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Comparacion entre los niveles de prolactina de madres
en relactancia y madres con lactancia materna exclusiva

Isabel Cluet de Rodriguez, Maria del Rosario Rossell-Pineda, Thais Alvarez de Acosta, Rosanny Chirinos

Servicio Autonomo Hospital Universitario de Maracaibo. Universidad del Zulia. Maracaibo - Venezuela.
Postgrado de Puericultura y Pediatria. Universidad del Zulia. Maracaibo - Venezuela.

RESUMEN. Estudio no experimental, prospectivo, com-
parativo y longitudinal, realizado con el objetivo de com-
parar los niveles de prolactina en 15 madres (Grupo estudio)
con mas de dos semanas de haber suspendido la lactancia
materna y entrenadas para relactar segiin método recomen-
dado por Organizacion Mundial de la Salud: Estimulacion
del pezoén y del pecho, Técnica de chorrear y gotear y Ex-
traccion mecanica y manual y en 25 madres (grupo control)
que lactaban en forma exclusiva, cuyos hijos menores de
seis meses, fueron hospitalizados por diversas patologias,
en la Division Pediatrica del Servicio Autdnomo Hospital
Universitario de Maracaibo, desde noviembre 2010 a octu-
bre 2011. Las madres tuvieron entre 15 y 25 afos de edad
en ambos grupos (p=0,58); la causa principal del abandono
de la lactancia fue escasa produccion lactea (46,67%).El
tiempo de aparicion de la secrecion lactea fue de 6+1,60
dias.Los niveles de prolactina de madres del grupo estudio
en las primeras 24 horas del ingreso del lactante fue
35,58+18,04 ng/ml y en el grupo control 129,83+35,01
ng/ml, estadisticamente significativo (p=0,01). Iniciada la
secrecion lactea fue de 121,20+16,90 ng/ml, estadistica-
mente significativo (p=0,01) comparado con el valor inicial
del grupo estudio, pero al comparar con el grupo control
fue estadisticamente no significativo (p=0,13).Se concluye
que en este grupo de madres que abandonaron la lactancia,
una vez iniciada la relactacion presentaron un aumento sig-
nificativo de los niveles de prolactina, similares a los niveles
en madres lactando en forma exclusiva.

Palabras clave: Madres en relactacion, niveles de prolac-
tina, lactancia exclusiva.

INTRODUCCION

La alimentacion del lactante y del nifio menor de
dos afios es fundamental para mejorar la supervivencia
infantil y fomentar un crecimiento y desarrollo salu-
dables, reduciendo la morbilidad y la mortalidad, asi
como el riesgo de enfermedades crénicas. De hecho,
las practicas optimas de lactancia materna y alimenta-

SUMMARY. Comparison between levels of prolactin of
mother in relactation and exclusive breast feeding mo-
thers. Not experimental, prospective, comparative, and
longitudinal study conducted in order to compare the le-
vels of prolactin in 15 mothers (study group) with more
than two weeks of having suspended the breastfeeding,
and trained to relactate according to the method recom-
mended by World Health Organization: nipple and breast
stimulation, technique of dripping and drip and mechani-
cal and manual removal, and 25mothers (control group)
that breastfeeding exclusively, whose children less than
six months, were hospitalized with various diseases, in the
Division of Pediatric of University Hospital in Maracaibo,
from November 2010 to October 2011. The mothers had
between 15 and 25 years of age in both groups (p =0.58),
the main cause of the abandonment of breastfeeding was
insufficient milk production (46.67%). The time of occu-
rrence of milk secretion was 6+1.60 days. Prolactin levels
in the study group mothers in the first 24 hours of admis-
sion was 35.58+18.04 ng/ml, and in the control group
129.83+ 35.01 ng/ml, statistically significant (p=0.01). In-
itiated the milk secretion was 121.20+16.90 ng/ml, statis-
tically significant (p =0.01 compared to base line study
group, but when was compared to the control group was
not statistically significant (p =0.13). It concludes that in
this group of mothers who left nursing, once started relac-
tation had significantly higher prolactin levels, similar to
the levels in mothers exclusively breastfeeding.

Key words: Mother in relactation, prolactin levels, exclu-
sive breastfeeding

cion complementaria pueden salvar cada afio la vida
de 1,5 millones de menores de 5 afios. La Organiza-
cion Mundial de la Salud y el Fondo de las Naciones
Unidas para la Infancia UNICEF recomiendan el ini-
cio inmediato de la lactancia materna en la primera
hora de vida, lactancia exclusivamente materna du-
rante los primeros 6 meses de vida, introduccion de
alimentos complementarios seguros y nutricional-
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mente adecuados a partir de los 6 meses, continuando
la lactancia materna hasta los 2 afios o mas (1).

Aun asi, a muchos nifios se les interrumpe la ali-
mentacion al pecho en las primeras semanas o meses
y como resultado, tienen incrementado el riesgo de en-
fermedad, malnutricion y muerte. Sin embargo, la ali-
mentacion al pecho puede ser restablecida cuando la
produccién de leche ha disminuido, la lactancia ha
sido suspendida o no se ha podido iniciar en una mujer
que ha estado embarazada, este proceso es conocido
como relactancia, a diferencia de lalactancia inducida
que consiste en estimular la produccion de leche en
una mujer que no ha estado embarazada, como por
ejemplo, en una madre adoptiva (1,2). Entonces, la
relactancia surge como una posibilidad importante de
mejorar el pronostico en el manejo del nifio enfermo
y una excelente posibilidad de prevencion de la enfer-
medad en los pacientes pediatricos (1).

En relacion a las posibilidades de éxito en la re-
lactancia, estas son mayores cuando el tiempo trans-
currido después del parto es mas corto y existe una
menor involucion de la glandula mamaria. La técnica
se basa en estimular la produccion de leche mediante
la succidn frecuente del pezon y el vaciamiento ade-
cuado del pecho. La composicion de la leche obtenida
mediante relactacion no es diferente de la leche que se
produce en el puerperio (3).

La produccion de una cantidad suficiente de leche
para alimentar a un nifio requiere: Crecimiento de los
alvéolos secretorios en el tejido glandular de la mama,
secrecion de leche por las células de éstos, y vacia-
miento de la leche por el nifo,aspectos en donde la
prolactina desempefia un papel fundamental, ac-
tuando por lo general, junto con los estrégenos, la pro-
gesterona y otras hormonas, las cuales pueden
producirse en la placenta o en el ovario (4-6).

Se conoce que la prolactina se produce en respuesta
a la estimulacion del pezon y de la areola por la suc-
cion. Los impulsos nerviosos sensitivos provenientes
del pezon se conducen a la base del cerebro y hacen
que la parte anterior de la hipofisis la secrete. Igual-
mente, ésta también estimula a las células para produ-
cir proteinas lacteas y lactosa y a secretar leche siendo
la respuesta mayor durante la noche que durante
el dia (7-10). Sin embargo, también es efectiva la
expresion manual o mecanica de los pechos (11).

Asi mismo, las concentraciones de prolactina au-
mentan mucho durante el embarazo y alcanzan un ma-

ximo al finalizar, momento en el cual declinan, a menos
que la madre amamante al lactante. En mujeres que
amamantan, pueden aumentar 10 a 100 veces en los 30
minutos que siguen a la estimulacion. Esta respuesta
se hace menos pronunciada luego de varios meses de
alimentacion al seno materno y las concentraciones de
prolactina disminuyen (4,12). Al igual que todas las
otras hormonas de la parte anterior de la hipofisis, la
prolactina se secreta de una manera pulsatil. No obs-
tante, al contrario de otras hormonas hipofisarias, el
control hipotaldmico de la secrecion de prolactina es
predominantemente negativo. La prolactina no esti-
mula la sintesis y secrecion de hormonas en sus células
blanco, de este modo, no esta sujeta a retroalimentacion
por agentes sintetizados en la periferia. (13)

En la relactacion, el tiempo que se requiere para
que comience la produccion de leche materna varia
entre unos pocos dias y unas pocas semanas y es dificil
de predecir (14,15). Se describe que algunas mujeres
nunca producen suficiente cantidad de leche para es-
tablecer o restablecer la alimentacion exclusiva al
pecho, teniendo que complementar la alimentacion del
nifio con férmulas, pero otras consiguen un suministro
completo en pocos dias (15,16).

En Venezuela,la desnutricion es un grave problema
de salud que afecta a la mayoria de los nifios que ha-
bitan en las zonas menos favorecidas desde el punto
de vista socioecondmico, especialmente en los lactan-
tes, a pesar de existir programas de lactancia, el aban-
dono de la misma y el inicio de la alimentacion
complementaria con alimentos no adecuados es
comun en la poblacién infantil.

Tomando en cuenta el planteamiento anterior, en
la Unidad de Capacitacion para la Atencion Integrada
a las Enfermedades Prevalentes de la Infancia
(UCAIEPI) de la Emergencia de Pediatria del Servicio
Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo
(SAHUM), desde hace mas de un quinquenio se ha
implementado la relactancia como una estrategia para
apoyar a las madres que han abandonado la lactancia
materna, ya que un alto porcentaje de los nifios que
ingresan a esta Unidad, son destetados en forma pre-
coz, lo cual contribuye a elevar el indice de morbimor-
talidad infantil. En vista de que la relactancia es
practicamente del quehacer diario en la Unidad men-
cionada, se planted la realizacion de este trabajo con
el objetivo de determinar los niveles de prolactina en
madres que abandonaron la practica de lactancia y que
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actualmente se encuentran en relactacion, comparan-
dolos con los niveles de prolactina de madres de nifios
menores de seis meses que reciben lactancia materna
de forma exclusiva.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de tipo no experimental, pros-
pectivo, comparativo y longitudinal, para el cual se se-
leccion6 un total de 40 madres de nifios menores de
seis meses, de ambos géneros, que fueron hospitali-
zados por diversas patologias en la Division Pediatrica
del Servicio Autonomo Hospital Universitario de Ma-
racaibo. La muestra fue dividida en dos grupos, el
grupo estudio compuesto por 15 madres que habian
suspendido la lactancia materna y que fueron entre-
nadas para relactar y el grupo control conformado
por 25 madres que lactaban a sus hijos en forma ex-
clusiva. Dicho estudio fue realizado en el lapso com-
prendido de noviembre 2010 a septiembre del 2011.
Fueron excluidas aquellas madres que tuvieron menos
de 2 semanas sin lactar, madres con patologia mamaria
y con hijos mayores de 6 meses.

Para la recoleccion de datos se diseiid un instru-
mento, donde se incluyeron los siguientes indicadores
como: edad materna, edad del niflo, causa de abandono
de la lactancia materna, nimero de hijos y patologia de
ingreso del nifio, el tiempo que tenian las madres sin
lactar, el tiempo de aparicion de la secrecion lactea ini-
ciada la relactancia y los niveles de prolactina al ingreso
al estudio en ambos grupos de madres y al aparecer la
secrecion lactea en las madres del grupo estudio.

A todas las madres se les solicit6 el consentimiento
informado al ingreso del nifio al hospital. Para la de-
terminacion de prolactina se extrajeron 5cc de sangre
periférica recolectada en tubos de ensayo Vacutainer®
y fue procesada en la seccion de hormonas del Labo-
ratorio del Servicio Autonomo Hospital Universitario
de Maracaibo. La muestra fue centrifugada a 5.000
rpm para separar el suero, se almacenaron a una tem-
peratura entre 2 y 8°C hasta ser procesadas en un Ana-
lizador de Inmunoensayo tipo ELECYS 1010/2010
MODULAR ANALYTICS E 170, mediante el método
de inmunoensayo de electroquimio-luminiscencia
(ECLIA). Los niveles se expresan en ng/ml, siendo los
valores normales para el laboratorio de 2,1-47,6 ng/ml
en mujeres no embarazadas.

Se utilizaron las recomendaciones practicas para la

relactacion segun la Organizacion Mundial de la Salud,
las cuales fueron: Estimulacion del pezon y del pecho:
consistidé en colocar al lactante al pecho frecuente-
mente, exactamente cada 2 horas, 8 veces al dia cada
24 horas. Las madres dieron de mamar a sus hijos de
ambos pechos, 10 a 15 minutos en cada uno y se elimi-
naron chupones y teteros. Simultdneamente, se utilizo
la Técnica de chorrear y gotear: Las madres dejaron que
su leche o férmula de inicio goteara sobre sus pechos
mientras el nifio se encontraba succionando.

Extraccion mecénica y manual: Esta se utilizé en
los lactantes de bajo peso y prematuros, donde las ma-
dres se extrajeron leche de forma manual y otras con
sacaleches manuales 12 veces al dia.

Para el analisis estadistico se utilizo la prueba “t”
de Student. Se utilizaron medidas de tendencia central
y dispersion (media y desviacién estandar), siendo
significativo cuando p < 0,05. Los resultados se pre-
sentan en valores absolutos y porcentuales en tablas y
graficos.

RESULTADOS

De acuerdo a la distribucion de la edad materna,
en el grupo estudio el 46,67% (7/15) correspondid a
madres entre 15y 25 afios, el 33,33% (5/15) de madres
entre 26 y 30 afos, el 13,33% (2/15) de madres entre
31y 35 afos, y el 6,67% (1/15) de madres entre 36 y
40 afos. Mientras que en el grupo control el 52,00%
(13/25) son madres en edades comprendidas entre 15
y 25 afios, seguidas de 24,00% (6/25) de madres entre
26 y 30 afios, el 16,00% (4/25) de madres entre 31 y
35 afios, y el 8,00% (2/25) de madres entre 36 y 40
anos. El valor promedio de la edad de las madres en
relactancia fue de 26+1,16 afnos y en las madres del
grupo control fue de 27+5,53 afios. No hubo diferen-
cias estadisticamente significativas entre los valores
promedios de ambos grupos (p=0,58).

Enrelacion a la edad de los hijos de las madres del
grupo estudio, el 46,67% (7/15) de los hijos de las ma-
dres del grupo estudio fueron menores de 1 mes de
edad, el 26,67% (4/15) estuvieron entre 2 y 3 meses
de edad, el 20,00% (3/15) entre 4 y 5 meses, y el
6,66% (1/15) fueron mayores de 5 meses. En el grupo
control el 44,00% (11/25) eran menores de 1 mes,
40,00% (10/25) entre 2 y 3 meses, y el 16,00% (4/25)
entre 4 y 5 meses; la edad promedio fue de 2 + 1,9
meses en los hijos del grupo estudio y de 1,84+1,5en
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los hijos del grupo control, siendo estadisticamente no
significativo (p=0,68).

LaTabla 1, muestra las causas por las cuales las
madres del grupo estudio habian dejado de amamantar,
destacandose que el 46,66% (7/15) de ellas lo hicieron
por escasa produccion, seguido de 26,67% (4/15) por
trabajo materno, el 20,00% (3/15) por patologia del
bebe, y 6,67% (1/15) debido a inversion del pezon.

Segun el numero de hijos de las madres, en las ma-
dres del grupo estudio correspondi6 a 33,33% (5/15)
para uno y dos, 46,67% (7/15) para tres y cuatro hijos,
13,33% (2/15) para cinco y seis hijos y 6,67% (1/15)
para siete y ocho hijos. En el grupo control el nimero
de hijos fue de 48,00% (12/25) para uno y dos hijos,
44,00% (11/25) para tres y cuatro hijos, 4,00% (1/25)
entre cinco y seis hijos, y 4,00% (1/25) entre siete y
ocho hijos. El valor promedio fue de 3+1,80 hijos en
el grupo estudio y de 2,60+1,50 hijos; no hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre los valo-
res promedios de ambos grupos (p=0,41)

Enla tabla 2, se evidencio que el 100% de las cau-
sas de hospitalizacion de los hijos de las madres del
grupo estudio correspondieron a causas infecciosas
(40,00% (6/15) Bronquiolitis complicada con neumo-
nia, 26,67% (4/15) sepsis con meningitis bacteriana
aguda, 26,67% (4/15) con diarrea, 6,66% (1/15) infec-
cion por citomegalovirus), mientras que sélo el
20,00% de las causas de ingreso en los hijos de las ma-
dres del grupo control fueron infecciosas (bronquioli-
tis complicada con neumonia y sepsis con meningitis)
y el 80,00% correspondi6 a causas no infecciosas
(24,00% (6/25) correspondi6 a hidrocefalia asociado
a mielomeningocele, 20,00% (5/25) disfuncion val-
vular mecanica, 16,00% (4/25) traumatismo craneo-
encefalico, 16,00% (4/25) cardiopatias congénitas
(4/25), 12,00% (3/25) sepsis con meningitis, 8,00%
(2/25) bronquiolitis complicada con neumonia, 4,00%
(1/25) sindrome melanocitico).

TABLA 1 Causas de abandono de la lactancia
materna en madres del grupo estudio

El tiempo de aparicion de la secrecion lactea en
madres del grupo estudio tuvo un promedio de 6,00 +
1,60 dias con valor minimo de 4 y el valor maximo de
9 dias.

Los niveles de prolactina de las madres del grupo
estudio, en las primeras 24 horas de ser hospitalizados
sus hijos, tuvieron un valor promedio de 35,58+ 18,04
ng/ml, con un valor minimo de 25,58 ng/ml y méaximo
de 58,90 ng/ml; en las madres del grupo control fue
de 129,83+ 35,01 ng/ml, con valor minimo 115,37 y
maximo de 223,00 siendo estadisticamente significa-
tivo (p=0,00).

Los niveles de prolactina al inicio de la secrecion lac-
tea en las madres del grupo estudio, tuvieron un valor
promedio de 121,20+16,90 ng/ml, con valor minimo de
90,00 ng/ml y maximo de 155,00 ng/ml. Al ser compa-
rado con el valor promedio de las madres del grupo con-
trol, el cual fue de 129,58+35,01 ng/ml, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los va-
lores promedios de ambos grupos (p=0,13). (Figura 2)

Los niveles de prolactina al ingreso de los nifios y
al aparecer la secrecion lactea en las madres del grupo
estudio,evidenciaron un valor promedio de 35,58 +
16,44ng/ml y un valor promedio de 121,20 +16,90
ng/ml respectivamente, estadisticamente significativo
(p=0,00). (Figura 3)

En el 100% de las madres que participaron en el
grupo estudio, la relactancia fue exitosa.

DISCUSION

En el presente estudio, en relacion a la edad ma-
terna no hubo diferencias estadisticamente significa-
tivas entre el grupo de madres en relactancia y el grupo
control, formado en su mayoria por mujeres menores
de 25 afios; resultados similares a los reportados en
Venezuela, por Fuenmayor J y col (7) y Alvarez T y
col (10).

TABLA 2 Causas de hospitalizacion de los hijos de las
madres del grupo estudio y madres del grupo control

Causas n % Causas de Grupo Estudio Grupo Control
Escasa produccion 7 46,67 hospitalizacion

Trabajo materno 4 26,67 n % n %
Patologia del bebé 3 20 Infecciosas 15 100 20 R0
Inversion del pezon 1 6,66 No Infecciosas 0 0 5 20
TOTAL 15 100 Total 15 100 25 100

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos. 2010-2011

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos. 2010-2011
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FIGURA 1 Valores promedio de los niveles de prolactina en
las madres del grupo estudio y del grupo control tomados en
las primeras 24 horas de haber sido hospitalizados los nifios.
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FIGURA 2 Valor promedio de los niveles de prolactina en
las madres del grupo estudio al inicio de la secrecion lactea
y en las madres del grupo control

Grupo control
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Fuente: Instrumento de recoleccion de datos.
FIGURA 3 Valor promedio de los niveles de prolactina
en las madres del grupo estudio en las primeras 24 horas
y al inicio de la secrecion lactea

En cuanto a la edad de los hijos de las
madres en relactancia y las madres del
grupo control, el mayor porcentaje corres-
pondio a lactantes menores de 1 mes para
ambos grupos, con un valor promedio de
2+1,90 meses en hijos de madres del
grupo estudio y de 1,84+1,50 meses en los
hijos de madres del grupo control. Estos
resultados son diferentes a los observados
en estudio de Fuenmayor J y col (7) donde
la edad de los lactantes oscil6 entre 1 y 5
meses con un promedio de 3,00+2,00
meses de edad, pero muy similaresa lo
evidenciado en estudio de Alvarez Ty col
(10), donde el valor promedio de la edad
de los hijos de las madres en relactancia
fue de 2,40+0,90 meses.

En este estudio las madres dejaron
de amamantar a sus hijos a muy temprana
edad ya que la mayoria tenia menos de 1
mes, hecho que repercutio positivamente
sobre la relactacion, no presentandose di-
ficultades para reiniciar la lactancia en
ninguna de estas madres. Auerbach K y
Avery J (8) informaron que los lactantes
menores de 3 meses de edad estuvieron
mas dispuestos a aceptar el pecho que
aquellos que tenian mas de 3 meses, ob-
servando una linea divisoria a las 8 sema-
nas en lactantes adoptados.. E1 90% de los
lactantes menores de 1 semana, el 75% de
los lactantes entre 1 y 8 semanas, y sélo el
51% de aquellos mayores de 8 semanas,
mamaron bien la primera vez que fueron
puestos al pecho.

Los lactantes pueden no estar dispues-
tos a mamar de un pecho que produce
poca cantidad de leche, excepto en las 2
0 3 primeras semanas de vida. Banapur-
math CR y col (15) observaron que 4 de 5
madres adoptivas que tuvieron éxito con
la lactancia inducida, comenzaron cuando
sus lactantes tenian menos de 3 semanas
de edad, mientras que 4 de 5 que no tu-
vieron éxito comenzaron s6lo después que
sus nifios fueron mayores de 3 semanas
de edad. Sin embargo, la relactacion es po-
sible con nifios mayores, particularmente
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si el niflo quiere mamar y toma la iniciativa; en Peru,
Marquis GS y col (16), observaron que las madres re-
lactaron a nifios mayores de 12 meses de edad.

E146,67% de las madres del grupo estudio presen-
taron escasa produccion de leche materna, siendo esta
la causa principal para el abandono de la misma, simi-
lares resultados se observaron en estudio publicado en
el 2010 por Alvarez Ty col (10). Se evidenci6 que en
su mayoria predominaron las causas maternas, segui-
das de trabajo de la madre e inversion del pezon y solo
un 20% correspondieron al lactante. Fuenmayor J y
col (7), reportan que el trabajo y el estudio materno
fueron factores determinantes para abandonar la lac-
tancia. Las causas de abandono de la lactancia materna
pueden ser diversas y dependen de factores socioeco-
ndmicos y culturales (8,9).Algunas veces la razon esta
relacionada con el lactante, tal es el caso de la prema-
turidad, la cual puede condicionar un retardo en iniciar
la lactancia materna, presencia de enfermedades en el
lactante, problemas anatémico como paladar hendido
y labio leporino entre otras situaciones (8).

En relacion a la edad del nifio cuando dej6 de lac-
tar se evidencid un valor promedio de 1,20+1,01
meses. Auerbach K y Avery J (8) encontraron que la
probabilidad de inducir la lactancia totalmente, fue
menor para las mujeres que nunca habian estado em-
barazadas o de lograr la relactacion en aquellas con
embarazos anteriores que nunca amamantaron, en
comparacion con las mujeres que habian amaman-
tado previamente, pero la diferencia no fue estadisti-
camente significativa. También fue menos probable
que estas mismas mujeres produjesen leche usando
estimulacion mecénica antes de amantar a sus hijos
adoptivos. Si una madre adoptiva amamanté previa-
mente, es probable que produzca leche en los prime-
ros 10 dias. Nemba K (9) encontrdé que 11 de 12
mujeres que no habian lactado previamente consi-
guieron una lactancia adecuada, 5 a 13 dias después
de comenzar un protocolo para inducir la lactancia.
Seema A 'y col (14),reportaron que 46 de 50 madres
tuvieron €xito en relactar en el puerperio a sus propios
hijos, no encontraron diferencias entre madres primi-
paras y multiparas.

Las causas de hospitalizacion de los hijos de las
madres en relactancia fueron en un 100,00% debido
a causas infecciosas, estuvieron asociadas a Bron-
quiolitis complicada con neumonia, sepsis mas me-
ningitis bacteriana aguda, diarrea e infeccion por

citomegalovirus; mientras que en el grupo control, el
ingreso se debid en su mayoria (80%) a causas no in-
fecciosas como hidrocefalia con mielomeningocele,
disfuncion valvular mecanica, traumatismo craneoen-
cefélico y cardiopatias congénitas y s6lo el 20% fue-
ron por causas infecciosas aprecidndose que la
lactancia materna tiene un efecto favorable sobre el
sistema inmunologico del lactante.

Resultados similares se observaron en el estudio
de Fuenmayor J y col (7), donde las diarreas y las
afecciones respiratorias fueron las enfermedades mas
frecuentes; obviamente si el lactante no ha recibido
una lactancia materna adecuada, carece de mecanis-
mos inmunologicos competentes para defenderse de
los agentes infecciosos como lo demuestran Quisber
VL y col (12).

La alimentacion con sucedaneos eleva el riesgo de
muerte subita del lactante, la mortalidad posneonatal
durante el primer afio de vida (en paises desarrollados)
y la mortalidad infantil en menores de 3 afios. Los lac-
tantes alimentados con férmulas artificiales tienen mas
procesos infecciosos (fundamentalmente gastroenteri-
tis, infecciones respiratorias e infecciones de orina),
los cuales son mas graves y generan mas hospitaliza-
ciones en comparacion con los nifios que son alimen-
tados con lactancia materna exclusiva. Al mismo
tiempo se describe que los nifios no amamantados pa-
decen mas dermatitis atdpica, problemas respiratorios
y asma, si pertenecen a una familia de riesgo alérgico.
El 83 % de los casos de enterocolitis necrosante son
debidos a la alimentacion neonatal con sucedaneos de
leche materna (1).

