incluirdn en si mismas un indicador de la
escala. Los simbolos, flechas y letras usados en estas deberdn
contrastar claramente con el fondo.

Si se usan fotograffas de personas, estas no deberan ser
identificables: de lo contrario, habrd que anexar un permiso por
escrito para poder utilizarlas.
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Las figuras se numeraran en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocera la fuente original y se presentard la autorizacién por
escrito que el titular de los derechos de autor concede para
reproducirla. Este permiso es necesario, independientemente de
quién sea el autor o la editorial; la Unica salvedad son los
documentos considerados como de dominio puiblico.

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiaran o
imprimirdn a doble espacio, comenzando en hoja aparte e
identificdndolos con los mimeros arébigos correspondientes. Cuando
se utilicen simbolos, flechas, niimeros o letras para referirse a ciertas
partes de las ilustraciones, serd preciso identificar y aclarar el
significado de cada uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias
habra que explicar la escala y especificar el método de tincién.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresaran
en unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro,
etc.) O sus miiltiples y submuiltiplos.

Las temperaturas se consignardn en grados Celsius. Los valores
de presién arterial se indicardn en milimetros de mercurio.

Todos los valores hemiéticos y de quimica clinica se presentarin
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Sistema
Internacional de Unidades (SI). La redacci6n de la revista podrd
solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agreguen
unidades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice Unicamente abreviaturas corrientes. Evite las
abreviaturas en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera

- vez una abreviatura en el texto, iré precedida del término completo,

salvo si se trata de una unidad de medida comiin.
Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el nimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias y
las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartén para evitar que
las fotografias sc doblen. Meta las fotografias y transparencias en
su propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompafiados de una carta de envio
firmada por todos los coautores.
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Ipostel habilit6 para
aquellos usuarios que
les gusta navegar en el
mundo de la red, kios-
kos de internet, ubica-
dos en Altamira,
C.C.C.T y los Ruices,
los cuales disponen de
computadoras de fécil
acceso a todas
aquellas perso-
nas interesadas i
en explorar den-
tro del campo dei
la comunicacion.

AUTOMATIZACION
DE TAQUILLA

La automatizacion de taquillas
cuenta con modernos acceso-
rios como balanza electronica e
impresora de recibos; esta
permite mejorar la atenciéon en
las taquillas postales y simulta-
neamente establecer un control
eléctrico de los ingresos por
venta de servicios.

SEGURIDAD Y RASTREO
POR CODIGO DE BARRA

El Cddigo de barra permite
registrar los datos mas im-
portantes de los envios EMS
entrantes y salientes, este
sistema actualmente es utili-
zado a nivel internacional,
para envios EMS.
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