Se admite a menudo que cuanto mas corto es el in-
tervalo desde la tltima vez que una mujer amamanto
a un nifio, mas probable sera que relacte. Los informes
de los paises industrializados avalan ésto, pero otros
paises en desarrollo indican que la relactacion puede
ocurrir 15 a 20 afios después que la mujer haya ama-
mantado al ultimo nifio, incluso después de la meno-
pausia (17).

En cuanto al tiempo de aparicion de la secrecion
lactea en madres en relactancia, este tuvo un valor pro-
medio de 6+1,60 dias. Fuenmayor y col (7) en su es-
tudio demostraron un promedio de inicio de la
produccion de la leche muy similar de 6,60+2,40 dias.
Otros investigadores establecen que el tiempo que se
requiere para que comience la produccion de leche
materna varia entre unos pocos dias y unas pocas se-
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manas, y es dificil de predecir. Algunas mujeres nunca
producen suficiente cantidad de leche para establecer
o reestablecer la alimentacion exclusiva al pecho, pero
otras consiguen un suministro completo en pocos dias
(17).

En relacion al valor promedio de prolactina en las
primeras 24 horas del ingreso del nifio, en las madres
en relactancia, este fue de 35,58+16,44 ng/ml y estuvo
dentro de los valores normales de referencia para mu-
jeres no embarazadas (2,1 — 47,6 ng/ml), con una dis-
minucion estadisticamente significativa (p=0,0001) en
comparacion con el valor promedio de prolactina en
las madres que se encontraban lactando (129,83+
35,01 ng/ml) (Figura 1). Powe C y col (11), estable-
cieron que el aumento de los niveles de prolactina, in-
crementa el volumen de leche, Ilactosa, las
concentraciones de calcio, los niveles de oligosacari-
dos y disminuye las concentraciones de sodio, lo que
potencialmente mejora las propiedades antimicrobia-
nas de la leche materna.

Los niveles de prolactina se producen en respuesta
a la estimulacidon del pezon. Los impulsos nerviosos
sensitivos provenientes del pezdn se conducen a la
base del cerebro y hacen que la parte anterior de la hi-
pofisis secrete prolactina. La prolactina estimula el
crecimiento de los alvéolos secretores. Igualmente, la
prolactina también estimula a las células a producir
proteinas lacteas y lactosa y a secretar leche. El esti-
mulo mas satisfactorio, es la succion del pecho por
parte de nifo y la respuesta es mayor durante la noche
que durante el dia. Sin embargo, también puede ser
efectiva la extraccion manual y mecanica. La extrac-
cion de cualquier cantidad de leche secretada también
ayuda a incrementar y mantener la produccion (5, 6,
17). Cuando la leche no se extrae y se “almacena” en
el pecho, hasta el punto en que la madre siente la pre-
sion y la plenitud, se inhibe la produccion posterior,
por lo tanto, la succion y la extraccion de la leche, son
las claves para la estimulacion de la produccién de
leche, tanto para la relactacion como para la lactancia
inducida (17).

En cuanto a los niveles de prolactina al inicio de la
secrecion lactea, se observo un valor promedio de
121,20+16,90 ng/ml similares a los estudiados por
Howie Py col (18). En la comparacion entre los nive-
les de prolactina de madres en relactancia al inicio de
la secrecion lactea y madres lactando se evidenciaron
valores similares. (Figura 2). Los niveles de prolactina

en las primeras 24 horas de su ingreso y al aparecer la
secrecion lactea en madres en relactancia aumentaron
significativamente (p=0,0001) (Figura 3). No se en-
contraron trabajos actuales referentes a niveles de pro-
lactina en madres en relactancia para establecer
comparaciones con respecto a este aspecto.

El nivel de prolactina plasmatica en la mujer no
embarazada es de 10 ng/ml aproximadamente, su con-
centracion aumenta gradualmente con el embarazo
hasta 200ng/ml, pero disminuye abruptamente después
del parto. En las mujeres que no amamantan este nivel
regresa a 10 ng/ml en el periodo de 2 semanas (9).
Quienes amamantan presentan un alza de hasta 150
ng/ml, declinando la concentracidon basal hasta alrede-
dor de 50 ng/ml, entre el primero y sexto mes, atin mas
alta que la basal de quienes no amamantan, también
se menciona que el rango de la prolactina basal de las
mujeres amamantando variaba de 15 a 119 ng/m
(11,19). Esto pudiera ser explicado por el nimero de
mamadas en 24 horas, dado que la depuracion de pro-
lactina plasmatica después de una mamada toma cerca
de 180 minutos (19). Howie P y col (18) observaron
que aproximadamente 30 minutos de amamantamiento
determinan un aumento de los niveles plasmaticos de
prolactina por 3 a 4 horas, con un pico entre los 20 a
40 minutos de iniciada la secrecion. La introduccidon
de alimentaciéon complementaria, significa una dismi-
nucion de la frecuencia y duracion de las mamadas
ademas de un menor nivel de prolactina plasmatica
(9).Se ha observado que una mayor frecuencia de ma-
madas aumenta la produccion de leche, y como res-
puesta a la succion se observa un alza de la prolactina,
por lo tanto se ha asumido que es la prolactina la res-
ponsable de generar mayor produccion de leche (9).

En este estudio se concluye que en este grupo de
madres que abandonaron la lactancia, una vez iniciada
la relactacion presentaron un aumento significativo de
los niveles de prolactina, similar a los niveles en ma-
dres lactando en forma exclusiva, lo cual significa una
mayor produccion de leche, que garantiza una lactan-
cia materna exclusiva, durante los primeros seis meses
de sus hijos.
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Prevalencia de deficiencia y consumo de hierro, zinc y cobre
en mujeres chilenas en edad fértil.
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RESUMEN. El objetivo del presente estudio es evaluar el
estado nutricional e ingesta de hierro (Fe), zinc (Zn) y cobre
(Cu) en mujeres chilenas en edad fértil. Se estudié una mues-
tra de conveniencia de 86 mujeres entre 18 a 48 afios de edad
de la ciudad de Santiago, Chile. El estado nutricional de Fe
se determin¢ a través de hemoglobina (Hb), volumen corpus-
cular medio, saturacion de transferrina, zinc protoporfirina,
ferritina sérica (FS), Zn y Cu séricos. La ingesta dietética
fue evaluada con una encuesta de frecuencia de consumo.
Un 4,7% de las mujeres presentd anemia por deficiencia de
Fe, 21% deficiencia de Fe sin anemia, 26% depdsitos de-
pletados de Fe y un 48,3% estado nutricional normal de Fe.
Las mujeres obesas presentaron mayores niveles de FS
(p<0,01) al comparar con mujeres con peso normal. Ade-
mas, presentaron niveles mas altos de Hb (p<0,05) al com-
parar con mujeres con estado nutricional normal y
sobrepeso. El 3,5% y 2,3% de las mujeres presento defi-
ciencia de Zn y Cu, respectivamente. El 95%, 94% y 99%
cumplio el EAR para Fe, Zn y Cu, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas en la ingesta de mi-
cronutrientes entre las mujeres al comparar por estado nu-
tricional. En conclusion, un alto porcentaje de las mujeres
presento una ingesta adecuada de micronutrientes. Ademas
existe una baja prevalencia de deficiencia de Zn, Cu y ane-
mia. Sin embargo, un 47% presenta deficiencia de Fe en eta-
pas anteriores a la de anemia.

Palabras clave: Hierro, cobre, zinc, anemia, mujeres en
edad feértil.

INTRODUCCION

En las tGltimas décadas, los paises de Latinoamérica
han experimentado rapidos cambios demograficos y
epidemioldgicos, ademas de una transicion nutricional
caracterizada por la disminucion en la desnutricion y
mortalidad infantil, junto con un dréastico aumento en
la prevalencia de malnutricion por exceso (1). Junto
con lo anterior, la deficiencia de micronutrientes con-
tintia siendo uno de los mayores problemas nutricio-

SUMMARY. Prevalence of deficiency and dietary intake
of iron, zinc and copper in Chilean childbearing age
women. The aim of the present study was to evaluate ane-
mia, the biochemical status and dietary adequacy of iron
(Fe), zinc (Zn) and copper (Cu), in Chilean childbearing age
women. We studied a convenience sample of 86 women
aged 18 to 48 years from Santiago, Chile. We determined
anemia and the micronutrient status through hemoglobin
(Hb) mean corpuscular volume, transferrin saturation, zinc
protoporphyrin, serum ferritin (SF), serum Zn and Cu. Die-
tary adequacy was estimated using a food frequency ques-
tionnaire. Of all women, 4.7% had Fe deficiency (ID)
anemia, 21 % ID without anemia, 26 % depleted Fe stores
and 48.3% normal Fe status. Obese women had higher SF
(p<0.01) compared with those classified as having normal
BMILI. Also, showed higher Hb (p<0.05) concentrations com-
pared with overweight and normal weight women.
Participants showed 3.5 % and 2.3 % of Zn and Cu defi-
ciency, respectively. Also, 95 %, 94 % and 99 % had ade-
quate intake of Fe, Zn and Cu respectively, according to
EAR cut points. There were no significant differences in
micronutrients intake across different nutritional status.
There was a low prevalence of anemia, Fe, Zn and Cu defi-
ciency. A high percentage of women reached micronutrient
adequacy. However, 47% of women had ID without anemia
and Fe depleted stores.

Key words: Iron, zinc, copper, anemia, childbearing age
women

nales y de salud publica en los paises en desarrollo (2).
A nivel mundial, se estima que cerca de un 40% de la
poblacion padece de anemia, siendo su principal causa
la deficiencia de hierro (Fe) relacionado a una inade-
cuada ingesta, absorcion disminuida o aumento de los
requerimientos de este micronutriente en grupos espe-
cificos de la poblacion (2). Situacion similar se ha re-
portado sobre el estado nutricional de zinc (Zn),
principalmente relacionado a una inadecuada ingesta
debido a la presencia de fuentes alimentarias comunes



10 MUIJICA-COOPMAN et al.

entre estos minerales (3). Por otra parte, estudios de la
region han reportado una deficiencia de cobre (Cu)
cercana al 20% en mujeres en edad fértil (4,5).

Desde la década del 60 se ha reportado una cone-
xion entre obesidad y deficiencia de Fe. La revision
realizada por Cheng y cols (6) mostré que los nifios
obesos mostraron menores niveles de Fe sérico al
comparar con nifios con estado nutricional normal.
Posteriormente, estudios en adultos han reportado una
asociacion entre obesidad y deficiencia de Fe posible-
mente debido a la alteracion del metabolismo del Fe
en un estado pro inflamatorio caracteristico en la obe-
sidad. Por otra parte, Garcia y cols (7) mostraron que
una baja ingesta o niveles de zinc (Zn) sérico dismi-
nuidos en adultos se ha asociado con un aumento en
la prevalencia de obesidad y comorbilidades como dia-
betes y enfermedades cardiacas, mostrando niveles
significativamente menores de Zn séricos en adultos
obesos al comparar con sujetos con estado nutricional
normal. Resultados similares fueron mostrados en un
estudio realizado en nifios donde los obesos mostraron
niveles séricos significativamente menores de Cuy Zn
al comparar con los nifios no obesos (8).

Actualmente, Chile se encuentra en etapas avanza-
das de la transicion nutricional. Sin embargo, las defi-
ciencias de microminerales persisten en nuestra
poblacion. Por lo anterior, el objetivo del presente es-
tudio es determinar la prevalencia de deficiencia e in-
gesta de Fe, Zn y Cu en una muestra de mujeres en
edad fértil de la ciudad de Santiago de Chile.

MATERIALES Y METODOS

En una muestra por conveniencia, se estudiaron 86
mujeres aparentemente sanas entre 18 y 48 afios, de nivel
socio econdmico medio-bajo, pertenecientes a la comuna
de Macul, de la ciudad de Santiago, Chile. Las participan-
tes no presentaban antecedentes de consumo de suple-
mentos de vitaminas o minerales 6 meses previos al
estudio. Ademas, no presentaban diagndstico de embarazo
o encontrarse amamantando al momento del estudio.

Mediciones antropométricas

Se determino el peso (kg) y talla (m), utilizando
una balanza (0,1 kg de precision) y tallimetro (1 cm
de precision) marca SECA. Las participantes fueron
clasificadas de acuerdo al criterio de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) con estado nutricional en-
flaquecida (IMC <18,5 kg/m?), normal (IMC 18,5-

24,9 kg/m2), sobrepeso (IMC 25,0-29,9 kg/m?) u obe-
sas (IMC > 30 kg/m?) (9).

Mediciones hematolégicas

Después de un ayuno nocturno, a cada participante
se le extrajo 15 ml de sangre. Se realizaron medicio-
nes de hemoglobina (Hb) y volumen corpuscular
medio (VCM) (CELL-DYN 3200, ABBOTT Diag-
nostics, Abbott Park, IL), hierro sérico, capacidad
total de unién de hierro (TIBC) y saturacion de trans-
ferrina (Sat), zinc protoporfirina (Zpp) (Hematofluo-
rometro modelo 206D, AVIV Biomedical Inc.,
Lakewood, NJ), ferritina sérica (FS) (ELISA), Zn sé-
rico (Espectémetrometro de absorcidén atémica, mo-
delo 2280, The Perkin-Elmer Corporation, Norwalk,
CT, USA) y Cu sérico (Espectrometro de absorcion
atdmica, modelo 2280, The Perkin-Elmer Corpora-
tion, Norwalk, CT, USA).

Para la evaluacion del estatus de Fe se utilizaron
los criterios definidos por la OMS (10,11). Anemia se
definié como una Hb <12 g/L.. Anemia por deficiencia
de Fe como anemia mas dos o mas valores hematolo-
gicos anormales (VCM <80 fL, Zpp>70 ng/dLGR, Sat
<15% o FS <15pg/L). Deficiencia de Fe sin anemia
como valores normales de Hb mas dos o mas valores
hematoldgicos anormales y deplecion de los depdsitos
de Fe solo como FS <15 pg/L con los otros indicadores
hematoldgicos normales.

La deficiencia de Zn y Cu se defini6 con valores sé-
ricos <70pg/dL (3) y <80pg/dL (12), respectivamente.

Ingesta Dietaria

Se aplic6 una encuesta dirigida de frecuencia de con-
sumo (EFC) realizada por una nutricionista. Se deter-
mino la ingesta de alimentos a través del calculo de
tamafio de porciones de alimentos, utilizando modelos
o utensilios comunes de alimentacion. El calculo de la
ingesta de nutrientes se realizo a través de la informacion
contenida en la tabla chilena de composicion de alimen-
tos (13), complementado para el caso del Fe, Zn y Cu
con la informacién obtenida en 108 preparaciones mas
comunes consumidas en Chile (14) y la tabla del Depar-
tamento Agricultura de Estados Unidos (USDA) (15).

El cumplimiento de la ingesta de micronutrientes
se realizo a través de la comparacion de las ingestas
reportadas con el promedio de las necesidades estima-
das (EAR), equivalente a 8,1mg/dia para Fe,
6,8mg/dia de Zn 'y 700 pg/dia de Cu (16).

Anadlisis Estadistico

Las variables con distribucién normal fueron ex-
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presadas en promedios y desviacion estandar (DE).
Debido a que no presentaron distribuciéon normal, las
mediciones de FS, ingesta de kilocalorias, proteinas,
lipidos, hidratos de carbono, Fe, Zn y Cu fueron trans-
formadas a logaritmo natural. Posteriormente para FS,
se calculo el antilogaritmo y se expresd en promedio
geométrico y rango = 1 DE. Las mediciones de ingesta
dietética se expresaron en mediana y rango intercuar-
tilico (p25-p75).

Las diferencias por clasificacion de estado nutri-
cional fueron comparadas por un test ANOVA a una
via. La relacion entre edad, IMC y concentracion de
FS se calcul6 a través del coeficiente de correlacion
de Pearson. Todas las comparaciones tuvieron un nivel
de significancia del 5%. Todos los analisis estadisticos
se realizaron en el programa STATA 10.0 (Stata Corp,
College Station, TX, USA).

TABLA 1. Caracteristicas generales de las participantes

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimen-
tos (INTA), Universidad de Chile de acuerdo a la de-
claracion de Helsinki y el codigo de Nuremberg. Todas
las mujeres participaron voluntariamente después de
leer y firmar el consentimiento informado.

RESULTADOS

El promedio de edad de las participantes (n= 86) fue
de 33 + 8,9 afios. No se encontraron diferencias signi-
ficativas en la edad de las participantes al comparar por
estado nutricional. Sin embargo se mostré una corre-
lacion positiva entre edad e IMC (r=0,25, p<0,05).

Del total de mujeres, el 33% (IC 22,8%-43,5%)
presentd estado nutricional normal, el 41% (IC 31,3%-
53%) sobrepeso y el 26% (IC 16,7%-
36,1%) obesidad. El promedio de IMC

para el total de las participantes fue de

Normal Sobrepeso Obesa p*
o8 16 9 27,8£3,9 kg/m?, mostrando un prome-
(n=28) (n=36) (n=22) dio de 22,8+1,3 kg/m?, 27,7 = 1,5
Edad (afios) 3,694 328+94  363+6,6 NS kg/m?y 32,5 + 1,6 kg/m? para mujeres
Peso (kg) 56,6+£53 69,6£59 77,876 <0,0la con estado nutricional normal, sobre-
Talla (m) 1,57£0,05 1,59+0,05 1,55+0,06 <0,05 P;Sgl -‘{ obesidad, respectivamente
IMC (Kg/m?) 228413 277415 325:17 <00la (ool

Promedio trango de 1 desviacion estandar

* ANOVA una via, Test post hoc Scheffé: anormal vs sobrepeso, normal vs obesa,

sobrepeso vs normal p<0,001.

60 1

50 1

40 -

30 1

20 1

Prevalencia (%)

Deficiencia de Fe sin  Depositos depletados
anemia (n=18) de Fe (n=22)
* 100% anemia por deficiencia de hierro

Anemia (n=4)

FIGURA 1. Prevalencia de anemia y estado nutricional de hierro
en una muestra de mujeres chilenas en edad fértil

Estado nutricional
normal de Fe (n=42)

La prevalencia de anemia, anemia
por deficiencia de Fe, deficiencia de Fe
sin anemia, depositos depletados y es-
tado nutricional normal de Fe fue de
4,7% (IC 1,3%-11,4%), 4,7% (IC
1,3%-11,4%), 21% (IC 13%-31%),
26% (IC 17%-36%) y 48,3%(IC37%-
59%), respectivamente (Figura 1). No
se encontraron diferencias significati-
vas en el estado nutricional de Fe al
comparar por clasificacién de IMC.

Los valores de los parametros he-
matoldgicos y biomarcadores de los
micronutrientes se muestran en la Tabla
2. Las obesas mostraron niveles signi-
ficativamente mayores de FS al com-
parar con normales (p<0,05). De la
misma forma, presentaron niveles sig-
nificativamente mayores de Hb al com-
parar con mujeres con estado
nutricional normal y sobrepeso
(ANOVA de una via, p<0,05). Ademas
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TABLA 2. Mediciones hematologicas

Variables hematologicas Normal Sobrepeso Obesa p*
(n=28) (n=36) (n=22)
Hemoglobina (g/dL) 147+1,2 149+14 15,7+1 <0,05a
VCM (fL) 83,4+49 83,2+£6,6 852 +2,7 N.S
Zpp (ng/dL GR) 84 +£26.4 85,2+ 30,2 71,3 +19,7 N.S
Hierro sérico (pg/dL) 73,2 £33 71 +£28,5 74,9 +£26,3 N.S
TIBC (ng/dL) 350,6 £ 70,8 354 +53,5 321,8 +£34,9 N.S
Saturacion de transferrina (%) 22,1+ 11,1 21+93 232+74 N.S
Ferritina sérica (pg/L)* 16,1 (15,4-16,8) 24,1 (23,3-24,9) 33,4 (32,8-34) <0,01b
Zinc sérico (pg/dL) 88,6 £33,7 87 +£26,8 84,4 £ 10 N.S
Cu sérico (ug/dL) 135,4+494 139,5 + 46,8 120,6 + 28 N.S
Promedio + desviacion estandar
*Media geométrica + rango de 1 desviacion estandar
** ANOVA una viaTest post-hoc Scheffé: a normal vs obesa sobrepeso vs obesabnormal vs obesa (p<0,05)
TABLA 3. Ingesta Dietética
Variables Dietéticas Normal Sobrepeso Obesa p*
(n=28) (n=36) (n=22)
Energia (kcal) 2348 2279,1 2311,2 N.S
(1981,3-2835,0) (1943,2-2761,1) (1912,0-3035,9)
Proteinas (g) 95,7 94,3 100,1 N.S
(82,9-117,3) (76,3-117,5) (77,7-107,6)
Lipidos (g) 50,4 40 435 N.S
(38,2-56,0) (31,5-55,3) (34,9-52,7)
Hidratos de Carbono (g) 370,9 385.2 384,9 NS
(301,5-494,4) (333,9-459,4) (324,6-538,4)
Hierro (mg) 16,4 15,6 16,6 N.S
(13,7-20,0) (13,2-19,8) (14,0-20,9)
Zinc (mg) 11,3 11,1 9,9 N.S
(9,3-14,0) (8,9-15,0) (8,3-11,7)
Cobre (ug) 1705 1585 1790 N.S

(1360-2365)

(1310-2070) (1450-2080)

Mediana (rango p25-p75).
*ANOVA una via

se encontrd una correlacion positiva entre IMC y ni-
veles de FS (r=0.29, p<0.01).

El 3,5% y 2,3% del total de las mujeres presento
concentraciones deficitarias de Zn y Cu séricos, res-
pectivamente.

Las participantes mostraron una mediana de in-
gesta diaria de 2311 kcal, 95,4 g de proteinas, 45,4 g
de lipidos y 381 g de hidratos de carbono. La mediana
de ingesta diaria de micronutrientes fue de 16,2 mg de
Fe, 11,2 mg de Zny 1710 pg de Cu. Del total de mu-
jeres, el 95,1%, 94% y 99% tuvo una ingesta adecuada
de Fe, Zn y Cu, respectivamente. El consumo de pan

aportd un 34 %, 23,1% y 19,4% de la ingesta diaria de
Fe, Cuy Zn, respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas en la
ingesta de macro y micronutrientes al comparar por
estado nutricional (ANOVA de una via; NS) (Tabla 3).

DISCUSION

Nuestros resultados mostraron una prevalencia del
4,7% de anemia por deficiencia de Fe en mujeres en
edad fértil. Lo anterior es consistente con los resulta-
dos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2003
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(17), la cual mostrd una prevalencia de anemia de un
4,5% en mujeres entre 25 y 44 afos, presentando la
menor prevalencia de anemia entre los paises latinoa-
mericanos y el Caribe. (18-21) (Figura 2). Ademas, el
21% de las participantes de nuestro estudio mostré de-
ficiencia de Fe sin anemia y el 26% depositos deple-
tados de Fe. Resultados concordantes fueron
reportados en mujeres en edad fértil entre los afios
2001-2010 (22), mostrando una prevalencia de 10%
de anemia, 12% deficiencia de Fe sin anemia y 12%
de deplecion de los depdsitos de Fe. Similar situacion
fue reportada en la encuesta de salud de México aflo
2006 (4) en este grupo, donde la prevalencia de depd-
sitos depletados de Fe fue de un 18,1%, sin embargo
la prevalencia de anemia alcanzo6 un 13,6%.

Una posible explicacion para nuestros resultados
es el adecuado aporte dietario de Fe. A pesar de que
se ha comunicado que las principales fuentes alimen-
tarias de este mineral son las carnes y visceras (14), el
mayor aporte de Fe fue a través del consumo de pan,
alcanzando una ingesta promedio del191,2 g/dia. En
Chile, desde el afio 1967 se inicio la fortificacion de
la harina de trigo con 30 mg de Fe/kg como sulfato fe-
11080, siendo una matriz alimentaria de buen aporte y
absorcion de Fe (~10%) (22). A pesar de lo anterior,
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FIGURA 2.
Prevalencia de
anemia en mujeres
en edad fértil de
América Latina
y el Caribe *

*Edad de mujeres:
(a): 25 y 44 afios,
(b):13-49 afios,
(c): > 15 aios,
(d): 15 y 49 afios
(e): >20 afios,
(£):10-49 afios,
(2):18-40 afios
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el aporte de Fe si bien fue suficiente para suplir las ne-
cesidades de la eritropoyesis, no ha sido suficiente
para repletar los depositos de Fe.

Por otra parte, se ha reportado que el uso continuo
de tratamiento anticonceptivo hormonal reduce la inci-
dencia de anemia, debido a la disminucion de la pérdida
menstrual, ocurriendo lo contrario con el uso de DIU
(23). E141% y 10% de las mujeres participantes refirio
utilizar método hormonal y DIU, respectivamente. Po-
siblemente lo anterior contribuye a la baja prevalencia
de anemia ferropriva observada en nuestro estudio.

Al comparar por estado nutricional, las mujeres
obesas presentaron concentraciones significativamente
mayores de Hb y FS. Sin embargo, no se encontraron
diferencias en la ingesta de Fe al comprar por la clasi-
ficacion nutricional de las participantes. Una posible
explicacion a lo anterior, es el estado pro inflamatorio
presente en la obesidad. Estudios realizados en nifios
y adultos obesos (6) han mostrado un aumento en los
niveles de FS, proteina de fase aguda, y citoquinas pro
inflamatorias como proteina C reactiva (PCR) e IL-6
al comparar con sujetos con estado nutricional normal.
Por lo anterior, se ha recomendado determinar el es-
tado nutricional de Fe considerando, al menos, una
medicion de proteinas de fase aguda, como PCR, para
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ajustar el efecto de la inflamacion en los biomarcado-
res de estado nutricional de Fe (10). Por otra parte, se
ha sugerido que la presencia de comorbilidades en la
obesidad, como hipoxia en tejidos secundaria a apnea,
podrian aumentar los niveles de Hb (6).

En Latinoamérica se ha reportado un 42% de defi-
ciencia de Zn en mujeres venezolanas (24) y en muje-
res chilenas un 25,1% y 5,9% de deficiencia de Zn y
Cu, respectivamente (5). Por otra parte, Mejia-Rodri-
guez y cols (4) mostraron una prevalencia de deficien-
cia de Zn de un 33,8% y un 16,8% de deficiencia de
Cu en mujeres mexicanas >20 afios, ademas 90,3% y
28,9% de ellas tenian una ingesta bajo EAR para Zny
Cu, respectivamente. A diferencia de lo anterior, nues-
tros resultados mostraron una baja prevalencia de de-
ficiencias de Zn y Cu, lo que es consistente con el
cumplimiento de la ingesta diaria de micronutrientes
reportada por las participantes, principalmente a través
del consumo de pan. Lo anterior, es concordante a lo
reportado por Olivares y cols (14) en un estudio reali-
zado en adultos, donde las principales fuentes de
aporte a la ingesta de estos micronutrientes fueron ce-
reales y leguminosas. Otro posible factor contribu-
yente a la mejoria de la nutricion de estos
microminerales es el aumento del consumo de carnes
durante la ultima década (2001-2011), consideradas
un buen portador de Zn y Cu, alcanzando un consumo
de 84,7 kg por habitante al afio (25). Sin embargo, pu-
diera existir una sobreestimacion del cumplimiento de
ingesta, ya que el EAR considera una absorcion de Zn
desde la dieta de un 41% y un 18% para Fe (16), a di-
ferencia de la recomendacion de FAO/OMS (26), la
cual establece una absorcion de un 30% para Zny 10%
para Fe, considerando las caracteristicas de la dieta
consumida por las mujeres de nuestro estudio, junto
con la presencia en la dieta de factores promotores e
inhibidores de la absorcion de estos micronutrientes.

Las fortalezas de nuestro estudio son la utilizacién
de biomarcadores bioquimicos para la determinacion
del estado nutricional de Fe, Zn y Cu. Sin embargo,
existen algunas limitaciones. Este estudio no cont6 con
una muestra representativa, por lo cual no es posible
inferir sobre la poblacion de mujeres en edad fértil.
Por otra parte, la medicion indirecta de la ingesta die-
tética a través de la aplicacion de una encuesta alimen-
taria puede generar la sub o sobreestimacion de la
ingesta real de nutrientes, ocurriendo esto ultimo mas
frecuentemente con las encuestas de tendencia de con-

sumo. Ademas, no se realizaron mediciones de indi-
cadores de inflamacion que nos permitan dilucidar el
efecto del estado pro inflamatorio sobre los biomarca-
dores de Fe, Zn y Cu utilizados.

La obesidad es el producto de un desbalance entre
la ingesta alimentaria y el gasto energético. El hecho
que nuestras mujeres obesas y con sobrepeso presen-
ten un consumo similar de nutrientes puede obedecer
a que éstas subestimaron su ingesta alimentaria y/o tu-
vieron un menor gasto energético que las normo peso,
factor que no se determin6 en nuestro estudio.

CONCLUSIONES

Las mujeres presentaron un alto porcentaje de cum-
plimiento de EAR para micronutrientes. Ademas,
existe una baja prevalencia de deficiencia de Zn, Cuy
anemia ferropriva. Sin embargo, un 47% presenta de-
ficiencia de Fe en etapas anteriores a la de aparicion
de la anemia.
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RESUMEN. La porcion comestible del mango contiene
acido ascorbico, carotenoides, polifenoles, terpenoides y fibra
que tienen efectos protectores para la salud, y posiblemente
contra el desarrollo de cancer de colon (CCO). El objetivo de
este estudio fue evaluar la capacidad antiproliferativa en cé-
lulas de adenocarcinoma de colon (SW480) y preventiva en
un modelo in vivo de CCO de un extracto acuoso de Mangi-
fera indica cv. Azicar. El contenido de fenoles totales, flavo-
noides y carotenoides también fue analizado. El extracto
inhibio el crecimiento de las células SW480 en forma dosis-
tiempo-dependiente hasta 22,3% luego de 72h de exposicion
al extracto (200 pg/mL). La carcinogénesis en el colon de ra-
tones Balb/c fue inducida mediante dos inyecciones intrape-
ritoneales de azoximetano (AOM) a la tercera y cuarta
semana de haber iniciado el suministro de mango en el liquido
de bebida (0,3%, 0,6%, 1,25%). Después de 10 semanas de
tratamiento se observo inhibicion dosis-dependiente de la for-
macion de focos de criptas aberrantes (FCA); 0,3% de mango
inhibidé mas del 60% de FCA (p=0,05) comparado con los
controles que recibieron agua. Estos resultados muestran que
la pulpa del mango de azucar, un alimento natural, no toxico,
que forma parte de la dieta del ser humano contiene compues-
tos bioactivos capaces de reducir el crecimiento de células tu-
morales y prevenir la aparicion de las lesiones precancerosas
en colon durante el inicio de la carcinogénesis.

Palabras claves: Mangifera indica, fitoquimicos, cancer de
colon, quimioprevencion.

INTRODUCCION

El cancer de colon (CCO) es la cuarta causa de
muerte por cancer en el mundo, responsable del 8% de
las defunciones (~600.000), y el segundo y tercer tipo
de cancer mas comun en mujeres y hombres (1). A
pesar de este panorama epidemioldgico, hay largo pe-
riodo de transicion, (mas de dos décadas), entre el ini-
cio de la carcinogénesis en el colon y el desarrollo del
tumor maligno, bien indicado para el desarrollo y la im-
plementacion de estrategias de quimioprevencion, cuyo
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SUMMARY. In vitro and in vivo effects of mango pulp
(Mangifera indica cv. Azucar) in colon carcinogenesis.
Mango pulp contains ascorbic acid, carotenoids, polyphe-
nols, terpenoids and fiber which are healthy and could pro-
tect against colon cancer. The aim of this study was to
evaluate the antiproliferative and preventive capacity of an
aqueous extract of Mangifera indica cv. Azlicar on a
human colon adenocarcinoma cell line (SW480) and in a
rodent model of colorectal cancer, respectively. The con-
tent of total phenolics, flavonoids and carotenoids were
also analyzed in the extract. SW480 cell growth was inhi-
bited in a dose and time dependent manner by 22.3% after
a 72h exposure to the extract (200 pg/ mL). Colon carci-
nogenesis was initiated in Balb/c mice by two intra-peri-
toneal injections of azoxymethane (AOM) at the third and
fourth week of giving mango in drinking water (0.3%,
0.6%, 1.25%). After 10 weeks of treatment, in the colon of
mice receiving 0.3% mango, aberrant crypt foci formation
was inhibited more than 60% (p=0,05) and the inhibition
was dose-dependent when compared with controls recei-
ving water. These results show that mango pulp, a natural
food, non toxic, part of human being diet, contains bioac-
tive compounds able to reduce growth of tumor cells and
to prevent the appearance of precancerous lesions in colon
during carcinogenesis initiation.

Key words: Mangifera indica, phytochemicals, colon
cancer, chemoprevention

objetivo es el uso de agentes capaces de revertir, su-
primir o prevenir la fase inicial o la progresion de las
células premalignas a la enfermedad invasiva (2).
La carga de la enfermedad se distribuye diferen-
cialmente seglin la region geografica. Las mayores
tasas de incidencia se registran en América del Norte,
Australia/Nueva Zelanda, Europa Occidental y
Japon; seguidos por la zona meridional de América
del Sur con riesgo intermedio; y Africa y Asia con
el menor nimero de casos. Sin embargo, la tasa de
incidencia de esta enfermedad aumenta rapidamente
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en los paises donde el riesgo antes era bajo, lo que su-
giere que los factores ambientales (hébitos dietarios y
estilo de vida) constituyen un importante componente
de riesgo (1, 3).

Diferentes niveles de evidencia indican que el cam-
bio hacia una dieta saludable contribuiria a prevenir
mas del 30% de los casos de CCO (3). Por lo tanto, la
alimentacion es uno de los factores en los cuales es
posible actuar para incrementar la prevencion prima-
ria. La asociacion inversa entre la prevalencia del CCO
y el consumo de productos de origen vegetal, esencial-
mente frutas, verduras, cereales integrales y legumi-
nosas (3) se explica, en parte, gracias a su riqueza en
fitoquimicos y micronutrientes capaces de inhibir el
proceso carcinogénico previniéndolo, controlandolo o
retardandolo mediante mecanismos antioxidantes o
bioldgicos que modulan vias de senalizacion en el
ciclo celular, el crecimiento celular, la apoptosis, la an-
giogénesis y la respuesta inmune (4-5).

En la bisqueda de agentes quimiopreventivos deri-
vados de plantas se han identificado y se han evaluado
compuestos fenolicos y flavonoides como el resvera-
trol, presente en las uvas, y la curcumina proveniente
del tubérculo de la circuma; asi como también micro-
nutrientes (vitaminas A, C, E, selenio, calcio) que han
mostrado actividades antitumorales importantes tanto
en sistemas in vitro e in vivo (4, 6-7).

El mango (Mangifera indica L.), es un fruto consi-
derado alimento funcional por el alto contenido de com-
puestos bioactivos como acido ascorbico, carotenoides,
polifenoles, terpenoides, y fibra (8); aunque pueden va-
riar en cantidad de acuerdo al genotipo, parte del fruto,
estado de madurez y précticas agricolas. La presencia
de estos compuestos en el mango lo postula como un
alimento con potencial quimiopreventivo. Aunque es-
tudios de fitoquimicos individuales del mango muestran
actividad anticancerigena (9-10), se ha postulado que
los compuestos aislados pueden no presentar la misma
actividad del alimento completo lo que sugiere que hay
una relacion sinérgica entre los componentes que favo-
rezca su actividad bioldgica (5, 11).

La buena aceptacion del mango entre los consumi-
dores se evidencia en que es la fruta tropical mas pro-
ducida a nivel mundial (12), lo que sumado a su
riqueza en fitoquimicos con actividad biologicay a la
oportunidad de prevenir el CCO con modificaciones
en la dieta, justifican este estudio en el que se evalud
la capacidad antiproliferativa en células de adenocar-

cinoma de colon y preventiva en un modelo in vivo de
CCO de un extracto acuoso de Mangifera indica cv.
Azlcar.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las frutas utilizadas pertenecen a la variedad
mango de aztcar proveniente de la costa Caribe co-
lombiana. Se seleccionaron las frutas maduras por ins-
peccidn visual segun la norma técnica colombiana
NTC 5139 (13); estas se lavaron, desinfectaron (hipo-
clorito de sodio 100 ppm) y despulparon para ser con-
geladas 'y posteriormente  deshidratadas por
liofilizacion. Se evalu6 su calidad microbiolégica me-
diante conteo total de bacterias Mesofilicas aerobias,
hongos y levaduras, cuenta de Coliformes totales y fe-
cales, Escherichia coli segiin NTC 4458 de 1998 (14);
y Salmonella sp, para evaluar Salmonella segiin NTC
4574 (15); y no se obtuvo crecimiento microbiano en
el producto final. Para los ensayos in vitro se prepara-
ron soluciones madre en dimetilsulfoxido (DMSO)
con una concentracion final de 0,1%, las cuales fueron
sonicadas durante 30min y se tomo el sobrenadante
para almacenarlo a -20 °C hasta su uso; mientras que
para los ensayos in vivo, se prepard diariamente el ex-
tracto en agua como liquido de bebida de los animales.

Determinacion de fenoles totales

Se uso6 el método colorimétrico de Folin-Ciocal-
teu, el cual mide la reduccion de este reactivo, indu-
cida por el poder reductor de los compuestos
fenolicos, con la consecuente formacion de un com-
plejo azul que se lee a 760 nm (16). Se construy6 una
curva patréon usando como estandar acido galico. Los
resultados se expresaron como mg de acido ga-
lico/100 g de pulpa seca (GAE).

Determinacion de flavonoides

Se midieron por colorimetria con cloruro de alumi-
nio y nitrato de aluminio. La absorbancia se leyé a 517
nm y el contenido de flavonoides se expresé como mg
catequina/100g liofilizado (17).

Determinacion de carotenoides

Se aplico el método descrito por Biswas et al. En
breve, la muestra se mezcl6 con acetona fria por 15
min a 4°C. El precipitado se re-extrajo repitiéndose
todo el proceso anterior. Ambos extractos se mezcla-
ron, se filtraron y se determind la absorbancia a
449nm. La concentracion de carotenoides se deter-
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mino por curva de calibracion utilizando B-Caroteno
como sustancia patron. Los resultados se expresaron
como mg B-Caroteno/100g liofilizado (18).

Cultivo celular

Las células SW480 se obtuvieron de la Coleccion
Europea de Cultivos Celulares Animales (ECACC, Sa-
lisbury, UK). Se cultivaron en frascos de 25 cm2 en
medio DMEM suplementado con 25mM de glucosa,
2mM de L-glutamina, 10% de suero de caballo inac-
tivado, 100U/mL de penicilina, 100png/mL de estrep-
tomicina y 1% de aminoacidos no esenciales
(Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, Francia). Las incu-
baciones se hicieron a 37°C en atmosfera humeda con
5% de CO2. El medio de cultivo fue remplazado cada
48 h. Para todos los experimentos, el suero de caballo
fue reducido a 3%, y el medio fue suplementado con
10 pg/mL de insulina, 5 pg/mL de transferrina y 5
ng/mL de selenio (ITS-defined medium; Gibco, Invi-
trogen, Cergy-Pontoise, Francia).

Crecimiento celular

Después de 24h de adherencia, las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones del extracto
(50, 100 0 200 pg/mL) por 48 h'y 72 h. Después del
tratamiento, las células se recolectaron por tripsiniza-
cion (0,5% tripsina / 2,6 mM EDTA). Para la estima-
cion de la supervivencia, las células fueron tefiidas con
azul de tripano (Invitrogen Corp.) y por microscopia
oOptica se contaron las células tefiidas y las que no re-
tuvieron el colorante.

Animales y tratamientos

Ratones hembras de la cepa Balb/c (n=32), obteni-
dos de la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas
(CIB), con 6 semanas de edad y 16-24 g de peso, fue-
ron conservados en condiciones adecuadas segun las
recomendaciones nacionales (Ley 84 de 1989, Res No.
8430 de 1993) e internacionales (Consejo de las Co-
munidades Europeas y Canadian Council on Animal
Care, 1998), a 22-25°C, 12 h luz/12 h oscuridad, con
libre acceso al alimento y al agua o al extracto de fruta
(ad libitum) (0,3, 0,6 0 1,25% peso/vol) durante 10 se-
manas, y no se observaron variaciones significativas
en el peso entre los grupos durante el periodo experi-
mental. A la tercera y cuarta semana, la mitad
de los animales recibieron una dosis semanal

cibi6 inyeccion ip de solucion salina (NaCl) fisiolo-
gica. Todos los animales fueron sacrificados 5 sema-
nas después de la segunda inyeccion de AOM o NaClL

Evaluacion de focos de criptas aberrantes (FCA)

Para la evaluacién de los FCA se tomaron aproxi-
madamente 4 cm de la parte mas distal del colon. Cada
segmento fue lavado con solucion salina fisioldgica,
cortado, abierto longitudinalmente y fijado con forma-
lina tamponada al 10%. Las muestras fueron tefiidas
con 0,2% de azul de metileno por 5 min y lavadas con
tampon Krebs-Ringer. La lectura se realizo con un ob-
jetivo de 10X para identificar la presencia, cantidad y
multiplicidad de los FCA. Fueron identificadas como
criptas aberrantes aquellas de mayor tamafio, con
borde epitelial engrosado y un mayor espacio pericrip-
tal (19).

Analisis estadistico

Los datos son reportados como media + error es-
tandar (SE). Las comparaciones entre controles y gru-
pos tratados se hicieron usando el test de
Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia de
p<0,05 (GraphPad Software, San Diego California,
USA).

RESULTADOS

Contenido de fenoles totales, flavonoides

y carotenoides

Mediciones previas (datos no mostrados) indicaron
que el contenido de carotenoides es estable durante la
maduracion de la fruta y que el contenido de flavonoi-
des no varia significativamente, por eso se optd por
hacer todas las determinaciones de estos metabolitos
en la pulpa de la fruta madura. Los resultados de fe-
noles totales, flavonoides y carotenoides se muestran
en la tabla 1.

Efecto antiproliferativo del extracto

de mango en células SW480

Las células de adenocarcinoma de colon humano
SW480 fueron expuestas por 48 y 72 horas al extracto
del mango de azucar a concentraciones de 50 a
200pg/mL. No se observd inhibicion del crecimiento

TABLA 1. Metabolitos de la pulpa del mango de azlicar

de azoximetano (AOM) via intraperitoneal
(ip) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,

Fenoles totales
(mg ac. galico/100g) (mg catequina/100g) (mg fBcaroteno/100g)

Flavonoides Carotenoides

France) a una concentracion de 10 mg/kg de

217,62 +£ 1,35

56,15 £4,36 10.67 £0.19

peso; mientras que la otra mitad del grupo re-

Media + desviacion estandar, n=4
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celular en las células que no fueron expuestas al ex-
tracto (control). En la figura 1 se observa que el creci-
miento de las células SW480 disminuy6 en forma
dosis-tiempo-dependiente. A 50 y 100 ng/ mL el ex-
tracto indujo un 15,7% y 21,6% de inhibicion después
de 72 h respectivamente. A 200 pg/mL , la inhibicion
del crecimiento de SW480 alcanz6 22,3% a 72 h, pero
este efecto no se observd bajo las mismas condiciones
después de 48 h de tratamiento y en ambas condicio-
nes (48 hy 72 h) no fue estadisticamente significativo.

Efecto del extracto de mango en la formacion

de criptas aberrantes en colon de ratén

Se indujo la carcinogénesis en el colon mediante
dos inyecciones ip (una semanal) del carcin6geno qui-
mico AOM a la cuarta y quinta semana del suministro

del extracto de mango disuelto en agua como liquido
de bebida (ad libitum) (Figura 2). En la tabla 2 se pre-
senta el nimero de FCA y el analisis de multiplicidad
de criptas luego de diez semanas de suministrar el ex-
tracto a los animales con o sin AOM. El colon de los
animales inyectados con NaCl no present6 lesiones
preneoplésicas en contraste con el grupo de ratones in-
yectados con AOM en el cual todos exhibieron lesio-
nes preneoplasicas. Se encontrd que el extracto de
mango disminuy6 de manera dosis-dependiente la for-
macion de FCA. En los animales que recibieron ex-
tracto de mango al 0,3% se inhibid en mas del 60% el
numero de FCA comparados con el grupo control con
AOM (p=0,05). Ademas, el analisis de multiplicidad
de criptas por foco indica que el extracto del mango
también puede inhibir la hiperproliferacion de
criptas aberrantes.

1.2+
) Bl DISCUSION
% 1.04 _
s El presente trabajo tuvo como fin estudiar
% 0.8 por primera vez el extracto acuoso completo
) (no fraccionado) del fruto Mangifera indica cv.
g Azucar en cuanto al contenido de fitoquimicos
Eoed | TTTTTTTTTTTET y su efecto en el crecimiento de células de ade-
= nocarcinoma de colon (tumor primario)
SW480 y en la formacion de FCA al inicio del
0'4_50 0 50 100 150 200 (ng/ml)  Proceso carcinogénico inducido en el colon de

FIGURA 1. Efecto del extracto de pulpa de mango en la
proliferacion celular de SW480. Las células fueron expues-
tas a diferentes concentraciones del extracto por 48 hy 72
h. Datos expresados como media = error estandar de al

menos tres experimentos independientes.

FIGURA 2. Imagen representativa de la superficie de la mucosa del colon distal de
ratones inyectados con NaCl (control, A) o con azoximetano (AOM, B) después de
la tincion con azul de metileno. Las flechas indican la localizacion de FCA.

ratones Balb/c con el agente quimico AOM.
El contenido de fitoquimicos en frutas y
verduras se ha correlacionado con efectos pro-
tectores para la salud. La porciéon comestible
del mango con-
tiene carotenoides
y polifenoles
(acido galico, ta-
ninos  hidroliza-
bles, quercetina y
mangiferina) que
pueden proteger
contra el desarro-
llo de CCO; pero
su contenido es va-
riable. Las propor-
ciones de estos
componentes cam-
bian de acuerdo
con la variedad,
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TABLA 2. Efecto del extracto de mango en la formacion y multiplicidad de focos de criptas aberrantes
(FCA) en el colon distal de ratones inyectados con NaCl (control), con azoximetano (AOM) y ratones inyec-
tados con AOM que recibieron jugo de mango (JM). Los datos se expresan como promedio
+ error estandar del ntimero de FCA y del nimero de focos que contienen una (1C), dos (2C),
tres (3C) y cuatro o mas (4C+) criptas aberrantes hiperproliferativas.

Multiplicidad de criptas/FCA

Grupo Tratamiento # FCA/colon % inhibicion

1C 2C 3C 4C+
1 Control 0 - 0 0 0 0
2 AOM 24+5 - 14+3 5+£2 2+1 4+1
3 0,3% JM + AOM 8 £ 3% 66.6% 6+3 3 1 4
4 0,6% JM + AOM 3+2 87.5% 3 2 1 1
5 1,25% JM + AOM 0 - 0 0 0 0
6 1,25% JM 0 - 0 0 0 0
%

, P <0,05 vs grupo 2, U-Mann Whitney

edad, madurez, clima, suelo, método de cultivo, abo-
nos, lluvias, sistema de riego, entre otros que afectan
o modifican la actividad metabolica o expresion de
genes involucrados en las vias de sintesis de estos me-
tabolitos secundarios (20-21). En Colombia, ademas
de las variedades comerciales mas conocidas (Tommy
Atkins, Kent, Van Dyke, Keitt, entre otras), se reportan
algunos materiales que pertenecen al grupo de las va-
riedades criollas. Cartagena y Vega (1992) plantean la
importancia de los mangos criollos, los cuales se han
destacado por su agradable sabor, pero a pesar de su
amplia aceptacion e importancia en el mercado de las
frutas (22), es poco el conocimiento acerca del conte-
nido de compuestos bioactivos.

En este trabajo, inicialmente se analizo6 el conte-
nido de fenoles totales, flavonoides y carotenoides en
Mangifera indica cv. Azlcar. En cuanto al contenido
de fenoles totales, este es alto considerando que la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecua-
ria (CORPOICA) en el 2008 reportd un contenido
entre 50 y 200 mg GAE/100g en variedades criollas
cultivadas en todo el territorio colombiano (23), la
misma apreciacion se puede hacer al compararlo con
los resultados que reportan otros autores (8 - > 200 mg
GAE/100g), pero es similar al de la variedad Ub4 cul-
tivada en Brasil (> 200 mg GAE/100g) (9, 20, 24). En
cuanto al contenido de flavonoides, su comparacion
con otros estudios no fue posible debido a que se han
utilizado diferentes unidades para reportarlo. El con-
tenido de carotenoides estd por encima de los resulta-
dos de CORPOICA (2008) (1-4 mg/ 100g) en
variedades criollas (23), y del de otras variedades de
comercializaciéon mundial como Tommy Atkins y

Haden (> 2 mg/ 100g) (20), pero menor que el con-
tenido en las variedades Kent y Keitt (> 20 mg/ 100g)
(25). Estos resultados indican que la variedad mango
de Azlcar es una fuente importante de compuestos
bioactivos, con una riqueza superior a la descrita en
otras variedades.

Cada fruta representa una combinacion cuantitativa
y cualitativamente unica de fitoquimicos que interac-
tian entre si y que determinara las actividades biolo-
gicas del alimento, de ahi la importancia de evaluar el
efecto de la fruta completa (5). Con el fin de conocer
si el mango (cv. Azucar) tiene la capacidad para actuar
como un agente bloqueador antes de la iniciacion de
la carcinogénesis o como un agente supresor durante
la progresion de la enfermedad, se estudiaron dos mo-
delos bien establecidos para ensayos con alimentos
con potencial quimiopreventivo de CCO (19).

Los cultivos celulares han sido una herramienta til
para estudiar los efectos y mecanismos de los fitoqui-
micos en cancer. La linea SW480 de adenocarcinoma
de colon ha sido validada como un modelo in vitro de
la progresion de CCO y se han obtenido resultados en
otros estudios acerca de la actividad anticancerigena
de fitoquimicos de frutas (26). En este estudio, luego
de 72 h de exposicion con el extracto, el nimero de
células fue menor que a las 48 h bajo las mismas con-
centraciones, y se observo una inhibicion dosis depen-
diente como previamente reportd Noratto et al. (9). Sin
embargo, la mayor inhibicion fue de 22,3% a una con-
centracion de 200 pg/mL, y segtn los criterios del Ins-
tituto Nacional de Cancer de los EUA, un extracto es
considerado activo si tiene la capacidad de inhibir el
50% del crecimiento de células cancerosas con una
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concentracion menor o igual a 30 pg/mL, pero si es
mayor a 100 pg/mL es baja (27). Por lo tanto, en este
trabajo, la actividad antiproliferativa del extracto de
mango contra células SW480, se puede considerar
baja, por lo que podria no ser efectivo en la inhibicién
de la fase de progresion del CCO.

El desarrollo de estrategias de quimioprevencion
se ha facilitado con el uso del modelo en roedores de
carcinogénesis en colon inducido con AOM. Este mo-
delo recapitula los principales eventos clinicos, pato-
légicos y moleculares que ocurren en el CCO
esporadico en el humano, incluyendo la formacién de
FCA (19). En el ensayo in vivo se probaron concen-
traciones del mango de azucar equivalentes al tamafio
de una porcién o menos de lo que sugiere el sistema
de intercambio de alimentos y la encuesta de situacion
nutricional (2005), lo que permite concluir que la in-
gestion de por lo menos 27 g de mango, podria contri-
buir a disminuir la probabilidad de CCO, pero solo si
hace parte de una dieta y habitos de vida saludables
como ha sido recomendado por los expertos (28).

Los resultados en el modelo in vivo sugieren que
el mango tiene propiedades para inhibir el inicio de la
carcinogénesis en el colon, posiblemente atribuible a
los compuestos bioactivos presentes como polifenoles
y carotenoides. Varios autores coinciden en que el
acido galico es uno de los principales polifenoles con-
tenidos en la pulpa de mango, seguido por taninos hi-
drolizables, quercetina y mangiferina (29); y en cuanto
a los carotenoides, la violaxantina y el 3-caroteno se
han identificado como los mas abundantes (30). Mu-
chos investigadores han propuesto la mangiferina
como el principio activo de los extractos de mango;
por su capacidad antioxidante, su potencial como
agente quimiopreventivo y otras actividades biologi-
cas demostradas (10), pero es necesario el sinergismo
entre los fitoquimicos presentes en la fruta para poten-
ciar la actividad biologica de cada uno (29).

De todos estos fitoquimicos se ha descrito que son
potentes antioxidantes, lo que podria beneficiar a la cé-
lula aumentando los mecanismos de defensa en el colon
para evitar el dafio oxidativo que puede generar el pro-
ceso carcinogénico desencadenado por el AOM; asi
como se observo en el higado de ratas que consumieron
la fruta y desarrollaron menos cambios citotoxicos ge-
nerados por el tratamiento con dimetilhidrazina, un car-
cinégeno precursor del AOM, optimizando los
mecanismos enzimaticos antioxidantes (31).

La quercetina contiene en su estructura un doble
enlace en el anillo C y el grupo 4-oxo, los cuales son
determinantes estructurales que potencian su accion
como antioxidante (32). Estudios han mostrado la in-
hibicion de proteinas-quinasas, ADN topoisomerasas
y regulacién de la expresion génica modulando la
transactivacion de receptores nucleares (8, 29). Los
acidos fenolicos por su parte, son considerados donan-
tes de hidrogeno eficientes por tener en su estructura
el grupo carboxilico que es facilmente ionizado, y tie-
nen grupos hidroxilicos adicionales también disponi-
bles para la donacién de atomos de hidréogeno como
el 4acido gélico que contiene tres grupos hidroxilicos,
lo que podria explicar su alta contribucién al poder an-
tioxidante del mango (cv. Ataulfo) (32-33). La presen-
cia de dobles enlaces conjugados en la estructura de
los carotenoides es la responsable de que puedan ac-
tuar como neutralizadores de radicales libres y de otras
especies reactivas de oxigeno (34), y algunos como el
[-caroteno, luteina y licopeno se mantienen disponi-
bles en el tracto gastrointestinal durante todo el pro-
ceso de digestion (35). Ademas de los anteriores, el
mango también es fuente importante de vitamina C la
cual puede actuar en conjunto con otros antioxidantes
para protegerlos de la degradacion oxidativa lo que re-
sulta en un efecto bioldgico mas prolongado de poli-
fenoles como la quercetina (32).

Los resultados de este trabajo y antecedentes de ¢,
sugieren que la capacidad antioxidante de esta fruta es
relevante en la iniciacion de la carcinogénesis cuando
las especies reactivas del oxigeno y otros carcindgenos
pro-oxidantes generan mutaciones en el ADN, por lo
que es en esta etapa donde la capacidad antioxidante
de los fitoquimicos puede tener un efecto relevante en
la actividad anticancerigena de la fruta, y no en la pro-
gresion donde se precisan de mecanismos adicionales.

CONCLUSION

Este es el primer estudio que resalta las propieda-
des anticarcinogénicas de Mangifera indica cv. Azicar
y muestra su potencial como agente quimiopreventivo
que ayuda a bloquear el inicio de la carcinogénesis en
el colon; adicionalmente, nuestro grupo realiza estu-
dios en curso para conocer la capacidad de esta fruta
para prevenir la progresion de las lesiones precance-
rosas en polipos adenomatosos. Estos hallazgos pue-
den contribuir al desarrollo de nuevos suplementos o
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fitoterapéuticos a base de compuestos bioactivos de
esta fruta dirigidos a individuos con lesiones prema-
lignas o para prevenir su recurrencia.
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RESUMEN. La informacion sobre biomarcadores 6seos
en adolescentes y adultas durante el periodo posparto es
incierta, por lo que el objetivo de este articulo fue analizar
el patron de biomarcadores 6seos en adolescentes y adul-
tasa 15,90, 180 y 365 dias posparto (dpp) y su asociacion
con la densidad mineral 6sea (DMO) y lactancia materna.
Se realizo un estudio de cohorte en 32 madres adolescen-
tes <17 afios y 41 adultas de 18 a 29 afios de edad en el
primer afio posparto. Se realizaron medidas antropométri-
cas, DMO y biomarcadores 6seos y asi como datos del
tipo y la duracion de lactancia. Como resultados se encon-
tré asociacion entre la concentracion basal de N-telopép-
tidos <24 pg/L y mayor aumento de DMO. Las
adolescentes tuvieron mayor concentracioén de N-telopép-
tidos (p<0.004) y menor concentracion de osteocalcina
(543 vs13+4, p <0.001) que las adultas. La lactancia no
afecto el cambio de DMO (p>0.050), ni de biomarcadores
o6seos. La osteocalcina se asocio con el cambio en DMO
(p<0.040). La prolactina fue mayor entre las que practica-
ron lactancia materna exclusiva (p<<0.001). A menor edad
menores concentraciones de osteocalcina (p<0.001) y ma-
yores concentraciones de N-telopéptidos (p<0.001). Se
concluyd que a menor concentracion de N-telopéptidos y
mayor de osteocalcina hubo un mayor aumento de DMO,
lo cual implica menor aumento de ésta en el grupo de ado-
lescentes. La lactancia no afect6é la DMO.

Palabras clave: Adolescente, densidad mineral dsea, N-
telopéptidos, osteocalcina, posparto, México.

INTRODUCCION

El tejido 6seo constituye el principal sostén del
cuerpo y es la mayor reserva de calcio. Durante la
adolescencia se acumula casi 50% de la masa 6sea
total (1,2). Se ha observado que a lo largo de la ges-
tacion y la lactancia hay un mayor recambio de la
masa dsea (3), proceso por el cual el hueso viejo es

SUMMARY. Bone biomarkers and its relation with bone
mineral density in adults and adolescents during the first
year postpartum. The objective of this study was to describe
the trend of bone biomarkers in adults and adolescents women
at 15, 90, 180 and 365 postpartum days (ppd) and its relation
with bone mineral density (BMD). It was a prospective cohort
of 32 teenager’s <17 and 41 women from 18 to 29 years old.
We evaluated diet, anthropometry, BMD, bone biomarkers
and hormonal profile. In all, the concentration of N-telopep-
tide was higher at 15 days postpartum decreasing during first
year postpartum, but adolescents had the highest concentra-
tion. The lowest N-telopeptide concentration was associated
with highest increasing of the BMD. Osteocalcin concentra-
tion was lower in adolescents than in adults women (5 + 3 vs
13 £ 4 ng/mL, p<0.001) during first year postpartum. Exclu-
sive breastfeeding did not affect the BMD (p>0.050) or bone
biomarkers. Osteocalcin concentration was positively asso-
ciated with bone BMD (p<0.040), breastfeeding did not affect
osteocalcin concentrations. Prolactin was higher among
women who breastfed exclusively (p<0.001). Age and breas-
tfeeding inversely correlated with bone biomarkers (p<0.001)
N-telopeptide and PTHi respectively. We concluded that a
lower N-telopeptide concentration and a higher osteocalcin
concentration were associated with a higher increasing of
BMD, so then, adolescents showed the lowest recovery of the
BMD. Breastfeeding does not affect the BMD.

Key words: Adolescent, bone density, N-telopeptide, osteo-
calcin, postpartum Mexico.

reemplazado por hueso nuevo en un mismo sitio y es
el responsable de la completa regeneracion del sistema
esquelético del adulto (4). Sin embargo, el proceso de
resorcion osea es mas rapido que el de formacion, por
lo que todo aumento en el ciclo de remodelamiento
conlleva a una pérdida de la masa o6sea (5).

En la remodelacion 6sea intervienen biomarcadores
como los N-telopéptidos, los cuales se han asociado a
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la degradacion de la matriz 6sea, son sensibles y es-
pecificos de la resorcion 6sea (6). Por otra parte, la os-
teocalcina producida por los osteoblastos en
concentraciones elevadas correlaciona con la forma-
cion o remodelado 6seo (7). Las hormonas estradiol y
progesterona también participan en la resorcion y for-
macion 6sea respectivamente (8). El calcio participa
en la remodelacion y formacion 6sea, manteniéndose
en condiciones Optimas cuando su aporte dietario es
adecuado acorde a las necesidades fisiologicas de los
sujetos, pero cuando la concentracion sérica o idnica
de calcio baja, la secrecion de la hormona paratiroidea
(PTH por sus siglas en inglés) aumenta, lo que resulta
en un mayor recambio 6seo (9-12). El bajo consumo
de calcio en mujeres mexicanas (13,14) se puede re-
lacionar con la desmineralizacion ésea (10).

Previamente se documento6 que la densidad mineral
osea (DMO) de la vértebra lumbar 2 a la 4 (L2-L4) y
del cuello del fémur no disminuye en mujeres adoles-
centes durante el periodo posparto y que la edad y las
concentraciones de estradiol podrian estar relacionadas
con estos resultados (14), sin embargo el patron hor-
monal que influye sobre el recambio dseo en adoles-
centes y adultas que practican la lactancia materna es
incierto en esta poblacion, por ello es necesario com-
probar los postulados que establecen que en la edad ma-
terna, las hormonas y la lactancia humana pueden
influir en la pérdida o recuperacion de la DMO (11-12).

El propdsito de esta investigacion fue analizar el
patron de biomarcadores dseos en madres adolescentes
y adultas a los 15, 90, 180 y 365 dias posparto (dpp) y
su asociacion con la DMO y la lactancia materna.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion deriva de una cohorte de madres
adolescentes y adultas atendidas en el Instituto Nacio-
nal de Perinatologia (INPer) en México, de los afos
2003 a 2010 y esta parte del estudio comprende el ana-
lisis de biomarcadores de formacion y resorcion dsea
y su asociacion con la DMO y la lactancia materna du-
rante el primer afio posparto, en un analisis secundario
se describio la evolucion de la DMO (14). La cohorte,
consistié de una muestra de 73 mujeres en el periodo
posparto; seguidas por 1 afio posterior al parto, de las
cuales 32 eran <17 afios de edad y 41 mujeres de 18 a
29 afios. El tamafio muestral se calcul6 con base en la
diferencia del 7% en la pérdida de DMO, un valor de

alfa de 0.05 y de beta de 0.20. Cabe destacar que du-
rante la adolescencia se adquiere el 50% de la masa
oOsea, las mujeres en esta etapa son consideradas vul-
nerables fisiologicamente, aunado al proceso de ges-
tacion en el que las demandas de nutrimentos se
incrementan por la formacion del nuevo ser, incremen-
tando el riesgo de osteopenia a edades tempranas por
una débil adquisicion de la masa 6sea, potenciado por
un consumo deficiente de calcio y otros nutrimentos
relacionados con la masa dsea, por ello es que se conto
con casos de adolescentes y los controles con adultas
jovenes, bajo las mismas condiciones socioecondmi-
cas y geograficas (14). Los criterios de seleccion fue-
ron los siguientes: sin evidencia de enfermedades
metabolicas o infecciosas, primigestas, con producto
Unico vivo a término y eutréfico, con método anticon-
ceptivo el ritmo, el dispositivo intrauterino o el pre-
servativo durante el periodo de seguimiento. No se
incluyeron las que tuvieron antecedentes personales
de alguna enfermedad 6sea, cronica y/o aguda, presen-
cia de toxicomanias y/o que no aceptaron participar en
la investigacion. Todas las participantes firmaron carta
de consentimiento informado, se solicitd la autoriza-
cion y firma de sus padres o tutores en el caso de las
adolescentes. El estudio aprobado por los Comités de
Etica e Investigacion del propio Instituto.

Las participantes se citaron para su primera eva-
luacioén a las dos semanas después del parto, todas las
valoraciones, excepto la densitometria 6sea; se reali-
zaron a los 15, 90, 180 y 365 dias posteriores al parto.

Cuarenta y siete mujeres menores o igual a 17 afios
y 58 adultas jovenes (18 a 29 afios) iniciaron el estu-
dio, sin embargo, se presentd una tasa de desercion
cercana al 25% en ambos grupos.

Densidad mineral osea

La evaluacion de la DMO se efectud mediante ab-
sorciometria dual de rayos X (DEXA) con un densi-
tometro 6seo de la serie Lunar Prodigy (GE
Healthcare, Bélgica) y los sitios de evaluacion fueron
en la columna vertebral L2 - L4, cuello y trocanter de
fémur y el triangulo de Wards a los 15, 90 y 365 dpp.

Lactancia materna

En cada una de las citas de evaluacion a las madres
se interrogd sobre el nimero de tetadas (mamadas) y
biberones que fueron proporcionados al lactante. La
clasificacion de lactancia materna exclusiva fue acorde
con el niimero de tetadas y biberones-onzas con for-
mula maternizada que se administraban al lactante; >8
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tetadas y 0 onzas de formula al dia fue considerada
como lactancia materna exclusiva, incorporar a la ali-
mentacion del infante mas de cuatro onzas con for-
mula maternizada fue considerada como lactancia no
exclusiva, cero tetadas y alimentacion con formula fue
considerada lactancia artificial. De acuerdo con la du-
racion en la que se proporciond la lactancia materna
exclusiva se hicieron los siguientes puntos de corte
para el analisis 0 meses (lactancia artificial), 1 a 5
meses (lactancia no exclusiva), mas de 6 meses con
lactancia (lactancia exclusiva) (16).

Analisis bioquimico

Todas las muestras de sangre materna se tomaron
en ayuno previo de 8 horas. Las determinaciones séri-
cas de prolactina y progesterona se realizaron mediante
un método automatizado usando la técnica de ELISA
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), la de-
teccion fue por quimioluminiscencia en un equipo IM-
MULITE-1000 (Siemens, Estados Unidos) para lo cual
se utilizé un volumen aproximado de 50 pL de suero
para cada analisis; la cuantificacion de osteocalcina se
efectuo con la técnica de ELISA manual por el método
Metroosteocalcina con un equipo Quidel, sus unidades
de expresion fueron en ng/mL, en el laboratorio del De-
partamento de Nutricion y Bioprogramacion del INPer.
Para la cuantificacion de las concentraciones de N-te-
lopéptidos se utilizo la técnica de radioinmunoensayo
(RIA) en un equipo contador gamma, expresadas como
ng/L. La PTHi (parathormona intacta) se determind por
la técnica de IRMA (analisis inmunoradiométrico) con
un equipo contador gamma expresado en ng/L, estos
analisis por el Instituto Nacional de Nutricion y Cien-
cias Médicas, Ciudad de México.

Otros datos. Todas las participantes fueron medidas
y pesadas en cada evaluacion, con estas mediciones se
calculo el IMC, a través de una encuesta se obtuvo la
edad cronoldgica, edad de la menarca y con estos
datos se calculd la edad ginecologica (edad cronolo-
gica — edad de la menarca), ademas se cuestion6 cual
era el método anticonceptivo utilizado durante el ul-
timo mes, asi como el mes en que se reinstalo la mens-
truacion. Los datos sociodemograficos correspon-
dieron a mujeres que pertenecen a un nivel socioeco-
ndémico medio bajo y bajo, con una escolaridad de se-
cundaria incompleta o menos (14).

Andlisis estadistico

Se compararon las medias de los grupos con res-
pecto al tiempo y la edad con andlisis de medidas re-

petidas y se calcul6 el coeficiente de correlacion de
Spearman para identificar la asociacion entre las va-
riables con distribucion no paramétrica. Los puntos de
corte usados en la tabla 2a y 2b fueron de acuerdo con
la mediana de los propios datos de la concentracion de
osteocalcina y N-telopéptidos, con la finalidad de tener
grupos homogéneos en el analisis. Se considerd una
diferencia o asociacion significativa cuando existio un
valor de p<0.05, el analisis se efectué mediante el pro-
grama estadistico SPSS para Windows, version 15.

RESULTADOS

Del total de mujeres invitadas y que completaron el
estudio 32 eran <17 anos de edad y 41 de 18 a 29 afios,
cuando se compararon las medias de los casos comple-
tos y las deserciones no se presento diferencia signifi-
cativa en edad cronoldgica, edad ginecologica, estatura,
peso pregestacional, peso maximo gestacional, indice
de masa corporal (IMC), DMO en L2-L4, cuello de
fémur, trocanter y tridangulo de Wards. N-telopéptidos,
osteocalcina, progesterona, PTHi y prolactina basales.

La edad cronolodgica de todas las participantes fue
de 20 £+ 4.4 anos, con una edad de la menarca de 12.0
+ 1.4 afios, edad ginecoldgica de 7.4 + 4 afios. Las
adolescentes presentaron una edad cronoldgica en
anos de 15.6 = 0.7, en las adultas ésta correspondi6 a
22.6 £ 3.5. El IMC al inicio del estudio fue cercano a
23 kg/m? en adolescentes y adultas.

El tiempo de practica de lactancia exclusiva en
adolescentes fue de 0 meses en 13 casos (40%), de 1
a 5 meses en 9 (27%) y 6 meses o mas en 11 partici-
pantes (33%); mientras que las adultas que lactaron 0
meses fueron 14 (35%), de 1 a 5 meses 16 casos (40
%) y seis meses y mas lo practicaron 10 mujeres
(25%), sin asociacion significativa por edad (p=0.500)

En las Figuras lay 1b se puede observar la tenden-
cia de la DMO por practica de lactancia por grupo de
edad, sobresalié que las adolescentes no disminuyeron
su masa 0sea, sin embargo, mantuvieron valores mas
bajos que las adultas (p<0.001), no se observo dife-
rencia significativa por practica de lactancia
(p>0.050), cabe mencionar que se recuperaron las ci-
fras basales de DMO.

Biomarcadores oseos

En la Tabla 1 se aprecia que la mayor concentra-
cion de N-telopéptidos se ubicd a los 15 dpp, mientras
que la osteocalcina tuvo un patron inverso. En cuanto



BIOMARCADORES OSEOS Y SU RELACION CON LA DENSIDAD MINERAL OSEA 27

Adolescentes L2-L4

1,4 J805meses O3 meses ®12meses 14

B 0.5 meses

Adultas
O3 meses

B 12 meses

12 1,2
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 04
0,2 0,2
0 0
2
glem”™  Adificial  Noexclusiva exclusiva 6 Artificial ~ No exclusiva exclusiva 6
Tipo de lactancia M€SeS Tipo de lactancia MeS€S
Trocanter de fémur F I,GURA 1A.
Adolescentes Adultas Patrén de la DMO
O3 meses ® 12 meses B05meses DO3meses B 12meses de L2-L4 y trocanter

0.5 meses
1

1
0,8

de fémura 0.5,3y 12

08 meses posparto en
06 06 adolescentes y adultas
04 0.4 por practica de
02 02 lactancia.
0 ; 0
glem”  Aificial  Noexclusiva  Exclusiva 26 Atificial  No exclusiva  Exclusiva 26
meses . . meses
Tipo de lactancia Tipo de lactancia
Adolescentes Cuello de fémur Adultas
1,4 14
12 B05meses DO3meses ®12meses 1o JB0.5meses O3meses ®12meses
1 1
08 0,8
0,6 0,6
04 04
0,2 0,2
0 0
g/cm2 Artificial No exclusiva Exclusiva 26 Artificial No exclusiva Exclusiva 26
Tipo de lactancia ~ Meses Tipo de lactancia meses
Trianeulo de Ward FIGURA 1B.
Adolescentes riangulo de wards Adultas Patron de la ’DMO
de cuello fémur
’ B 0.5 meses O3 meses B 12 meses 5 EB0.5meses O3 meses ®12meses y triz’mgulo de Wards
1 P a0.5,3 y 12 meses
08 08 posparto; en
06 06 adolescentes y adultas
04 0.4 por préctlga de
02 02 lactancia.
0 0
)
g/em™  Adificial No exclusiva  Exclusiva 26 Artificial No exclusiva Exclusiva 26
meses meses

Tipo de lactancia

a los grupos de edad, las adolescentes fueron las que
tuvieron las cifras mas altas de N telopéptidos y me-
nores de osteocalcina.

En la Figura 2a se observa que a mayor frecuencia
de practica de lactancia exclusiva menor era la con-
centracion de N- telopéptidos, no obstante, con el

Tipo de lactancia

tiempo estas concentraciones disminuyeron. Las ado-
lescentes tuvieron concentraciones mas altas de N-te-
lopéptidos, comparadas con las adultas. Por su parte,
la osteocalcina fue menor en las adolescentes, sin
efecto por practica de lactancia ni por el tiempo. La
progesterona fue mas alta entre las adolescentes,
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TABLA 1. Tendencia de biomarcadores 0seos

por grupo de edad.
. Grupo de edad
Tiempo posparto
en dias Adolescentes Adultas P
n=32 n=41
N-telopéptidos (png/L)
15 242 +4 24,2+3 0,96
90 10,743 8+2 <0,001
180 8,642 7+1 0,004
365 7,643 542 <0,001
Osteocalcina (ng/mL)
15 4,5+1 9,6+1 <0,001
90 543 1145 <0,001
180 542 1345 <0,001
365 543 13+4 <0,001
PTH (ng/L)
15 1749 15+6 0,152
90 18+7 19+6 0,598
180 21+10 20+4 0,563
365 23,449 23+4 0,984

Datos presentados en media + desviacion estandar. T de Student

siendo mayores los valores en proporcion al tiempo posparto.
En cambio, la prolactina solo se vio afectada por la practica
de lactancia en ambos grupos. La PTHi, aument6 de forma
significativa conforme avanzo el seguimiento, independien-
temente de la edad y practica de lactancia materna, como se
ve en la figura 2b

DMO, N-telopéptidos y osteocalcina

En las tablas 2a y 2b se muestra que el cambio de la DMO
se relacion6 con la concentracion de los N-telopétidos a los 15
dpp, siendo mayor el aumento de la masa 6sea entre las que te-
nian menos N-telopétidos. En contraste, las que tuvieron cifras
<6 ng/mL de osteocalcina tuvieron menor aumento de DMO.
La lactancia no tuvo efecto en la DMO de los sitios estudiados.

En esta investigacion se observo que la edad ginecoldgica
correlaciond directamente con osteocalcina e inversamente
con la concentracion de N-telopétidos, mientras que la lactan-
cia tuvo una correlacion inversa con N- telopéptidos y PTHi,
como se ve en la tabla 3.

DISCUSION

Este estudio evidencia la variabilidad de los biomarcadores
6seos en un mismo periodo fisiologico de una muestra de mu-
jeres jovenes mexicanas con diferente edad y practica de lac-
tancia asi como su efecto sobre la DMO.

Las concentraciones de N-telopéptidos en
todas las mujeres disminuyeron independien-
temente de la practica de la lactancia materna,
de esta forma se postula que la pérdida 6sea
posparto es fisioldgica y se explica por la pre-
sencia de N-telopéptidos en el grupo de las
adultas, en quienes las concentraciones de N-
telopéptidos fueron semejantes a los observa-
dos en las mujeres posmenopausicas (15), asi
se asume que las adultas atraviesan por un
proceso de desgaste 6seo aunado al hipoestro-
genismo propio del periodo posparto, que va
disminuyendo conforme avanza el tiempo. En
la presente investigacion no se evidencio el
papel de la progesterona sobre la DMO, sin
embargo se ha documentado que en adoles-
centes la progesterona se puede asociar con el
aumento de la DMO en el periodo posparto,
en conjunto con otros factores como el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) (17)
y el estradiol; hormonas que desafortunada-
mente no fueron evaluados en este estudio. En
este mismo sentido las adolescentes podrian
llegar a presentar altas concentraciones de
IGF-1 y estradiol contribuyendo asi al creci-
miento de la estatura, junto con receptores de
la vitamina D (18).

Por su parte, las concentraciones de osteo-
calcina fueron inferiores en el grupo de adoles-
centes, lo que indica una baja remodelacién
oOsea y por lo tanto una menor capacidad de re-
modelacion. Aun asi, las adolescentes de este
estudio presentd concentraciones de osteocal-
cina menores comparadas con otros grupos de
adolescentes nuliparas espaiolas (17, 19), lo
que advierte que si bien las madres adolescen-
tes no pierden tanta masa 6sea como las adul-
tas, si podrian limitar su pico maximo de masa
osea, por el propio proceso reproductivo. En
este mismo sentido, en las adultas la osteocal-
cina mostrd concentraciones similares a las de
mujeres posmenopausicas (13.3 vs 13.5
ng/mL) (15), por consiguiente, el grupo de las
adultas podria estar cursando por un desgaste
oseo desde el primer dia postparto, manifestado
en la DMO y la osteocalcina a los 90 dpp, que
se elevo para cubrir la resorcion 6sea provo-
cada por los N-telopéptidos desde los 15 dpp.
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Las concentraciones de PTHi en todas las que par-
ticiparon en este estudio fueron similares a las reporta-
das en madres adolescentes brasilefias a los 180 dpp
con baja ingestion de calcio (18). La PTHi no mostro
diferencia significativa por edad o practica de lactancia,
con relacion a lo anterior, se ha reportado que durante
los periodos de embarazo y lactancia la PTHi muestra

15 90 180 365

mayores concentraciones cuando la ingestion de calcio
es baja, para mantener la concentracion de calcio sérico
a expensas de la masa osea con la finalidad de evitar la
pérdida renal de calcio (20-22) y como se ha documen-
tado los porcentajes de adecuacion de calcio en madres
adolescentes son inferiores a lo reportado en poblacion
adulta y adolescente en México (13,14, 23).
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TABLA 2A. DMO segun concentracion de N-telopéptidos a los 15 dpp y duracién de la practica
de lactancia exclusiva.

Tiempo de lactancia (en meses)

0 1-5 6 y mas
N-telopéptidos pg/L <23.8 >24 <23.8 >24 <23.8 >24
n=12 n=11 n=12 n=15 n=14 n=9
DMO (dpp)
L2-L4*
15 1,035+£0,1  1,066+0,1  1,107+0,2  1,146+0,2  1,040+0,1  1,007+0,2
90 1,063+0,1  1,129+0,1 1,112+0,1 1,150+£0,2  1,081+0,1  1,063+0,1
360 1,099+0,1 1,202+0,1  1,193+0,1 1,184+0,2  1,135+0,1 1,112+0,1
Cuello de fémur *
15 0,995+0,1  1,038+0,1  0,996+0,1  1,034+0,2  1,008+0.1  1,024=+0,1
90 0,979+0,1 1,050+0,1  0,999+0,1 1,011+0,2  1,028+0.1 1,011+0,1
360 1,019+0,1 1,073+0,1 1,015+0,1 1,024+0,2  1,048+0.1 1,032+0,1
Triangulo de Wards*
15 0,885+0,1  0,923+0,2 0,893+0,2  0,964+0,2 0,882+0,2  0,862+0,2
90 0,891+0,1  0,986+0,1  0,932+0,1 0,940+0,2 0,957+0,2  0,926+0,1
360 0,94240,1  0,943+0,1  0,954+0,1 0,937£0,2  0,964+0,1  0,923+0,1
Trocanter de fémur *
15 0,707+£0,1  0,783+0,1  0,745+0,1 0,761+0,1  0,766+0,1  0,741+0,1
90 0,723+£0,1  0,829+0,1  0,762+0,1  0,757+0,1  0,784+0,1  0,740+0,2
360 0,757+£0,1  0,845+0,1 0,797+0,1  0,756+0,1  0,792+0,1  0,792+0,1

Datos presentados en media = desviacion estandar. Analisis de datos repetidos. DMO: densidad mineral 6sea, dpp: dias posparto
* Intrasujetos e intersujetos efecto tiempo p<0.001, N telopéptidos y lactancia p >0.050

Por su parte, la prolactina mostr6 una tendencia di-
ferente por practica de lactancia materna en ambos
grupos y no se asocié con el cambio de la DMO, de
esta forma se evidencio que la lactancia materna fue
determinante de las concentraciones séricas.

En este documento se observo que la edad gineco-
logica correlaciono inversamente con la concentracion
de progesterona y de los N-Telopéptidos, con ello se
puede deducir que la madurez fisioldgica seria la prin-
cipal determinante de la salud y desgaste dseo; porque
los valores de biomarcadores como la osteocalcina au-
mentan con la edad (24) para una mayor formacion
oOsea, sin embargo, es preciso reiterar que la muestra
de adultas jovenes fue de menores de 30 afios, quienes
aun estan en formacion de masa dsea. (25)

En esta muestra se observo que el tiempo fue la
principal variable asociada al cambio en la DMO,
mientras que los biomarcadores relacionados al cam-
bio en la DMO fueron osteocalcina y N-telopéptidos,
sin que la practica de lactancia afectara los biomarca-
dores ni la DMO; contrario a lo reportado (26) en adul-

tas con edad cercana a los 31 anos, donde se observo
que a mayor tiempo de lactancia mayor concentracion
de osteocalcina y de telopéptido C terminal.

Los autores de este documento consideran necesa-
rio contar con mas estudios que corroboren este postu-
lado en poblaciéon joven; principalmente porque en
México las menores de 30 afios, incluyendo adolescen-
tes, siguen embarazandose en una tasa alta y acorde
con lo hallado en este articulo, se estaria limitando su
pico de masa 6sea maxima. En este documento se pudo
reiterar que la practica de la lactancia exclusiva no in-
terfiriere en la DMO, sin embargo, se observo que el
propio proceso reproductivo entre las adolescentes im-
plica limitar su pico de masa 6sea maxima, exponién-
dolas a mediano o largo plazo a desgaste dseo.

La principal limitacién de este estudio fue no con-
tar con niveles séricos o idnicos de calcio ni la ingesta
de éste dentro de las variables confusoras, asi como
tampoco contar con evaluaciones previas al embarazo
que realmente determinen un estado basal y fisiolo-
gico, ademas de tener una diferencia relativamente
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TABLA 2B. DMO segun concentracion de osteocalcina a los 15 dpp y duracion de la practica
de lactancia exclusiva.
Tiempo de lactancia (en meses)
1-5 6 y mas
Osteocalcina ng/mL =5 =6 =3 =6 =3 =6
n=15 n=12 n=13 n=12 n=12 n=9
DMO (dpp)
L2-L4 ¢
15 0,993+0,1  1,126+0,1  1,092+0,2 1,169+0,2  0,984+0,2  1,082+0,1
90 1,078+0,1  1,127+0,1  1,118+0,1  1,150+0,2  1,055+0,1  1,097+0,1
360 1,130£0,1  1,189+0,1  1,178+0,1  1,199+0,2  1,115¢0,1  1,138+0,1
Cuello de fémur |
15 0,990+0,1  1,056+0,1  0,966+0,2  0,730+0,1  0,990+0,1  0,048+0,1
90 1,005+£0,1  1,036£0,1  0,964+0,2  1,050+0,1  1,004+0,1  1,044+0,1
360 1,044+0,1 1,056£0,1 0,992+0,2  1,050£0,1  1,038+0,1  1,045+0,1
Triangulo de Wards |
15 0,868+0,1  0,954+0,2 0,876+0,2  0,995+0,2  0,824+0,2  0,940+0,1
90 0,942+0,1 0,946+0,2 0,893+0,2  0,984+0,2 0,920+0,2 0,974%0,1
360 0,975+0,1 0,967£0,2  0,922+0,2  0,969+0,2 0,936+0,2 0,961+0,1
Trocanter
15 0,736+0,1  0,766+0,1  0,721+0,1  0,790+0,1  0,732+0,1  0,786=%0,1
90 0,778+0,1  0,786+0,1  0,743+0,1  0,777+0,1  0,774+0,1  0,754%0,1
360 0,810+0,1 0,801+£0,1 0,761+0,1 0,789+0,1  0,785+0,1  0,773+0,1
Datos presentados en media = desviacion estandar. Analisis de datos repetidos. DMO: densidad mineral 6sea, dpp: dias posparto
i Intrasujetos y entre sujetos tiempo p <0.001, osteocalcina p < 0.040
| Intrasujetos tiempo p <0.001, osteocalcina p <0.001, entre sujetos tiempo p <0.001
TABLA 3. Correlacién de Spearman entre las variables asociadas con los marcadores 0seos
Variable Tiempo de medicion(dias pp)
15 90 180 365
N telopéptidos (ng/L)
Edad ginecologica (afos) -0,181 -0,502%* -0,371%* -0,573%%*
Tiempo de lactancia (meses) 0,127 -0,243* -0,338%* -0,154
Reinstalacion de la menstruacion (meses) 0,159 -0,082 -0,244* -0,092
PTHi (ng/L)
Tiempo de lactancia (meses) -0,052 -0,242% 0,007 0,006
Progesterona (ng/mL)
Edad ginecologica (afos) 0,017 -0,296* -0,177 -0,124
Osteocalcina (ng/mL)
Edad ginecolodgica (afios) 0,431** 0,389** 0,573** 0,600**

Valor Rho *p<0,050 , **p<0,001
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corta entre las edades de los grupos estudiados, pues
esto podria limitar hasta cierto punto el encontrar ma-
yores diferencias. Sin embargo, su principal fortaleza
es la relativamente baja tasa de desercion y las multi-
ples determinaciones a largo plazo que reflejan de
mejor manera el patron fisioldgico de los biomarca-
dores 6seos correlacionados con la lactancia y la den-
sidad mineral osea.

Finalmente, se concluyo6 que en los N-telopéptidos
alcanzaron su mayor concentracion a 15dpp, disminu-
yendo con el tiempo, una menor concentracion se aso-
ci6 a mas aumento de DMO al afio postparto, sin
asociacion por practica de lactancia. La osteocalcina
no mostrd cambios significativos con el tiempo y su
concentracion se asocio con el cambio en la DMO.
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SUMMARY. The purpose of this study was to define
the Healthy Eating Index (HEI) of the elderly of Sou-
thern Brazil and its association with energy, macronu-
trients and micronutrients intake. A cross-sectional
study was conducted with 186 elderly aged 60 and
older of the Geriatric Service of Sdo Lucas Hospital,
Porto Alegre, Brazil. Dietary data were collected by
two 24-hour recalls, and diet quality was assessed by
HEI adapted to the Brazilian population. The HEI total
score was divided into three categories: inadequate diet
(below 51 points), diet needs improvement (between
51 and 80 points), and healthy diet (over 80 points).
The results showed that the mean HEI score was
58.8+10.5 points (ranging from 31.4 to 79.8). Most el-
derly (74.2%) showed a diet that needed modification
and no elderly individual had a healthy diet. The qua-
lity of the diet was associated with greater intake of
carbohydrates, and lower intake of total lipids, satura-
ted fatty acids, cholesterol, and sodium. Consumption
of vitamins C and D and calcium was shown to be po-
sitively correlated with the quality of the diet. Less
than 1.1% of the elderly consumed a varied diet. The
findings suggest that the diet of the majority of the el-
derly needs improvement, reinforcing the importance
of care in relation to adequate nutrition in this popula-
tion, and can help in guiding the activities and pro-
grams of nutritional education and public policies that
stimulate increasingly healthy eating.

Key words: Nutrition assessment, nutritional status,
nutrition policy, aged, Healthy Eating Index.

INTRODUCTION

The Brazilian population, as in other countries
around the world, is aging at an unprecedented
rate (1). Accordingly, greater importance is given
to integral health in the aging process, and nutri-
tion plays an important role in healthy living and
in the prevention and treatment of diseases. This
is especially important for the elderly, for whom

RESUMO. Indice de alimentacio saudavel de idosos: des-
cricdo e associacdo com ingestao de energia, macronutrien-
tes e micronutrientes. O objetivo deste estudo foi descrever o
Indice de Alimentagio Saudavel (IAS) de idosos do Sul do Brasil
e sua associagdo com a ingestdo de energia, macronutrientes e
micronutrientes. Foi realizado um estudo transversal com 186
idosos com 60 anos ou mais, do Servico de Geriatria do Hospital
Sao Lucas, Porto Alegre, Brasil. Os dados relativos ao consumo
alimentar foram coletados através de dois recordatoérios de 24
horas, e a qualidade da dieta foi avaliada pelo IAS, adaptado a
populagao brasileira e o escore total foi dividido em trés catego-
rias: dieta inadequada (abaixo de 51 pontos), dicta necessitando
de adequagdo (entre 51 e 80 pontos), ¢ dieta saudavel (mais de
80 pontos). Os resultados mostraram que a média do IAS foi
58,8+10,5 pontos (variando de 31,4 a 79,8 pontos). A maioria
dos idosos (74,2%) apresentou uma dieta que necessitava de mo-
difica¢@o e nenhum idoso tinha uma dieta saudavel. A qualidade
da dieta foi associada com maior ingestao de carboidrato e baixa
ingestdo de gordura total, gordura saturada, colesterol e sodio. O
consumo de vitaminas C e D e célcio mostrou-se positivamente
correlacionado com a qualidade da dieta. Menos de 1,1% dos
idosos consumia uma dieta variada. Os resultados sugerem que
a dieta da maioria dos idosos necessita de adequagao, reforgando
a importancia dos cuidados em relagdo a nutri¢do adequada desta
populagdo e podem auxiliar na orientagdo de atividades e pro-
gramas de educacdo nutricional e politicas publicas que estimu-
lem a pratica de uma alimentagdo mais saudavel.
Palavras-chave: Avaliagdo nutricional, estado nutricional, re-
comendagdes nutricionais, idoso. indice de Alimentagdo Sau-
davel.

an adequate nutrition is crucial in maintaining not just
good health but also functionality (2).

Distortions in the diet of the elderly reveal the impor-
tance of the application of a tool to evaluate food con-
sumption as a whole and also with regard to each of the
components (3). Accordingly, the indices of diet quality
are instruments that can be used to determine the eating
habits of the elderly (2,3).

However, few studies have evaluated patterns of die-
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tary intake in the elderly population (4). Better kno-
wledge of the usual diet of the elderly is essential for
the implementation of preventive initiatives in primary
healthcare assistance and for the proposal of more ef-
fective dietary interventions.

Since the past century, various guidelines have
been proposed (5), and many indices have been deve-
loped for evaluating the diet of individuals in relation
to dietary recommendations (6,7). The Healthy Eating
Index (HEI) (8) was developed to assess and evaluate
the quality of the diet of the population and was con-
sidered by the American Dietetic Association as an ap-
propriate instrument for this purpose. Some authors
have adapted the HEI for different populations, such
as Fisberg et al. (3,9), who applied the HEI to the Bra-
zilian population, with the necessary modifications.
The objective of this study was to define the HEI of
the elderly of Southern Brazil, and its association with
energy, macronutrients and micronutrients intake.

MATERIALS AND METHODS

A cross-sectional study was conducted in the out-
patient clinic of the Geriatric Service of Sdo Lucas
Hospital of Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul (PUCRS), in the period of November
2009 to November 2010. In a convenience sample, el-
derly individuals 60 years and older were invited to
participate, and those with cognitive decline, restricted
mobility and severe hearing loss, which compromised
nutritional assessment, were excluded. A sample size
of 200 elderly was calculated as adequate, on the basis
of a pilot study. The final sample comprised 186 el-
derly because 14 did not complete the data. An alpha
error of 5% and power of 80% were considered. The
procedures were approved by the Research Ethics
Committee of PUCRS and all participants signed an
informed consent form.

Two 24-hour dietary recall data (R24h) were co-
llected with a minimum interval of two weeks, one re-
garding the intake of a weekend day and the other one
of a weekday. The nutritional values and the chemical
composition of diet were calculated using Diet-
win®2008, which was fed data from the Brazilian
Table of Food Composition (TACO) version 2 and
food labels. The averages of the data of the two recalls
were then calculated. Total energy intake (TEI), total
carbohydrates, proteins, lipids, monounsaturated

(MUFA), polyunsaturated (PUFA), saturated (SFA)
fatty acids and cholesterol were selected for the analy-
sis. The micronutrients examined were those that, as
noted in other studies, evaluated diet quality of the el-
derly (8,10,11). Vitamin D was included, despite no
other publication mentioned it, because of its impor-
tance in clinical practice and the high prevalence of
deficiency among Brazilian people (12,13). The socio-
demographic data were obtained using a structured
questionnaire.

The HEI adapted to the Brazilian population (3,9)
was used to evaluate the dietary quality. The index
consists of a score of 10 equally weighted compo-
nents, each with a minimum score of zero and a maxi-
mum of 10, with intermediate values calculated
proportionally, and resulting in a total score range of
10 to 100. The first five HEI components measure
compliance of the consumption of grains, fruits, vege-
tables, meat and eggs, dairy products and pulses with
the recommended number of servings, according to
sex and age, of the Food Guide Pyramid, also adapted
for the Brazilian population (6). The next three com-
ponents measure compliance with recommended in-
take (11) of total fat, cholesterol and sodium; and the
final component, the dietary variety was measured
considering the minimum of 5 and a maximum of 15
different foods consumed in a day (Table 1).

TABLE 1. Components of Healthy Eating Index -
number of servings, amount of total fat, cholesterol,
sodium, and different foods consumed per day for a

total energy intake of 1600 kcal
Components of Healthy
Eating Index

Criteria for score

Grains, breads,

tubers and roots > servings
Vegetables 4 servings
Fruits 3 servings
Milk and dairy products 3 servings
Meat and eggs 1 serving
Pulses 1 serving
Cholesterol 300-450 mg
Sodium 2,400-4,800 mg
Variety of diet 5-15 different types

of foods a day

Source: (3,6,9,11)
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The total score was categorized as: inadequate
diet (below 51 points), diet needs improvement (bet-
ween 51 and 80 points), and healthy diet (over 80
points) (9,12).

Data were analyzed using the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) version 17.0. Measures of cen-
tral tendency, dispersion and proportion were used in the
descriptive analysis of data. Mean HEI scores were com-
pared using Student’s t test, and the Pearson coefficient
was calculated to determine the correlation between HEI
and percentage of macronutrients of TEI and micronu-
trients. Level of statistical significance was set at P<(0.05.

TABLE 2. Distribution of elderly according to
sociodemographic characteristics (n=186).

. Frequenc
Characteristic I\? (%) y
Sex

Male 34 (18.3)

Female 152 (81.7)
Age range (years)

60-70 54 (29.0)

71-80 98 (52.7)

81-93 34 (18.3)
Marital status

Married 63 (33.9)

Single 14 (7.5)

Separated/divorced 27 (14.5)

Widowed 82 (44.1)
Race

White 152 (81.7)

Black 20 (10.8)

Yellow 1(0.5)

Brown 13 (7.0)
Schooling

Completed primary education 114 (61.3)

Did not complete primary education 49 (26.3)

No schooling 23 (12.4)
Retired

Yes 145 (78.0)

No 41 (22.0)
Personal income (MS)*

Upto 1 72 (38.7)

>1to3 95 (51.1)

>3 19 (10.2)

TOTAL 186 (100)

*MS=Minimum salary (US$ 320/month).

RESULTS

The mean age of the sample was 74.34+7.1 years
(range 60-93 years) and other sociodemographic data
are described in Table 2.

The mean overall HEI score of the total sample was
58.8+10.5 and ranged from 31.4 to 79.8 points. No
participant showed a healthy diet, while 74.2% of
them had a diet that needed improvement and 25.8%
an inadequate diet.

The largest percentages of elderly meeting dietary
recommendation (Table 3) were for cholesterol
(68.3%) and sodium (62.9%). According to these re-
sults, the same components produced the highest mean
scores, i.e., 8.91 and 8.96, respectively.

The lowest mean scores were found for meats and
eggs (3.55), fruits (3.82) and in the pulse group (3.90).
The highest percentages of inadequate intake were
also observed in these components, with meats and
eggs (47.8%) and pulses (39.8%) being higher than
fruits (21%).

There was no significant association between the
amount of TEI and the quality of diet. An inadequate
diet was associated with a lower carbohydrate intake
(P=0.024) and higher lipid intake (P=0.033). A decre-
ase in the intake of SFA (P=0.010), cholesterol
(P=0.002), and sodium (P=0.011) improved diet qua-
lity. (Table 4)

The statistical association between HEI and intake
levels of macronutrients and micronutrients was
equally confirmed by the correlation coefficient pre-
sented in Table 5. A weak direct association was ob-
served with carbohydrates (P=0.001), vitamin C
(P=0.047), vitamin D (P=0.025) and calcium
(P=0.004); there was a moderate inverse association
with SFA (P<0.001), and cholesterol (P<0.001), and
weak inverse association with total fat (P<0.001),
MUFA (P=0.011) and sodium (P=0.002). TEI, percen-
tage of protein of TEI, PUFA, vitamins A, B and E,
iron, magnesium and zinc did not demonstrate a co-
rrelation with HEL.

DISCUSSION

Before the main analysis it is important to highlight
that the higher percentage of women in the sample re-
flects the national phenomenon of feminization of
aging observed in the Brazilian age pyramid (1).
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TABLE 3. Median, mean, standard deviation and confidence interval of scores of each component of the
Healthy Eating Index of elderly, and percentage of observations with minimum and maximum score (n=186).

Score 95% CI Score 0  Score 10

Median Mean+SD % %
Grains, breads, tubers and roots 6.00 6.04+2.54 5.67-6.40 54 6.5
Vegetables 3.75 4.29+2.36 3.95-4.64 3.2 2.2
Fruits 3.33 3.82+2.96 3.39-4.25 21.0 6.5
Milk and dairy products 5.00 4.78+2.80 4.38-5.19 15.6 4.8
Meats and eggs 5.00 3.55+£3.83 2.99-4.10 47.8 18.8
Pulses 5 3,90+3,64 3.37-4.42 39.8 17.7
Total fat 9.73 8.64+1.90 8.37-8.92 0.5 47.8
Cholesterol 10.00 8.91+1.99 8.63-9.20 0.5 68.3
Sodium 10.00 8.96+1.96 8.67-9.24 0.5 62.9
Variety of diet 5.99 5.93+2.04 5.63-6.22 2.7 1.1

SD: standard deviation CI: confidence interval.

TABLE 4. Mean and standard deviation of energy intake, percentage of macronutrients of total energy
intake and micronutrients in relation to categories of Healthy Eating Index of elderly (n=186).

Classification of diet

. Total according to HEI
Nutrients (Mean+SD) Inadequate diet Diet needs improvement *
(n=48) (n=138)
TEI (kcal) 1454.4+452.4 1533.5+594.6 1426.8+390.0 0.251
Macronutrients (% of TEI)
Carbohydrates 55.248.1 52.4+10.7 56.2+6.8 0.024
Protein 17.1£3.5 17.6+4.7 16.9£3.1 0.357
Lipids 27.246.5 29.3+8.3 26.5+5.6 0.033
MUFA 7.2+2.8 8.0£3.6 6.9+2.4 0.054
PUFA 3.6x1.6 3.5+1.5 3.6+1.7 0.774
SFA 9.4+3.1 10.6+3.9 9.0+2.7 0.010
Cholesterol (mg) 194.6+141.7 275.0+£225.3 166.6+81.6 0.002
Micronutrients
Vitamin A—Retinol (ng) 470.0+1850.8 921.3£3571.0 313.0+394 .4 0.245
Vitamin B1-Thiamine (mg) 0.8+0.9 0.7+0.4 0.8+1.0 0.492
Vitamin B2-Riboflavin (mg) 1.240.6 1.3+0.8 1.240.6 0.403
Vitamin B6-Pyridoxin (mg) 0.7+£0.3 0.7+0.3 0.7+0.3 0.588
Vitamin B9-Folate (nLg) 73.5+63.1 74.7+£63.7 73.1£63.1 0.876
Vitamin C—Ascorbic acid (mg) 91.7£87.1 82.5+1414.1 94.9+£75.8 0.396
Vitamin D—Cholecalciferol (ng) 3.0£2.1 2.9+2.5 3.1£1.9 0.633
Vitamin E-Tocopherol (mg) 4.1+3.4 4.7+3.8 3.9+3.3 0.203
Calcium (mg) 638.6+305.0 582.5+343.5 658.1+289.8 0.140
[ron (mg) 8.0+14.1 7.8+£3.8 8.1£16.3 0.894
Magnesium (mg) 247.0£127.3 255.8+186.0 244.1+100.1 0.677
Sodium (mg) 1667.3+£860.2 1993.5+1085.2 1553.9+£738.2 0.011
Zinc (mg) 7.4+3.8 8.3+5.3 7.1£3.2 0.138

SD: standard deviation HEI: Healthy Eating Index TEI: total energy intake, MUFA: monounsaturated fatty acids PUFA:
polyunsaturated fatty acids SFA: Saturated fatty acids. *P= calculated by Student t test.
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TABLE 5. Correlation coefficient between Healthy Eating Index and
percentage of macronutrients of total energy intake and micronutrients

of diet of elderly (n=186).

ver, two of them (9,15)
evaluated adults in gene-

ral, and Louzada et al.

Nutrients Healthy Eating Index (16) used another metho-
r* p dology.

Percentage carbohydrates of TEI 0.248 0.001 When participants
Percentage total fats of TEI -0.273 <0.001 were categorized, our re-
Percentage saturated fatty acids of TEI -0.441 <0.001 sults showed that most in-
Percentage monounsaturated fatty acids of TEI -0.187 0.011 dividuals (74.2%) had a
Cholesterol -0.305 <0.001 diet needing improve-
Vitamin C—ascorbic acid 0.146 0.047 ment, proving to be within
Vitamin D—cholecalciferol 0.165 0.025 the range (,67'0 to 80'9%)
Calcium 0.209 0.004 ?2f . 83??;“ studies
Sodium -0.229 0.002

TEI: total energy intake.*Pearson linear correlation.
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In the present study,
none of the elderly was
classified as having a diet
that could be considered
healthy, which has not
been reported in any pre-
vious studies. This fin-
ding, along with the fact
that 25.8% of participants
had a diet considered
poor, higher than that
found in the literature (8.0
to 21.6%), doubly sug-
gests that the diet of the
elderly is not adequate

GBR VEG Fruits M&D M&E  Pulses

Fisberget al. (9)

FIGURE 1. Comparison of the scores of the Healthy Eating Index components
between our study (n=186 elderly) and that of Fisberg et al. (9) (n=3,454 indivi-
duals, 20 years and older).

The first objective of this study was to describe the
HEI in the target population, and the results suggest
that the elderly evaluated did not have a healthy diet.
There are very few studies that have evaluated HEI in
samples composed exclusively of elderly. Studies in
the North American population (2,4,7,8,14), with si-
milar methodology, revealed scores between 61.9 and
67.6, which were higher than our findings (58.8). Stu-
dies carried out in the Brazilian population (9,15,16)
obtained scores that ranged from 56.9 to 66.6; howe-

H Present study
GBR: Grains, breads, roots and tubers; VEG: Vegetables; M&D: Milk and dairy products; M&E:
Meats and eggs; TF: Total fat; Cho: Cholesterol; Variety: variety of foods.

(2,4,8,9,14).

Figure 1 illustrates the
comparison between the
scores of the HEI compo-
nents of this study with
the results of Fisberg et al.
(9), whose methodology
served as the basis for our
survey. However, it
should be noted that only 13% of their sample consis-
ted of elderly individuals, which may hamper the com-
parison of results. In addition, methodological
differences with other studies allowed only some com-
ponents of HEI to be reliably compared.

(Insert Figure 1)

In the comparison with the study of Fisberg et al.
(9), individuals in our sample showed lower scores
(6.0 vs. 6.8) in relation to the consumption of grains,
bread, tubers and roots, but the mean score of that

Cho Sodin Variety
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group was close to that of the majority of other studies
(2,14,15). Increased intake of cereals and whole grain
breads is recommended, but is not an easy task, be-
cause these foods are not usually present in the diet of
Brazilians. Surveys have demonstrated a 40.5% decre-
ase in the consumption of rice in Brazil, between 2003
and 2009 (17). In addition to that, the high prevalence
of poor oral health among the elderly, reducing che-
wing efficiency, can cause restrictions in fibrous food
consumption (18).

In relation to vegetables, it was found that the fre-
quency of regular intake of these foods increased with
age in adults living in Brazilian capitals (19). Howe-
ver, in the present study, the score of vegetables (4.3)
was lower than that observed in other works
(2,7,9,14). Only 2.2% of the elderly consumed the re-
commended amount of vegetables. Part of this could
be explained by the fact that more than half of our
sample comprised elderly with income between one
and three times minimum salary and that there is a po-
sitive association between frequency of vegetable con-
sumption per capita with income level (17).

The consumption of fruits showed inadequacy in
our study as well as that by Fisberg et al. (9), with low
scores, 3.8 and 3.5, respectively, and this result is not
surprising because surveys indicate a low intake of
fruits by the Brazilian population, less than half that
recommended by the Food Guide for the Brazilian Po-
pulation (17,19). Loss of appetite, difficulty in food
acquisition and preparation, movement, chewing, swa-
llowing, and diseases such as depression and dementia
are also associated with low consumption of fruits and
vegetables in the elderly (18).

The dairy group score showed a greater adequacy
in intake than that found by Fisberg et al. (9), though
still low as observed by other authors (2,7,14), and
according to the behavior of the Brazilian elderly, that
shows an unsatisfactory consumption of dairy pro-
ducts (17). Low consumption of these foods among
the elderly may be related to the fact that some elderly
people have lactose intolerance, which is very com-
mon in the aging process (18).

The score of meat and eggs (3.6) among the elderly
evaluated was much lower than that observed by Fis-
berg et al. (9.0) (9). Perhaps these findings can be ex-
plained by the fact that the sample analyzed by those
authors consisted of younger individuals (mean age
41.3 vs. 74.3 years) and included 66.3% actively wor-

king persons as opposed to 78.0% retired persons in
our sample. Conversely, less consumption of meat can
be related to oral and dental problems, common
among elderly, as well as to the lower purchasing
power of this population due to retirement (18). The
consumption of eggs has diminished considerably in
Brazil, probably due to the fact that their consumption
has been replaced by the purchase of industrialized
foods, consequently decreasing the use of eggs in ho-
memade preparations (19).

As regards to pulses, national data show a reduc-
tion of 26.4% in the consumption of beans during the
period 2003-2009, with people showing increased in-
terest in industrialized and less healthy foods (17,19).
Surveys have reported that the regular consumption of
beans has decreased (17,19), which may explain the
lower scores between our elderly and individuals
analyzed by Fisberg et al. (3.9 vs. 6.3) (9).

The elderly evaluated had a greater adequacy in in-
take of total fat, cholesterol, and sodium than those of
other studies previously reported (2,17,9,14,15,16),
and this better performance may be explained by the
fact that the elderly, in general, have multiple diseases
and chronic treatments. In this case, they could have
received nutritional guidance or could represent the
possibility of reverse causality, where with aging, de-
veloping diseases are responsible for dietary behavior
modification.

Finally, less than 1.1% of the elderly ate a varied
diet, with a score of 5.9 for this component, not in line
with data in literature, showing considerably higher
values both in the Brazilian and North American po-
pulation (2,9,14,15). It could be considered that el-
derly nutrition shows a pattern and systematization
different from that of younger people. These indivi-
duals have very entrenched eating habits, where they
are not receptive to new foods, resulting in general in
a diet poor in variety (21).

It is important to highlight that Brazil is a country
with continental dimensions and many differences bet-
ween regions with regard to food consumption, which
is evident in the analysis of the data from the latest Fa-
mily Budget Research, conducted by the Brazilian Ins-
titute of Geography and Statistics (IBGE) (17), and
that can explain differences between our results and
those obtained in the study of Fisberg et al. (9) con-
ducted on a population of a distinct region.

To respond to the second aim of this study, we exa-
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mined the association between HEI, food energy and
macronutrients. TEI was not associated with HEI, in-
dicating that the greater consumption of a certain
amount of energy, by itself, does not improve HEI (8).
However, the index was related to the intake of car-
bohydrates, total fat, SFA, cholesterol and sodium. A
healthier diet associated with an increase in carbohy-
drate intake has not been demonstrated in similar study
(22) and may initially suggest an inappropriate result,
however, it is important to note that the Dietary Refe-
rence Intake (DRI) (11) mentions that carbohydrates
should match 45 to 65% of TEI. Therefore, it seems
that the percentage (56%) of carbohydrates consumed
by the elderly with a better index, more closely appro-
ximated the average recommended intake, i.e. 55%.
Research carried out in Brazil showed that over the
past 30 years, there was a decrease in the relative par-
ticipation of complex carbohydrates in food composi-
tion, approaching the recommended lower limits, with
fats offsetting the lower carbohydrate levels, a change
considered detrimental to health and conducive to the
risk of chronic diseases (19).

The quality of diet related to a decrease in the
quantity of SFA, cholesterol, and sodium is mentio-
ned in the literature (2,22) and this relationship found
here is important because it shows that the diet of the
elderly evaluated has positive characteristics that con-
firm the recommendations related to these foods es-
tablished in the main guidelines as preventing chronic
diseases (11,19).

The analysis of diet quality in relation to vitamins
and minerals, the ultimate goal of this study, was not
among the objectives of the majority of the studies on
HEI (2,4,7,12,16). Kennedy et al. (8), however, con-
ducted this analysis and obtained a positive correlation
for some of these nutrients. In our study, this correla-
tion was not observed for the majority of the micro-
nutrients studied, except for vitamin C, vitamin D and
calcium. This finding is relevant because it indicates
that the index based on the Brazilian Food Guide Pyra-
mid was able to reflect the adequacy of these impor-
tant nutrients to elderly health: vitamin C, in the
resistance to infections and with antioxidant action,
and vitamin D and calcium, in bone metabolism
among other functions (18).

There are some limitations in this study that should
be noted. First, our sample consisted of elderly in an
outpatient clinic of a geriatric service, with particular

characteristics, and therefore, the results should not be
extrapolated to the general population. The other limi-
tations refer to the collection, handling and analysis of
the dietary inquiries. R24h, despite being a much uti-
lized instrument in epidemiological studies, has limi-
tations, mainly when used to study the elderly. In the
analysis of the data, there are difficulties inherent to
the correct identification of foods, as well as the quan-
tification of recipes and preparations and also limita-
tions in the programs for the chemical analysis of
foods in the diet, based on available sources, which
are sometimes limited or incomplete in terms of nu-
trients, particularly micronutrients. To overcome these
limitations, researchers have excluded from the sam-
ple elderly with cognitive decline, as well as obtaining
two R24h. Finally, only one nutritionist evaluated all
the dietary recalls, with respect to the foods, quantity,
mode of preparation, and count of variety, in attempt
to standardize the information that was entered in pro-
gram for calculating diet.

CONCLUSION

The results suggest that the diet of the majority of
the elderly evaluated needs improvement, mainly with
regard to the consumption of meat, eggs, fruits, pulses,
vegetables and dairy products. The quality of the diet
was associated with greater intake of carbohydrates
and lower intake of lipids, SFA, cholesterol and so-
dium. Consumption of vitamin C, vitamin D and cal-
cium was shown to be positively correlated with the
quality of the diet. Less than 1.1% of the elderly con-
sumed a varied diet. HEI provided indications for the
need of the elderly to modify the quality of their diets
in these respects, aiming to make their eating habits
comply more with nutritional recommendations and
dietary guidelines.

The information obtained in the investigation of
HEI of the elderly reinforces the importance of care in
relation to the adequate nutrition of this population and
can help in guiding the activities and programs of nu-
tritional education, and public policies that stimulate
increasingly healthy eating.
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RESUMEN. Se realiz6 un estudio de las condiciones del
procesamiento del café de exportacion en 15 beneficios, ubi-
cados en Chiriqui, region occidental de Panama. Ademas se
analizaron 21 muestras de café procesado (grano verde),
provenientes de los beneficios. Las muestras fueron anali-
zadas microbioldgicamente y se cuantificaron las Aflatoxi-
nas totales (B1, B2, Gl y G2) y Ocratoxina A (OTA),
mediante el método de inmunoafinidad ELISA. Se deter-
mino un limite de deteccion de 0,017 ng/mL, para la Ocra-
toxina A, lo que equivale a una concentracion de 0,829
pug/kg en la muestra, y un limite de deteccion de 0,027
ng/mL, para las Aflatoxinas totales, lo que equivale a una
concentracion de 1,350 ug/kg de Aflatoxinas totales. En la
muestra, se encontr6 que cuatro de las 21 (19%) resultaron
positivas a la presencia de Ocratoxina A y tres, a la presencia
de Aflatoxinas totales (14%). Las muestras presentaron ni-
veles de Ocratoxina A en el rango de 4,90-37,73 pg/kg; solo
tres de ellas superaron el limite maximo permitido por la
Unioén Europea, para la concentracion de Ocratoxina, que es
de 5,0 ug/kg. Las Aflatoxinas totales se encontraron en el
rango de 1,51- 1,93 pg/kg, por debajo de los 10 pg/kg, que
es el limite maximo permitido en el café por la Union Euro-
pea.Los resultados nos indican que el procesamiento de café
producido en Panama cumple satisfactoriamente con los es-
tandares internacionales de manejo poscosecha, lo que con-
duce a una baja incidencia de hongos productores de
micotoxinas y niveles muy bajos de micotoxinas.
Palabras clave: Micotoxinas, Ocratoxina, Aflatoxina, café
procesado, método de immunoafinidad ELISA, manejo
poscosecha, Panama.

INTRODUCCION

Para evaluar los riesgos por exposicion a las mico-
toxinas, se requiere informacion disponible sobre datos
toxicologicos y relativos a su presencia en diversos pro-
ductos basicos (1). Las micotoxinas estan presentes en
productos agricolas infectados, y se conoce que su dis-
tribucion es extremadamente heterogénea, especial-
mente en café crudo (2). En la practica, el incremento o
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SUMMARY. Levels of Ochratoxin A and total Aflato-
xins in Panamanian exportation coffee by an ELISA
Method. A study about processing conditions of exporta-
tion coffee in 15 benefits located in Chiriqui, western re-
gion of Panama, was conducted. In addition, 21 samples
of processed coffee (green beans), from the benefits, were
analyzed. The samples were microbiologically tested in
order to quantify total aflatoxins (B1, B2, G1 and G2) and
Ochratoxin A (OTA), using the immunoaffinity ELISA
method. A detection limit of 0.017 ng/mL, was determined
for Ochratoxin A, which is equivalent to a concentration
0f 0.829 pg/kg, and a detection limit of 0.027 ng/mL, for
total aflatoxins, which is equivalent to a concentration of
1.350 pg/kg. It was found that four (19%) out of the 21
samples were positive to the presence of Ochratoxin A and
three (14%) to the presence of total aflatoxins. Samples
showed levels of Ochratoxin A in the range 4.90 - 37.73
png/kg; only three of them exceeded the maximum limit
allowed by the European Union, for the concentration of
Ochratoxin, which is of 5.0 pg/kg. Total aflatoxins were
found in the range 1.51 - 1.93 pg/kg, below 10ug/kg
which is the maximum limit allowed for coffee by the Eu-
ropean Union. The results indicate that the processing of
coffee produced in Panama successfully meets internatio-
nal standards for postharvest handling, which leads to a
low incidence of mycotoxins and very low levels of myco-
toxin-producing fungi.

Key words: Mycotoxin, Ochratoxin, aflatoxin, processed
coffee, immunoaffinity ELISA method, post-harvest han-
dling, Panama.

disminucion en los niveles de micotoxinas, en cual-
quier producto, depende del clima, condiciones de al-
macenamiento y procesamiento (3). Las micotoxinas
son producidas por Penicillium verrucosum y miem-
bros de Aspergillus subgenus Circundati, seccion Cir-
cumdati, como: A. flavus, A. melleus, A. alliaceus, A.
parasiticus, P. nordicum, P. commune, P. roqueforti
(4; 5). Las Aflatoxinas son producidas por un numero
de especies de Aspergillus, de las cuales las mas im-
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portantes en alimentos son Aspergillus flavus y Asper-
gillus parasiticus. A. flavus produce Aflatoxinas B,
mientras que A. parasiticus produce las formas B y G.
Las Aflatoxinas son las inicas micotoxinas, que no se
descomponen por el calor y pueden persistir después
del proceso de beneficiado (6). La Ocratoxina A es una
micotoxina producida por ciertas especies de Aspergi-
llus y Penicillium. La Ocratoxina A es un metabolito
secundario, su estructura molecular estd formada por
un anillo de 3,4- dihidro metil isocumarina unido, por
medio de su grupo carboxilo y a través de un enlace
tipo amida, a una molécula de L-B-fenilalanina (7).

En la actualidad, existen reglamentaciones en donde
se indican los limites maximos de micotoxinas permi-
tidos en alimentos (1). En cuanto a las Aflatoxinas to-
tales (suma de B1, B2, G1 y G2), la Unién Europea
establece un limite de 10,0 pg/kg para frutos con cés-
cara destinados a ser sometidos a un proceso de selec-
cién u otro tratamiento fisico, antes del consumo
humano directo o de su uso como ingredientes de pro-
ductos alimenticios. Respecto a la Ocratoxina A, se ha
establecido un limite de 5,0 ug/kg para el café tostado
en grano y café tostado molido, excluido el café soluble,
y para el café soluble (café instantaneo), de 10 pg/kg.
La Republica de Panama no cuenta con normativas le-
gales sobre micotoxinas en productos alimenticios.

Las Ocratoxinas y las Aflatoxinas se encuentran al-
gunas veces en muy bajas concentraciones en los ali-
mentos, requiriendo métodos de cuantificacion
sensibles, confiables, con alto grado de sensibilidad y
reproducibles. Entre los métodos de cuantificacion
mas utilizados se encuentran los basados en separa-
cion: HPLC con deteccion por espectrofotometria (8-
10), fluorometria acoplado con espectrometria de
masas (11), cromatografia en capa fina con densito-
metria de manchas fluorescentes (12), cromatografia
de gas y electroforesis capilar; y los inmunoensayos,
como el ensayo inmunoabsorbente, ligado a enzima
(ELISA) (13).

Se ha reportado niveles de Ocratoxina A en café
instantaneo de 0,32 a 6,40 pg/kg (14), en café tostado
2,17-11,9 pg/kg (15, 16), café verde y café soluble,
2,7 ng/kg vy 0,43 ng/kg, respectivamente (15).

Panama es un pais productor de café, siendo la pro-
vincia de Chiriqui la que registra mayor produccion,
principalmente de café para la exportacion, el cual ha
alcanzado altos precios en el mercado internacional,
por su excelente calidad.

En esta investigacion se plantearon los siguientes
objetivos: evaluar las condiciones del manejo posco-
secha del café en regiones productoras de la provincia
de Chiriqui, determinar la presencia de Ocratoxina A
y Aflatoxinas totales en granos de café procesado y los
niveles en que se encuentran, para comprobar si cum-
plen con las normas internacionales.

MATERIALES Y METODOS

Encuesta para obtener informacion sobre

ubicacién de beneficios, tiempo de cosecha

del café y manejo poscosecha

Se elabor6 una encuesta con 8 preguntas cerradas
para obtener informacidn relacionada con el manejo
poscosecha del café (infraestructura, método de pro-
cesamiento, fuente de agua utilizada en el procesa-
miento, secado del grano y almacenamiento), en
beneficios de Boquete, Bugaba, Dolega y Renaci-
miento de la provincia de Chiriqui. A 17 miembros de
las asociaciones de caficultores de las areas en estudio,
se les aplico la encuesta y se obtuvo informacion sobre
el cultivo de café, aspectos relacionados con el bene-
ficiado del café y las técnicas de poscosecha que estos
caficultores practican. Las encuestas fueron procesa-
das utilizando Excel 2007, con la herramienta de tablas
y graficas dinamicas y porcentaje.

Protocolo de muestreo y tratamiento

de las muestras de café

Para el estudio, se consideraron 15 beneficios de la
provincia de Chiriqui, que reciben café de 270 fincas
productoras, que representan el 100% de la produccion
de café de exportacion en Panama. Se tomaron 21
muestras de estos beneficios para realizar los distintos
ensayos. Las muestras se colectaron el mismo dia en
cada beneficio, tomando porciones (1 kg aproximada-
mente), al azar de los lotes que se encontraban en el
instante de la colecta. Las muestras se colocaron en
bolsas plasticas con cierre hermético y se enviaron al
Centro de Investigacion en Recursos Naturales de la
Universidad Autéonoma de Chiriqui, para los analisis
fisicoquimicos, microbioldgico y para los ensayos de
ELISA, con el fin de determinar las micotoxinas.

Determinacion de humedad de granos de café

La determinacion de humedad se realizd de
acuerdo al método oficial de la AOAC 968.11 (16). Se
pesaron 20 g de muestra en crisoles previamente se-
cados en un horno y llevados a peso constante. La
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muestra se colocd en un horno a 100°C por 8 h, se en-
frié en un desecador y se peso6. La humedad se deter-
mind por diferencia del peso inicial y final de la
muestra de granos de café.

Analisis microbioldogico de las muestras de café

Para el analisis microbiologico, las muestras de
café fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al
2% por 10 s, seguido de alcohol 95% por 10 s y pos-
teriormente con agua destilada esterilizada. Se utilizd
un medio de cultivo selectivo (Rosa de Bengala, PDA,
agar triptéfano soya) con antibidtico (cloranfenicol al
0,5%). Se colocaron en platos Petri, con el medio se-
lectivo para su crecimiento, 4 fragmentos de cada
muestra de café desinfectada. Lo mismo se hizo con
granos de café secos sin desinfectar. El periodo de in-
cubacion fue de 120 h a una temperatura de 25°C en
una incubadora con control de temperatura. Después
del periodo de incubacion, se procedio al aislamiento
de cada colonia, en plato Petri con medio selectivo.
Estas colonias se cultivaron en agar papa-zanahoria
para la purificacion y esporulacion masiva. Se realizod
la incubacion a 25°C por 120 horas y se procedio a la
revision microscopica e identificacion de los hongos,
utilizando la clave de Barnett&Hunter (17).

Andlisis de los niveles de Ocratoxina A 'y

Aflatoxinas totales, utilizando el método ELISA

Para la extraccion de la Ocratoxina A, se emplearon
siete gramos de la muestra molida y se extrajeron con
35 mL de metanol al 70%. Se agitd por cinco minutos
en un agitador mecanico horizontal; posteriormente,
la muestra se filtro, y se tomo del filtrado una parte
para diluir en una relacion 10:1 con metanol al 70%.
La determinacion de la Ocratoxina A se hizo siguiendo
la metodologia proporcionada por el kit de ELISA
para Ensayo Cuantitativo de Ocratoxina A en cafg,
cacao y especias (18.); las lecturas de la densidad 6p-
tica se hicieron en el analizador automatizado BioteK
ELx800.

Para la extraccion de Aflatoxinas totales, se utili-
zaron siete gramos de la muestra de café molido, que
se extrajeron con 35 mL de metanol al 80%. Se agito
por dos minutos en un agitador mecanico horizontal,
se filtro, se tomo una parte del filtrado y se diluyo en
una relacion de 1:10 con buffer de ensayo (PBS con
0,05%, Tween 20). La determinacién de las Aflatoxi-
nas totales se hizo siguiendo la metodologia propor-
cionada por el kit de ELISA para Ensayo de
Aflatoxinas totales, baja matriz (17); las lecturas de la

densidad optica se realizaron en el analizador automa-
tizado BioteK ELx800. Las curvas de calibracion para
la cuantificacion de Aflatoxinas totales y Ocratoxina
A, fueron realizadas con patrones de las siguientes
concentraciones: Aflatoxinas (ng/mL): 0, 0,02, 0,05 y
0,1 y Ocratoxina A (ng/mL): 0, 0,02, 0,05, 0,1 y 0,2.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante esta-
distica descriptiva (promedio y desviacion estandar),
utilizando Excel 2007.

RESULTADOS

Se aplico una encuesta a 13 beneficios de café, es-
pecificamente en los distritos de Boquete, Bugaba,
Dolega y Renacimiento, ubicados en la provincia de
Chiriqui. Segtn los resultados de la encuesta, el 69%
de las empresas beneficiadoras de café reciben este
producto de sus proveedores, directamente en sus be-
neficios y el 31% utiliza recibideros. El 92% de las be-
neficiadoras practica el beneficiado por via humeda y
el restante, por via seca. El 69% del agua utilizada para
el beneficiado proviene de acueductos y el 31%, de
agua de rio. Para el proceso de fermentacion, se usan
tinas recubiertas con cemento (46%). El tiempo de fer-
mentacion del café varia entre las ocho y las 48 h en
los beneficios.

En la Figura 1, se presentan los resultados de la en-
cuesta con relacion al tipo de infraestructura y alma-
cenamiento del café en los beneficios.

En la Tabla 1 se presentan los resultados del anali-
sis microbioldgico realizado a las 21 muestras de café
colectadas en los beneficios de las areas del estudio.
Solo en una muestra del beneficio A, ubicado en Bu-
gaba, se aislo e identifico un hongo productor de mi-
cotoxinas, perteneciente a la especie Penicillium sp.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del por-
centaje de humedad que se encontraron en los granos
de café procesado de los distintos beneficios estudia-
dos. Las muestras de café contienen una humedad
entre 9,2% y 38,6%, con una media de 13,8% + 6,3%
de desviacion estandar.

En la Figura 2, se muestran las curvas de calibra-
cion realizadas para el ensayo de cuantificacion de
Ocratoxina A y Aflatoxinas totales, por la técnica
ELISA. El analisis de regresion lineal de la curva para
Ocratoxina A presentd un coeficiente de regresion de
R?=0,9964. El anélisis estadistico descriptivo efec-
tuado a la curva nos permitié calcular un limite de de-
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® Bodegas
1 Ensacado con plastico
® Bodega, ensacado, ensacado con plastico
BOBodega v ensacado
W Bodega v ensacado con plastico
® Ensacadoy ensacado con plastico

\ Seco
O Humedo

Guardiolas
@ Silos
BPatios v Guardiolas
= Patios, guardiolas y secadores columnares
® Patios, guardiolas. silos

FIGURA 1. Resultado de las encuestas aplicadas a los beneficios
de café en la provincia de Chiriqui.
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FIGURA 2. Curva de Calibracion para Ocratoxina A (a)
y Aflatoxinas totales (b).

teccidon de 0,017 ng/mL, lo que equi-
vale a una concentracion de 0,829
ng/kg en la muestra. El analisis de re-
gresion lineal de la curva para Aflato-
xinas totales presentd un coeficiente
de regresion de R?=0,9715. El anélisis
estadistico descriptivo realizado a la
curva, nos permitio calcular un limite
de deteccion de 0,027 ng/mL, lo que
equivale a una concentracion de 1,350
ng/kg de Aflatoxinas totales en la
muestra.

DISCUSION

La calidad inicial de los granos co-
sechados, la presencia de hongos pro-
ductores de micotoxinas, asi como las
condiciones del sitio de procesa-
miento, pueden contribuir a la forma-
cion de micotoxinas durante el
beneficiado humedo (8).

Con relacion al almacenamiento
del café, el 46% de los beneficios en-
cuestados guarda su café en sacos y un
38% lo hace en sacos de fibras recu-
biertos con plastico. Las posibilidades
de que el café, almacenado, vuelva a
humedecerse, dependen del paso de la
humedad de los suelos y muros hume-
dos, goteras o lluvia impulsada por el
viento, inmovilidad del aire y la mez-
cla de café seco con café humedo (11).

Si el grano de café, antes del alma-
cenamiento, presentaba contaminacion
por hongos productores de micotoxinas
y la humedad en el area de almacena-
miento es alta, el crecimiento de bio-
masa fuingica se convertird en un
problema critico. El café se comercia-
liza, mayoritariamente, en grano verde
y puede ser almacenado hasta por tres
anos bajo condiciones de almacenaje
controladas. Estas condiciones son:
que el grano sea de buena calidad y que
el contenido de humedad maxima sea
de 12 a 13%, una humedad relativa del
ambiente entre 50 a 70% y que la tem-
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TABLA 1 Resultados del analisis microbiologico realizado a las
muestras de café procesado en los beneficios de Chiriqui, Panama

Beneficio Muestra Hongos identificados

A

B

w)

OZZ - R — —~

R - IS UV SR

N N = = et e e e e
—_— O O 0 N N L AW N

Cladosporium sp. Gibelula sp. Penicillium sp.
Cunninghamella sp. Gibelulasp sp.
Cunninghamella sp.

Cladosporium sp. Fusarium sp.
Cladosporium sp. Gibelula sp.
Cladosporium sp. Gibelula sp. Mucor sp.
Mucor sp. Fusoma sp. Gibelula sp.
Cunninghamella sp. Mucor sp.

Mucor sp. Cladosporium sp.

Mucor sp. Cladosporium sp. Gibelula sp.
Gibelula sp.

Cladosporium sp.

Mucor sp. Cladosporium sp.

Mucor sp. Cladosporium sp.

Mucor sp.

Arthrosporium sp. Fusarium sp. Trichoderma sp.

Arthrosporium sp. Cladosporium sp.
Fusarium sp. Mucor sp.

Mucor sp.

Fusarium sp. Mucor sp.
Arthrosporium sp. Cladosporium sp.

TABLA 2 Contenido de humedad (%) de las muestras de café procesado

en los beneficios de Chiriqui, Panama

peratura se mantenga inferior a
los 26°C. Sin embargo, el color y
sabor del café van cambiando,
poco a poco, incluso con las me-
jores condiciones de almacena-
miento (20, 21).

Sélo en una muestra del bene-
ficio A, ubicado en Bugaba, se
aislo e identifico el hongo perte-
neciente a la especie Penicillium
sp. El hongo del género Aspergi-
llus no se encontr6 en ninguna de
las muestras de café procesado.
Los hongos del género Aspergi-
llus, Penicillium, Fusarium y
Cladosporium, contaminantes na-
turales del café, han sido detecta-
dos en las diferentes etapas del
manejo del producto, y su des-
arrollo se ve influenciado por di-
ferentes factores, como humedad
(22), condiciones ambientales
(23), composicion del café (24),
entre otras. La proliferacion del
hongo del género Aspergillus no
se da en las cerezas de café fres-
cas, debido a que otras especies
microbianas presen-
tes (entre ellos, hon-
gos antagonicos de

Beneficio  Muestra  *Humedad (%) Beneficio  Muestra  *Humedad (%)  los productores de
A 1 13,1 +0,1 I 14 92+0,1 micotoxinas), prote-
) 13.6 £ 0.1 gen de manera natu-
’ ’ ral la cereza de la

B 3 11,9+0,1 ] 15 10,0 £0,2 invasion (25).
4 11,1£0,2 Un  parametro
C 5 10,2+0,2 K 16 9,8+0,3 que favorece la con-
D 6 11,2+0,3 L 17 14,3 +0,1 taminaciéon por mi-
E 7 21,4+0,2 M 18 94+0,2 cotoxinas es la
F ] 11,9+0,3 actividad de agua
9 10,9+ 0,1 N 19 16,0 £0.2 (aw), due se define
10 16,5+0,2 20 15,4402 cOmmo Ta feagiofl que
G O existe entre la pre-
11 13,2+0,1 21 38,6 £0,2 sion de vapor de un
H 12 11,4£0,1 alimento dado en re-
13 11,2+ 0,3 lacion con la presion

*Promedio de 3 mediciones

Media = SD

de vapor del agua
pura a la misma tem-
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TABLA 3 Niveles de Ocratoxina A y Aflatoxinas
totales en muestras de café procesado

Beneficio  Muesira *Qcratoxina A *Aflatoxinas
(ng/kg) Totales (ng/kg)
Beneficio A 1 27,76 £ 0,57 ND
2 33,79 £ 0,54 ND
Beneficio J 15 490+0,15 ND
Beneficio N 19 ND 1,93 £ 0,06
Beneficio O 20 ND 1,73 £ 0,69
21 37,73 £ 0,35 1,51 +£ 0,40

*Promedio de 3 mediciones
Media + SD
N.D.: no detectada.

peratura. Es un parametro estrechamente ligado a la
humedad del alimento, lo que permite determinar su
capacidad de conservacion, puesto que determina la
posibilidad de crecimiento microbiano (26). Para la
produccion de Ocratoxinas, la aw optima es de 0,87-
0,90, dependiendo de la temperatura (10); si hay una
humedad excesiva (aw=>0,95), prosperan hongos hi-
drofilicos de rapido crecimiento, asi como las levadu-
ras, que compiten por el sustrato y reprimen el
crecimiento de los hongos productores de Ocratoxina
A. Si hay condiciones de sequedad, actividad de agua
inferior a 0,76, el hongo productor de micotoxinas no
podra desarrollarse (21). Los hongos del género A4s-
pergillus y Penicillium no se desarrollan en condicio-
nes de humedad excesiva, como en las cerezas de café
frescas, debido a la presencia de las especies antago-
nicas, hidrofilicas de rapido crecimiento, como es el
caso de los hongos del género Cladosporium y Mucor,
los cuales fueron aislados e identificados en 11 de las
muestras de granos de café procesado. Ademas se ha
reportado que la accion de bacterias y hongos, entre
ellos especies de Mucor sp., como son Mucor ambi-
gus, Corynebacterium rubrum, Aspergillus niger y Tri-
choderma viride, modifican la estructura de la
Aflatoxina B (27).

Algunos autores (20,28) mencionan en sus estu-
dios, que la determinacion del contenido de humedad
es una herramienta simple pero muy util, como para-
metro por considerar, para el almacenaje de los granos
de café verde. Se considera un rango de contenido de
agua optimo para el almacenamiento, entre 8,0% y
12,5% (28), aunque otros autores mencionan que un
contenido de humedad de hasta el 14,5% puede pre-
venir el crecimiento de hongos durante el almacenaje

(20). En cuanto a los hongos del género Aspergillus y
Penicillium, se indica que estas especies de hongos re-
quieren para su desarrollo una menor humedad relativa
ambiental (70 - 90%) y contenido de agua en los gra-
nos de 15 - 20% (10).

En las muestras analizadas, se encontré un valor
maximo de humedad de 38,6% que corresponde a la
muestra del Beneficio O, distrito de Dolega, y un valor
minimo de humedad de 9,2%, que corresponde a la
muestra del Beneficio I, distrito de Renacimiento.
Nueve de las 21 muestras de café procesado presenta-
ron porcentajes de humedad por encima de 12,5%, que
es el valor maximo considerado como bueno para al-
macenar el café y evitar el crecimiento de hongos.
Ninguna de las muestras presentd un porcentaje de hu-
medad por debajo de 8,0%, que es el valor minimo
aceptado como bueno para almacenar el café. Sin em-
bargo, solo una muestra del Beneficio A present6 con-
taminacion con Penicillium. Este resultado sugiere que
a pesar de que las muestras fueron almacenadas, en su
gran mayoria, por mas de un mes e incluso un afio, las
condiciones de almacenamiento (temperatura y hume-
dad relativa) fueron aceptables, evitando el creci-
miento de hongos productores de micotoxinas.

Se detectd Ocratoxina A solo en cuatro de las 21
muestras analizadas (Tabla 2). Estas muestras fueron
colectadas en los beneficios A y J (Bugaba) y Benefi-
cio O (Dolega). Las concentraciones de la Ocratoxina
A se detectaron en el rango de 4,90-37,73 pg/kg. La
muestra 21 mostrd el contenido mas alto de Ocrato-
xina A (37,73 pg/kg), lo que tiene mucha relacién con
el porcentaje de humedad, ya que esa misma muestra
tuvo el porcentaje de humedad mas alto de los granos
de 38,61%. En el caso de la determinacion de Aflato-
xinas totales, de las 21 muestras analizadas, solo 3 tres
presentaron niveles detectables de Aflatoxinas en un
rango de 1,51- 1,93 ng/kg.

El bajo nimero de muestras que presentan micoto-
xinas indica que el manejo poscosecha del cafg, es
apropiado. El alto riesgo de contaminacién se da en
frutos que han estado en contacto con el suelo, durante
las operaciones de secado en los patios. La contami-
nacion disminuye cuando el piso donde se realiza la
operacion de secado es cubierto con asfalto o cemento
(29). En analisis de micotoxinas realizados a café en
grano verde, café rostizado molido y café soluble, los
niveles de contaminacion por OTA, fueron de 5,77
ng/kg, 1,00 pg/kg v 1,99 ng/kg, respectivamente, lle-
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gandose a la conclusion de que el promedio de la con-
centracion de OTA en café verde en granos es, al
menos, seis veces mas alta que en café rostizado mo-
lido y tres veces mas alta que en café soluble. Con ello
queda demostrado que las diferentes condiciones tér-
micas aplicadas a las muestras para su procesamiento,
reducen la concentraciéon de OTA. En la practica, el
incremento o descenso en los niveles de micotoxinas
en cualquier producto, es dependiente de las condicio-
nes climaticas, almacenamiento y condiciones de pro-
cesamiento (15); por ejemplo, en la torrefaccion del
café, se puede lograr una disminucién de Ocratoxina
de 65 al 100% (30).

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos del analisis
de las condiciones del manejo poscosecha del café, en
los beneficios de la provincia de Chiriqui, Panama, po-
demos concluir que la mayoria de los beneficios rea-
lizan un procesamiento del café por via himeda; que
secan el café en patios, guardioles y secadores colum-
nares y hacen el almacenamiento en sacos de fibra re-
cubiertos con plastico. Bajo estas condiciones de
procesamiento y debido a la presencia de hongos an-
tagonistas, como Mucor 'y Clodosporium, los cuales
fueron identificados en el 81% de las muestras anali-
zadas, se reduce la presencia de hongos productores
de micotoxinas. Solo tres de las 21 muestras presen-
taron concentraciones de OTA superiores al limite ma-
ximo permitido para café normado por la Union
Europea, que es de 5 pg/kg. Con esta investigacion se
demuestra el excelente manejo poscosecha del café
de exportacion de Panama, lo cual asegura la dismi-
nucion de los riesgos de contaminacion por micotoxi-
nas. Se espera en el futuro realizar analisis de
micotoxinas en el café tostado y molido de venta en el
mercado nacional, para confirmar si el proceso de tos-
tado disminuye o elimina la presencia de micotoxinas
en el café.
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RESUMEN. Se evalud la capacidad antioxidante (CA) en
subproductos de semillas de amaranto (Amaranthus hypo-
chondriacus) de dos parcelas de cultivo, en funcion de tres
métodos de extraccion y dos disolventes, a tres concentra-
ciones diferentes. En una primera etapa, se evaluo el efecto
del método de extraccion (homogeneizacion, ultrasonido de
baja frecuencia y la combinacion homogeneizacion-ultra-
sonido) y del disolvente de extraccion (metanol o etanol, al
100%); en una segunda etapa, se evaluo el efecto de la con-
centracion del disolvente de extraccion (100%, 70% o
50%). La CA se determind por inhibicion del radical
DPPH?>, expresandola en mg Equivalentes de Trolox (ET)/g
materia seca; los compuestos fenolicos totales (FT) se de-
terminaron mediante el ensayo de Folin—Ciocalteu, expre-
sandolos como Equivalentes de Acido Galico (EAG)/g
materia seca. Los compuestos antioxidantes se identificaron
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas. Para la CA, no existe diferencia significativa
(p>0,05) entre los métodos de extraccion estudiados, mien-
tras que si la hay (p<0,05) entre disolventes (3,39 y 1,28 mg
ET/g materia seca, con metanol y etanol, respectivamente).
Para FT, no hay diferencia significativa (p>0,05) entre di-
solventes al usarlos diluidos, solo al emplearlos al 100%;
mientras que para CA si hay efecto de la concentracion del
disolvente, obteniendo mayores valores de CA al utilizar los
disolventes al 50% (21,34 y 21,82 mg ET/g materia seca,
con metanol y etanol, respectivamente). El analisis cualita-
tivo de los extractos mostro la presencia de escualeno y 2,5-
bis (1,1-dimetiletil) fenol como los principales compuestos
con capacidad antioxidante.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, Amaranthus hypo-
chondriacus, subproductos de semillas de amaranto.

INTRODUCCION

Los materiales vegetales contienen gran diversidad
de compuestos bioactivos, dentro de los cuales se en-
cuentran los antioxidantes. Estos han sido estudiados
ampliamente en las ultimas décadas debido a sus pro-
piedades funcionales, por las cuales tienen aplicaciones
en la salud, la industria cosmética y la industria alimen-
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SUMMARY. Antioxidant capacity of byproducts from
amaranth (Amaranthus hypochondriacus) seeds. The an-
tioxidant capacity (CA) of byproducts from amaranth (4ma-
ranthus hypochondriacus) seeds from two harvest parcels
as a function of three extraction methods and two solvents
was evaluated. On a first stage the effect of extraction me-
thod (homogenization, low frequency ultrasound, or the
combination homogenization-ultrasound) and extraction
solvent (methanol or ethanol, 100%) were evaluated; on a
second stage, the effect of extraction solvent concentration
(100%, 70%, or 50%) was evaluated. CA was determined
by DPPH-= inhibition, which was expressed as mg Equiva-
lents of Trolox (ET)/g dry matter (DM). Total Phenolic
compounds (FT) were determined by means of the Folin—
Ciocalteu assay and expressed as Equivalents of Gallic Acid
(EGA)/g DM. Antioxidant compounds were identified by
gas chromatography coupled to mass spectrometry. For CA,
there was not significant difference (p>0,05) among extrac-
tion methods, but there was significant difference (p<0,05)
between solvents (3,39 and 1,28 mg ET/g DM, with metha-
nol and ethanol, respectively). For FT, there was not signi-
ficant difference (p>0,05) between solvents when they were
diluted, but a significant difference (p<0,05) was observed
when they were used at 100%. For CA, there was a signifi-
cant (p<0,05) effect of solvent concentration, both studied
solvents at 50% provided the best results (21,34 and 21,82
mg ET/g DM with methanol and ethanol, respectively). The
qualitative analysis of the extracts exhibited the presence of
squalene and 2,5-bis (1,1-dimethylethyl) phenol as the
major compounds with antioxidant capacity.

Key words: Antioxidant capacity, Amaranthus hypochon-
driacus, amaranth byproducts.

taria (1). La Norma Oficial Mexicana (NOM) 043-
SSA2-2005 define a los antioxidantes como sustancias
que previenen la oxidacion y ayudan al mantenimiento
de la integridad celular, inactivando los radicales libres
que causan dafo celular (2). Por otro lado, el Codex
Alimentarius los define como aditivos alimentarios que
prolongan la vida util de los alimentos protegiéndolos
del deterioro ocasionado por la oxidacion (3). Dentro
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de los principales antioxidantes presentes en los ali-
mentos se encuentran las vitaminas C y E, los carote-
noides, los compuestos fendlicos y los flavonoides.

El estudio de la capacidad antioxidante en materia-
les alimenticios, generalmente, involucra su extraccion
mediante el uso de disolventes tales como agua, eta-
nol, metanol, acetato de etilo o hexano, entre otros (4).
El metanol es reconocido como un eficiente agente de
extraccion, pero no es considerado seguro. En cambio,
el etanol representa una alternativa de disolvente se-
guro en procesos de extraccion para productos con
fines alimenticios (5). Para la obtencion de extractos
antioxidantes, a partir de diferentes materiales vege-
tales, se aplican diversas técnicas dependiendo de las
caracteristicas del tejido vegetal que se somete a ex-
traccion y de los componentes que desean extraerse.
Tales métodos comprenden extraccion Soxhlet, agita-
cion, homogeneizacion y ultrasonido de baja frecuen-
cia, entre otros (6, 7). La naturaleza del disolvente, las
condiciones del método, asi como el tiempo de analisis
requerido son factores que pueden afectar el resultado
analitico debido a una degradacion que pueden sufrir
estos compuestos de interés (7).

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un
cultivo de gran importancia en México, donde los prin-
cipales estados productores son Puebla, Oaxaca, Que-
rétaro, Morelos, Tlaxcala, Distrito Federal y Estado de
Meéxico. Sus principales formas de consumo en México
son, semillas reventadas o esponjadas, dulces denomi-
nados “alegrias”, harina y botanas elaboradas con la
semilla. El procesamiento del amaranto involucra ini-
cialmente una limpieza, de la cual se genera un sub-
producto que contiene restos de flores, semillas vanas
y cascarilla. Este material es considerado un subpro-
ducto que, por el momento, no tiene usos o aplicacio-
nes especificos. Algunos estudios han reportado
capacidad antioxidante in vitro en flores de A. lividus
(8). Alvarez-Jubete et al. (9) reportan la presencia de
polifenoles en semillas de A. caudatus. Otros estudios
reportan compuestos fenolicos y antocianinas en semi-
llas de A. cruentus (10). Sin embargo, las posibles pro-
piedades funcionales de este material residual,
proveniente del procesamiento de semilla, no han sido
estudiadas con el fin de identificar sus usos potenciales.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad antioxidante y la concentracion de com-
puestos fendlicos totales en el subproducto obtenido de
la limpieza de semillas de amaranto, pertenecientes a

dos parcelas diferentes de cultivo, asi como el efecto
de tres métodos de extraccion con dos disolventes, me-
tanol y etanol, a tres diferentes concentraciones.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia consistid en evaluar tres métodos
de extraccion, homogeneizacion, ultrasonido de baja
frecuencia o un método combinandolos homogeneiza-
cion-ultrasonido, sobre la concentracion de compues-
tos fenolicos totales y la capacidad antioxidante de los
extractos. Se llevaron a cabo extracciones con metanol
o etanol como disolventes, en forma absoluta (100%)
y diluida (70 o 50%) para determinar también el efecto
de los factores disolvente y concentracion de disol-
vente sobre la capacidad antioxidante y concentracion
de compuestos fendlicos totales en los extractos.

Obtencion de la muestra: El material, subpro-
ducto de la separacion neumadtica de semillas a partir
de las panojas de amaranto corresponde a la cosecha
del primer semestre de 2012 de dos parcelas denomi-
nadas Correbarranca I y Correbarranca II, cuya tnica
diferencia es la locacion, pero ambas estan ubicadas
en el municipio de Tehuacan y fue proporcionado por
Alternativas de Participacion Social A. C. de Tehua-
can, Puebla, México. El material (2 kg) se empacd en
bolsas de polietileno, cerradas herméticamente y se
conservo a -18°C hasta su analisis.

Caracterizacion de las muestras: Las muestras
(aproximadamente 250 g) se sometieron a una dismi-
nucion de tamano en un molino para especias
(Krups®, México D.F., México) y se pasaron por un
tamiz (Mont-Inox, Cd. de México, D.F., México) con
tamano de orificio 0,85 mm. La caracterizacion de las
muestras consistio en realizar los analisis de la com-
posicion proximal que incluyen la determinacion del
contenido de humedad (934.01), cenizas (923.03),
grasa (extracto etéreo) (920.39), proteina (960.52) y
fibra cruda (920.86), siguiendo los métodos propues-
tos por la AOAC (11). Los carbohidratos totales se cal-
cularon por diferencia.

Extraccion: Previo a la extraccion, las muestras
(250 g) previamente molidas se secaron en estufa de
vacio (Cole Parmer®, Chicago, Illinois, EE.UU.) a
50°C y 15 in Hg de vacio, durante 4 h. La extraccion
se llevo a cabo por tres diferentes métodos: homoge-
neizacion (5 min), ultrasonido de baja frecuencia (10
min), o combinandolos, aplicando primeramente 5
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min de homogeneizacion e inmediatamente después
10 min de ultrasonido. Como disolventes de extrac-
cion se utilizaron etanol (Quimica Meyer, Cd. de Mé-
xico, D. F., México) o metanol (Omnichem, Puebla,
Puebla, México), al 100, 70 o 50%. Las extracciones
con cada método se realizaron por triplicado como se
indica a continuacion.

Homogeneizacion: Se mezclaron 2 g de muestra
con 30 mL de disolvente (proporcion 1:15) y se some-
tieron a un proceso de homogeneizacion durante 5 min
con un equipo lka Ultraturrax®T18 basic (Washing-
ton, DCEE.UU.). El extracto se centrifug6 (centrifuga,
Marathon® 21K/12, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
EE.UU.) a 4°C, durante 5 min a 12000 rpm. El sobre-
nadante se conservo en frasco ambar de vidrio a -18°C
hasta su analisis.

Ultrasonido de baja frecuencia: Se mezclaron2 g
de muestra con 30 mL de disolvente (proporcion 1:15)
y se sometieron a un tratamiento de ultrasonido con una
sonda ultrasonica de 13 mm (Ultrasonic processor,
Cole Parmer, EE. UU.), a 20 kHz de frecuencia, 500
Watts potencia, amplitud de 60%, por un lapso de 10
min en un bafio de agua a 20°C. Los extractos, se cen-
trifugaron y conservaron de la misma forma que los ex-
tractos obtenidos con el método de homogeneizacion.

Homogeneizacion-Ultrasonido: Se mezclaron 2 g
de muestra con 30 mL de disolvente (proporcion 1:15)
y se sometieron a un proceso de homogeneizacion du-
rante 5 min de la misma manera descrita anterior-
mente. Después de la homogenizacion, se sometieron
a un tratamiento de ultrasonido bajo las mismas con-
diciones descritas con anterioridad durante un lapso
de 10 min a una temperatura de 20°C. Los extractos
se centrifugaron y conservaron de la misma forma que
los extractos obtenidos con los métodos anteriores.

Caracterizacion de extractos: La caracterizacion
de los extractos incluy6 la determinacion de la con-
centracion de compuesto fendlicos totales y la capaci-
dad antioxidante asi como la identificacion cualitativa
de los compuestos antioxidantes presentes.

Capacidad antioxidante (CA): La determinacion
de la CA se basa en la formacion del radical DPPHe y
su inhibicion por compuestos antioxidantes (12). Se
elabord una curva estandar, haciendo reaccionar ali-
cuotas de 3,9 mL de solucion de 2, 2-difenil-1-picril-
hidracilo (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.),
DPPHe (3,94 mg/100 mL de metanol al 80%) y ali-
cuotas de 0,1 mL de soluciones del antioxidante Tro-

lox (Aldrich, Darmstadt, Alemania), en un intervalo
de 0,02 a 0,32 mg de Trolox en metanol al 80%, al-
canzando un volumen total de 4 mL. El blanco para
las mediciones fue metanol al 80%. Los tubos conte-
niendo estas mezclas se agitaron y se dejaron reaccio-
nar durante 30 min a temperatura ambiente en la
obscuridad. Transcurrido este lapso, se midio6 la absor-
bancia (ABS) a 515 nm en espectrofotometro (UNICO
2800H, UV/VIS, EE.UU.). La curva estandar se ob-
tuvo graficando el porcentaje de inhibicion del radical
DPPHe (% inhibicion = [ABSinicial- ABSfinal]/[AB-
Sinicial]) en funcion de la concentracion de Trolox, en
mg equivalentes de Trolox (mg ET). Se considera AB-
Sinicial a la absorbancia medida del reactivo de
DPPHe- preparado para la reaccion, y ABSfinal, a la
absorbancia del DPPHe, después de la reaccion con el
antioxidante. La CA en los extractos se obtuvo ha-
ciendo reaccionar alicuotas de 0,1 mL de extracto con
3,9 mL soluciéon de DPPHe de la misma manera que
para los estandares. Se calculd el porcentaje inhibicion
y la CA se calcul¢ aplicando la ecuacion de regresion
obtenida de la curva estandar. La capacidad antioxi-
dante en los extractos se expresdo como mg EAG/g de
muestra seca.

Compuestos Fenolicos Totales (FT): La determi-
nacion de FT se fundamenta en la reduccion que ge-
neran los compuestos fenolicos en el molibdeno
contenido en el reactivo de Folin—Ciocalteu (13). La
determinacion consistio en la reaccion con el reactivo
de Folin—Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Alemania), ha-
ciendo reaccionar 0,1 mL del extracto, con 0.2 mL del
reactivo de Folin—Ciocalteu, adicionando 2 mL de
agua destilada, la mezcla se dejo reaccionar por 3 min
y se le adiciond 1 mL de solucién de Na2CO3 (RBM,
Puebla, Puebla México) al 20%; después de 60 min en
la obscuridad se midio6 la absorbancia a una longitud
de onda de 765 nm, en un espectrofotoémetro (UNICO,
2800H, UV/VIS, EE.UU). La curva estandar se realizo
haciendo reaccionar alicuotas de 2,1 mL de soluciones
de 4cido galico en un intervalo de 0,00157 a 0,01570
mg equivalentes de acido galico (mg EAG) y 0,2 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se dejo re-
accionar por 3 min, posteriormente se adicion6 1 mL
de solucion de Na,COs; al 20%, con lo que se alcanzo
un volumen final de 3,3 mL. Después de 60 min de in-
cubacion se midio la absorbancia a 765 nm. El blanco
se prepard mezclando una alicuota de 2,1 mL de agua
con 0,2 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1 mL de
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Na,CO;. La concentracion de compuestos fendlicos
totales en el extracto se calcul6 a partir de la curva es-
tandar y se expres6 como mg EAG/g muestra seca.
Determinacion cualitativa de compuestos antio-
xidantes: El analisis de componentes se realizé me-
diante la inyeccion de 1 uL de cada uno de los extractos
en un equipo de cromatografia de gases (Agilent Tech-
nologies 6850, Santa Clara, California, EE.UU.) con
detector de masas (5975 C VL MSD triple axis, con
temperatura de trabajo de 270°C). Las condiciones para
el analisis fueron: inyecciéon en modo split, usando
helio como gas transportador (flujo de 1,1 mL/min), en
una columna (Agilent HP-5MS -5% metil fenil silo-
xano-) de 30 m X 250 um X 0,25 um. La determina-
cion se realizdO manteniendo inicialmente la
temperatura a 60°C por 10 min, para después elevar la
temperatura a razon de 5°C/min hasta alcanzar 240°C;
esta temperatura se mantuvo durante 10 min. El tiempo
total de analisis fue de 56 min. La identificacion de los
componentes antioxidantes se realizd mediante el es-
pectro de masas, el indice de retencion y la biblioteca
del software del equipo (National Institute of Standards
and Technology, NIST, Mass Spectral Library).
Evaluacion del efecto del método de extraccion,
del tipo y concentracion del disolvente: Todas las de-

terminaciones son el resultado de la media desviacion
estandar de tres réplicas. Se realizd un analisis de va-
rianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (p <0,05), con
el software Minitab® (version 15, EE.UU.), para de-
terminar diferencias significativas en la capacidad an-
tioxidante y concentracion de compuestos fendlicos
totales entre los métodos de extraccion aplicados, entre
los disolventes de extraccion y sus diluciones, asi
como entre la procedencia de las muestras.

RESULTADOS

La Tabla 1 presenta los resultados del analisis pro-
ximal que se realiz6 a las muestras de los subproductos
de limpieza de la semilla de amaranto provenientes de
las dos parcelas, se determinaron mayores contenidos
de cenizas, proteina y fibra cruda en la muestra perte-
neciente a la parcela Correbarranca II, lo que conse-
cuentemente se reflejé en una disminucidén en su
contenido de carbohidratos totales.

La Tabla 2 muestra los resultados de la capacidad
antioxidante de los extractos, evaluados en la primera
etapa (solventes al 100%). Al comparar la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos de las muestras
de cada parcela por los distintos métodos de extraccion

TABLA 1 Analisis proximal (g/ 100 g de muestra himeda) de los subproductos de limpieza de semilla de
amaranto (Admaranthus hypochondriacus) provenientes de dos parcelas.

Grasa Carbohidratos
Parcela Humedad Cenizas  (extracto etéreo)  Proteina Fibra cruda Totales*
Correbarrancal 8,09 +0,05* 10,63 +0,36* 3,60+0,21* 6,33 +£0,27* 16,83 £0,27* 53,71
Correbarranca I 828 +1,83* 11,44+0,19° 245+0,42> 928 +0,20> 20,03 +0,43" 47,95

* Calculados por diferencia

Los valores reportados representan el promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones.
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre parcelas.

TABLA 2 Efecto del método de extraccion, disolvente de extraccion y parcela de cultivo
(Correbarranca I o II) sobre la capacidad antioxidante de los extractos de subproductos de limpieza
de semilla de amaranto (dmaranthus hypochondriacus) utilizando disolventes absolutos.

Capacidad Antioxidante (mg ET/g muestra seca)

Método Disolvente
Correbarranca | Correbarranca II
Homogeneizacion Metanol 3,39 £ 0,694 2,19 £ 0,468
Etanol 0,95 £0,070A 0,28 + 0,068
Ultrasonido Metanol 2,96 £ 0,744 2,10 £ 0,158
Etanol 1,28 £ 0,154 0,85 + 0,068
Homogeneizacion-ultrasonido Metanol 3,29 £ 0,002 2,57 £ 0,078
Etanol 1,16 &+ 0,254 0,77 + 0,16b<B

Los valores reportados representan el promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones.
Letras mintisculas diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en valores correspondientes a la misma columna.
Letras mayusculas diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en valores correspondientes al mismo renglon.
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aplicados se observo que no existe diferencia signifi-
cativa (p >0,05), por lo que es indistinto utilizar como
método de extraccion homogeneizacion, ultrasonido
de baja frecuencia o su combinacion, cuando se utiliza
metanol como disolvente. Sin embargo, si se observo
una diferencia significativa (p <0,05) en la capacidad
antioxidante entre los extractos obtenidos de los sub-
productos de limpieza de la semilla de amaranto pro-
venientes de las distintas parcelas; el extracto del
material proveniente de la parcela Correbarranca I
posee mayor capacidad antioxidante (para los tres mé-
todos de extraccion estudiados). También se encontro
diferencia significativa (p <0,05) entre la capacidad

antioxidante de los extractos obtenidos con los dos di-
solventes grado absoluto, siendo el metanol el disol-
vente que logré extraer en mayor cantidad
componentes con capacidad antioxidante.

Con respecto al efecto de la concentracion del di-
solvente (absolutos y diluidos), se optdé como método
de extraccion la homogeneizacion dada su facilidad,
se observo (Tabla 3) diferencia significativa (p <0,05)
en la capacidad antioxidante entre disolventes cuando
se usaron en su forma absoluta. No se observaron di-
ferencias significativas (p >0,05) en la capacidad an-
tioxidante del extracto, entre disolventes, cuando se
utilizaron en forma diluida; pero si se observaron di-

TABLA 3 Efecto de la concentracion de disolvente sobre la capacidad antioxidante y compuestos fenolicos
totales de los extractos de subproductos de limpieza de semilla de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
provenientes de dos parcelas.

Parcela

Correbarranca |

Correbarranca 11

Disolvente Capacidad antioxidante Fenolicos Totales Capacidad antioxidante Fendlicos Totales
(mg ET/g (mg EAG/g (mg ET/g (mg EAG/g
materia seca) materia seca) materia seca) materia seca)
Etanol 100% 0,95 £ 0,07 0,18 +£0,03* 0,28 = 0,06* 0,12 +0,02*
70% 17,61 £2,50° 1,48 £0,07° 10,55 = 1,02b® 1,01 +0,04°
50% 21,82 +0,69¢ 1,75 + 0,05¢ 12,70 + 2,15¢ 1,28 +£0,05¢
Metanol 100% 3,39 +£0,69¢ 0,56 + 0,004 2,19 £ 0,464 0,37+ 0,014
70% 17,66 = 0,96° 1,46 £+ 0,06° 10,41 +£0,93b 1,02 £ 0,020
50% 21,34 £1,11¢ 1,71 £0,14¢ 13,58 £1,27¢ 1,21 £0,06¢

Los valores reportados representan el promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en valores correspondientes a la misma columna.
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FIGURA 1
Correlacion entre la capacidad
antioxidante (CA) y el contenido
de fendlicos totales (FT)
en extractos de subproductos
20 de limpieza de semilla de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus).
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ferencias significativas (p <0,05) entre estas dos dilu-
ciones (70 o 50%) pertenecientes a un mismo disol-
vente, siendo los extractos de mayor capacidad
antioxidante, los correspondientes a la concentracion
del 50%. Los extractos de los subproductos de lim-
pieza de la semilla de amaranto provenientes de la par-
cela Correbarranca I al utilizar los disolvente al 50%
mostraron los valores mas altos de capacidad antioxi-
dante (21,82 = 0,69 mg ET/g materia seca, con etanol
y 21,34 + 1,11 mg ET/g materia seca, con metanol).
Los resultados de la concentracion de compuestos fe-
nolicos totales (Tabla 3) se comportan de la misma
forma que la capacidad antioxidante, siendo mayores
los valores obtenidos con disolventes al 50%, corres-
pondientes a la parcela Correbarranca I (1,75 + 0,05
mg EAG/g materia seca, con etanol y 1,71 £0,14 mg
EAG/g materia seca, con metanol).

Se observaron resultados mas altos de capacidad
antioxidante y fenolicos totales, para ambas parcelas
en el caso de los extractos obtenidos con metanol y
etanol, al 50%, seguido por las diluciones al 70% y,
finalmente los resultados mas bajos se obtuvieron en
extractos obtenidos con los disolventes en grado ab-
soluto (al 100%). Al comparar los extractos analiza-
dos, se observa una relacion lineal entre la capacidad
antioxidante y la concentraciéon de compuestos feno-
licos totales de los extractos (Figura 1).

Los principales componentes antioxidantes, encon-
trados en todos los extractos fueron 2-metoxi-4-vinil
fenol, escualeno y 2,5-bis (1,1-dimetiletil) fenol.

DISCUSION

La similitud en contenido de fibra cruda que tienen
las muestras provenientes de ambas parcelas (16,83
g/100g, para Correbarranca I y 20,03 g/100g, para Co-
rrebarranca II) con respecto al salvado de avena (15,4
¢/100 g) y al salvado de arroz (21 g/100 g) (14), im-
portantes comercialmente en la actualidad, puede re-
presentar una oportunidad potencial de aplicacion de
este material de desecho (subproductos de limpieza de
la semilla de amaranto) en productos para la alimen-
tacion animal, permitiendo incrementar su contenido
de fibra (aun cuando el contenido de fibra cruda su-
bestima el contenido de fibra dietética); pues a este
material de desecho, en general, no se le da uso.

De acuerdo con los resultados obtenidos, relacio-
nados a la capacidad antioxidante y a los compuestos

fenolicos totales de extractos obtenidos con disolven-
tes en grado absoluto, no se observaron diferencias
significativas (p >0,05) entre los tres métodos de ex-
traccion estudiados. En un trabajo comparativo de mé-
todos de extraccion para determinar compuestos
fendlicos en semillas de uva, se probaron los métodos
de maceracion (convencional) y de extraccion asistida
por ultrasonido (rapido) y no se encontraron diferen-
cias significativas (p >0,05) en la concentracion de
compuestos fenolicos (15). Una gran ventaja de los
métodos rapidos, como los evaluados en este trabajo
(homogeneizacion o ultrasonido), es el corto tiempo
requerido para la extraccion. El tiempo es un factor
que influencia la recuperacion de compuestos antioxi-
dantes, y se llega a reflejar en la degradacion por oxi-
dacion (16). Por tal motivo, en la segunda parte del
trabajo, cuando se compararon los dos disolventes en
grados absolutos y diluidos, se utiliz6é el método de
homogeneizacion, pues en é€ste se requiere menor
tiempo para la extraccion.

Por otro lado, si se observé diferencia significativa
(p <0,05) entre los extractos de los subproductos pro-
cedentes de diferente parcela; esto se puede deber a la
presencia de fragmentos de flores, con coloraciones
rojizas, que se percibe en mucho mayor cantidad en
las muestras de la parcela Correbarranca I, respecto a
las provenientes de la parcela Correbarranca II; tal co-
loracion se debe al contenido de derivados de antocia-
ninas en las flores de amaranto (17), lo que puede estar
incrementando la capacidad antioxidante de los extrac-
tos obtenidos de los subproductos provenientes de la
parcela Correbarranca 1. La diferencia en la cantidad
de fragmentos de flores en las muestras analizadas se
atribuye a diferencias en el método de recoleccion de
la semilla.

Al analizar la capacidad antioxidante y contenido
de compuestos fenolicos totales de extractos de mate-
riales vegetales, se debe considerar que varios factores
pueden afectar el resultado, como son el tipo y varie-
dad de cultivo, el tipo y tiempo de almacenamiento del
material a analizar y el método de extraccion utilizado,
entre muchos otros (18). La importancia de los resul-
tados obtenidos en este trabajo radica en la poca infor-
macion existente respecto a propiedades antioxidantes
de este material de desecho (subproductos de limpieza
de la semilla de amaranto).

De los disolventes evaluados, el metanol fue el que
logré extraer mayor cantidad de componentes antio-
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xidantes, esto se debe a que este disolvente tiene la
capacidad de causar dafio al tejido a nivel de pared
celular, permitiendo asi la salida de componentes in-
tracelulares (19). Se ha reportado que el metanol es
un disolvente altamente efectivo en la extraccion, esto
ha sido probado en diversos estudios donde se com-
para con otros disolventes como agua, acetona y/o
acetato de etilo (1, 20). Heset al. (21), obtuvieron una
mayor extraccion de compuestos fendlicos antioxi-
dantes, usando metanol absoluto, cuando trabajaron
con alforfon o trigo sarraceno (Fagopyrum esculen-
tum). El hecho de que ambos disolventes, metanol y
etanol, diluidos con agua hayan logrado mayor ex-
traccion de compuestos con capacidad antioxidante
(Tabla 3) que los disolventes absolutos, indica que los
componentes antioxidantes mayoritarios son fendli-
cos, mismos que poseen una afinidad por medios
acuosos combinados con disolventes polares, por ello
a mayor dilucion, mayor capacidad antioxidante de-
tectada y mayor cantidad de compuestos fenélicos to-
tales. Sultana ef al. (22) también determinaron una
mayor actividad antioxidante y contenido de fenolicos
en extractos de plantas medicinales, cuando utilizaron
metanol y etanol diluidos con agua (80%) que cuando
usaron los disolventes en grado absoluto. Otra inves-
tigacion realizada con alforfon o trigo sarraceno (Fa-
gopyrum esculentum), reporta mayor contenido de
fenolicos totales cuando la extraccion se realizd con
etanol al 50%, incluso mayor que la obtenida con el
disolvente absoluto o con agua (23). De lo anterior se
deduce que los disolventes diluidos al 50% favorecen
la disolucién de los componentes con polaridad afin
a la mezcla agua:etanol o agua: metanol (50:50). Di-
versos estudios han encontrado en el agua una menor
capacidad de extraccion de compuestos antioxidantes,
incluyendo compuestos fendlicos (20). La capacidad
antioxidante determinada en un material depende en
gran medida de la naturaleza y polaridad del disol-
vente de extraccion, esto debido a la interaccidn exis-
tente de los compuestos antioxidantes con otros
componentes; por ejemplo, la interaccion de com-
puestos fenolicos asociados a carbohidratos o protei-
nas, pueden afectar su solubilidad en disolventes
determinados (1, 7). Existe una tendencia entre los re-
sultados de la concentracion de compuestos fenolicos
totales y la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos con las diferentes concentraciones de los
disolventes, indicando una relacion proporcional-

mente directa (Figura 1). Lo anterior indica que la ca-
pacidad antioxidante de los extractos obtenidos se
debe principalmente a la presencia de compuestos fe-
nolicos. El potencial antioxidante de las muestras de
subproductos de limpieza del amaranto estudiadas es
resultado de los fragmentos de flores y de la cascarilla
de la semilla, por la funcion protectora que esta cas-
carilla desempefia, en este caso particular, en mate-
riales con alto contenido de lipidos, como lo es la
semilla de amaranto (1). Goristein et al. (24) reporta-
ron 154 + 15,7 mg EAG/100 g materia seca (corres-
pondientes a 1,54 = 0,15 mg EAG/g materia seca) en
semilla integral de A. hypochondriacus, obtenido con
solucion acuosa de metanol al 50%. En el presente es-
tudio, debido a la presencia mayoritaria de cascarilla
y flores en el material analizado, se encontrd una can-
tidad de 1,70 + 0,14 mg EAG/g materia seca. Se de-
tectd6 asi mismo un contenido importante de
compuestos fenolicos totales, lo cual indica que este
material (subproductos de limpieza de la semilla de
amaranto) seria potencialmente utilizable en produc-
tos de alimentacion humana, adicionandola en pro-
ductos como harinas integrales, frituras elaboradas a
base de harina de amaranto, asi como para alimenta-
cion animal. Dentro de los componentes bioactivos
encontrados en los extractos, se encuentra el escua-
leno, que es un compuesto isoprenoide similar en su
estructura al beta-caroteno, este compuesto no es muy
susceptible a la peroxidacion y llega a funcionar como
protector a la exposicion de radiacion UV y radiacion
ionizante (25). La presencia de escualeno en estos
extractos puede deberse a que las muestras analizadas
contienen fragmentos de semillas. El 2,5-bis (1,1-di-
metiletil) fenol, tiene una estructura relacionada a los
antioxidantes sintéticos BHA y BHT, por lo que ten-
dria aplicacion potencial como antioxidante natural.

CONCLUSIONES

El método de homogeneizacion es una alternativa
interesante para ser utilizada en la extraccion de com-
ponentes antioxidantes ya que genera tiempos de ex-
traccion cortos. Los disolventes diluidos (50%), tanto
metanol como etanol, son mas eficientes en la extrac-
cion de componentes antioxidantes que los componen-
tes absolutos, lo que indica que los componentes
antioxidantes, del material residual analizado, son en
su mayoria de caracter polar. El material residual, pro-
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veniente de la limpieza de semilla de amaranto, puede
tener usos potenciales como fuente de antioxidantes
para la formulacidon de alimentos funcionales o ali-
mentos susceptibles a la oxidacion.
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SUMMARY. The present study aimed to determine the
effects of different traditional cooking methods on folate
(tetrahydrofolate - THF, 5-methyltetrahydrofolate - 5-
MTHF and 5-formyltetrahydrofolate - 5-FTHF) reten-
tion in leafy vegetables. The analysis of folates was
carried out by high performance liquid chromatography
(HPLC), with detection by fluorescence, using gradient
elution, mobile phase of acetonitrile and phosphate buf-
fer solution. The retention of isomers in vegetables after
cooking ranged from 17.0 % to 87.2 % for THF, 53.4 —
94.1% for 5-MTHF and 39.0 — 107.9% for 5-FTHF. The
retention of folates depended on the food matrix, the
kind of isomer, and the cooking methods used. It is re-
commended that one should have more control over the
choices for methods and time of cooking and the amount
of water used at home and at foodservice as well.

Key words: Cooking techniques, stability, tetrahydro-
folate, 5S-methyltetrahydrofolate, 5-formyltetrahydro-
folate.

INTRODUCTION

Folates have received great attention due to their
effect on health, especially on the reduction in the
risks of neural tube defects, in the prevention of car-
diovascular diseases and certain kinds of cancer (1).

Folates of natural occurrence are found in foods
in a variety of ways. The most commonly detected
in foods and leafy vegetables are the isomers 5-
methyltetrahydrofolate (5-MTF), tetrahydrofolate
(THF) and 5-formyltetrahydrofolate (5-FTHF) (2).

The folate synthesis is only performed by
microorganisms and higher plants. Therefore, it
is an essential nutrient for mammals (3). Vege-
tables are considered the main natural sources
of folates in human diet (4).

The loss of folates may be caused by environ-
mental factors, such as pH, oxygen, antioxidants,

RESUMEN. Retencion de folatos en hortalizas consumidas
en Brasil después de diferentes métodos de coccién. El pre-
sente estudio tuvo como objetivo determinar los efectos de los
diferentes métodos de coccion tradicionales sobre la retencion
de folatos (tetrahidrofolato - THF, 5-metiltetrahidrofolato - 5-
MTHF y 5-formiltetrahidrofolato - 5 FTHF) en hortalizas. El
analisis de folatos se llevo a cabo por cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR), con deteccion por fluorescencia,
usando elucion en gradiente, fase movil de acetonitrilo y solu-
cion tampon de fosfato. La retencion de los isdémeros en las
hortalizas después de la coccion vari6 de 17,0% a 87,2% para
THEF, 53,4 a 94,1% para 5-MTHF y de 39,0 a 107,9% para 5-
FTHF. La retencion de folatos dependio de la matriz del ali-
mento, el tipo de isdmero, y los métodos de coccion utilizados.
Se recomienda que uno debe tener mas control sobre las op-
ciones de métodos y tiempo de coccion y la cantidad de agua
utilizada en el hogar y también en los servicio de alimentacion.
Palabras clave: Técnicas de coccion, estabilidad, tetrahidro-
folato, 5-metiltetrahidrofolato, 5-formiltetrahidrofolato.

light, acids, alkalis, concentrations of metallic ions, coo-
king duration and methods, quantity of water used, besi-
des the food’s own characteristics (5). Folate losses
during the cooking process mainly occur by lixiviation,
since folates have hydrosoluble characteristics, and by
thermal degradation (6). Other factors, such as environ-
mental conditions (season of the year, climate, and geo-
graphical and geological conditions), may affect the
levels of folates in vegetables (4).

It is estimated that approximately 50% of the initial
concentration of folates in foods is lost during the culinary
processes (1). Some results reported that steam cooking
and frying may cause losses of up to 90% in the initial
concentration (7). According to the same author, vegeta-
bles may lose about 70% of their concentration of folates
after being boiled for 8§ minutes, and most of the losses
occurs by dissolution in the boiling water. There are very
few specific studies which evaluate the impact of different
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cooking methods on the concentration of folates in
foods prepared both at home and at foodservices (1).
Among all the vitamins, folate belongs to one of the
least studied compound groups, regarding the concen-
tration in raw foods, as well as the stability throughout
preparation. Particularly in Brazil, there is a great need
for researches in this area, because there is no informa-
tion available about the concentrations of folates in food
composition tables. In fact, the methodology for the
analysis of folates in foods requires complex procedures
and standards poorly available in the world market.
The High Performance Liquid chromatography
(HPLC) was used in the present work for the analysis
of folates (THF, 5-MTHF and 5-FTHF) in vegetables
highly consumed in Brazil (kale, spinach, mustard, flo-
rets and leaves of broccoli). Since these vegetables are
offered almost all year long, the analysis of folates was
also carried out in different seasons, considering the
scarcity of information from previous works. Besides
that, we compared the effects on folate stability of dif-
ferent cooking methods commonly used for vegetables
in Brazil. The amounts of vegetables used in the pre-
parations were based on those used in households.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and other materials

Acetonitrile HPLC degree (Tedia, USA) and ultra-
pure water produced in Milli-Q® system (Millipore,
USA) were used for the analysis of folates. Reagents
with analytical grade used were: Anhydrous Monoba-
sic Sodium Phosphate (Synth, Brazil), ascorbic acid
(Vetec, Brazil), 2-mercaptoethanol (Vetec, Brazil),
phosphoric acid (Proquimios, Brazil), sodium acetate
(Chemco, Brazil) and sodium chloride (Vetec, Brazil).

A column was prepared to purify the extracts, with
a stationary phase of Q-Sepharose (Pharmacia, USA)
in 20% of ethanol 70%, using disposable plastic
syringe for support, and flux established with peristal-
tic pump (Pharmacia Biotech).

The extracts were filtered with Inlab paper filter
with a diameter of 9 cm. Before the analysis by HPLC,
the extracts and standard solutions were filtered in HV
Millex membrane filters, with 0.45 um of porosity
(Millipore, Brazil).

Standards and analytical curves
The standards of (6S)-5,6,7,8-sodium tetrahydro-

folate (THF), (6S)-5-methyl-5,6,7,8-tetrahydrofolate
(5-MTHF) and (6S)-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolate
(5-FTHF) were kindly provided by Merck-Eprova
(Switzerland) and maintained at -180C before used.

The stock solution of the folate standards (200
png/mL) and the solutions with increasing concentra-
tions were prepared in an extracting solution (phos-
phate buffer solution 0.1 M, pH 6.0, containing 1%
ascorbic acid, and 0.1% 2-mercaptoethanol).

The real concentration of the standard solution was
verified by spectrophotometry and altered according
to the following equation:

A=ExCxL

In which:

A = Maximum absorbance (read at 297 nm for
THF, at 290 nm for 5-MTHF and at 285 nm for 5-
FTHE, in phosphate buffer solution 0.1 M, pH 2.0) (8);

E = Molar absorption coefficient (for THF, 27; for
5-MTHEF, 32 and for 5-FTHF, 31.5) (9);

C = Molar Concentration;

L = Width of the tray (1 cm).

The construction of the analytical curves of the fo-
late isomers (THF, 5-MTHF and 5-FTHF) was carried
out according to the concentration of the components
in the vegetables. For each of the isomers six increa-
sing concentrations of standard solutions were injec-
ted, where for THF, 5-MTHF and 5-FTHF these
concentrations ranged from 0.0095 and 0.3821 pg/mL,
0.2432 and 9.7300 pg/mL, and 0.0490 and 0.9800
png/mL, respectively.

Collection and preparation of the vegetables

The following vegetables were used: kale (Bras-
sica oleracea L.), mustard (Sinapsis arvensis), spinach
(Spinacia oleracea L.) and broccoli (Brassica olera-
cea ltalica group) (florets and leaves). These vegeta-
bles were chosen due to their large consumption and
availability and because they are considered important
food sources of folate (7). Around 1 to 2 kg of each
vegetable were collected.

The vegetables were randomly collected during the
winter and spring and packed in plastic bags. The
analyses of the vegetables were carried out in, at most,
48h after the collection. Four collections happened in
each season evaluated, and each repetition was cha-
racterized by a weekly collection.

In the laboratory, the non-edible parts (stalks and
damaged leaves) were removed, the vegetables were
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washed in running water and the excess was removed
with paper towel and prepared as explained below.

It was employed the quartering method for the le-
aves of kale and mustard, and the portions diagonally
disposed were grouped. One part was analyzed raw
and another was analyzed after being manually sliced
with a knife (slices of approximately 0.5 cm thick) (sli-
ced kale and mustard). The kale was also analyzed on
a manually torn manner. After the pre-preparation, the
vegetables were stir fried. For each 100 g portion of
vegetable, 8 mL of soybean oil were used (1 tables-
poon). The time of cooking was 2 minutes.

The leaves of broccoli and spinach were divided in
two parts, one was analyzed raw, and the other after
being stir fried. For each portion of 100 g of vegetable,
8 mL of soybean oil were used and the time of cooking
was 2 min.

The florets of broccoli were divided into three
parts; one of them was analyzed raw, the other was
analyzed after being steam-boiled, in a regular pan,
for 6 min, and the third part, after being boiled, also
during 6 minutes (enough quantity of water to cover
the vegetables: 100 g of vegetables for each 1000 mL
of water) (10).

The quantities of vegetables used for cooking were
based on those used in household preparation.

Soon after being cooked, all the vegetables were
blended in a food processor for a complete homoge-
nization, and were kept in a regular refrigerator before
analysis.

To evaluate stability, the folate concentration reten-
tion percentage in the vegetables was reached after
using different cooking methods, taking into account
the weight changes that occurred during the process.
For such, it was used the formula of the true or real re-
tention (% TR) (11), as described below:

% TR = Fcooked (ug) x Qcooked (g) x 100

Fraw (ug) x Qraw (g)

In which:

Fcooked = folate concentration in the cooked
vegetable

Fraw = folate concentration in the raw
vegetable

Qcooked = quantity of cooked vegetable

Qraw = quantity of raw vegetable

Acquisition of extracts and analysis of folate
During the steps of extraction and analysis, the ve-

getables and the extracts were protected against solar
and artificial light, with the use of amber glass, alumi-
num foil and blackout drapes, and were protected
against environmental oxygen with the use of lids and
with nitrogen gas in glasses.

Folate extraction

The extraction was based on methodology pre-
viously used (12, 13, 14). For the extraction, about
3.00 g of each vegetable, previously homogenized in
a food processor, were weighed in a digital semi-
analytical balance. The vegetable was ground with
phosphate buffer solution 0.1 M, pH 6.0, containing
1% ascorbic acid and 0,1% 2-mercaptoethanol, and
vacuum-filtered in biichnner filter. The volume was
completed to 25 mL and the extract obtained was he-
ated for approximately 12 minutes in water bath at
100 °C, under agitation. Afterwards, it was cooled,
centrifuged (1789 g, for 30 minutes) and then, used
for the deconjugation of polyglutamates.

For the deconjugation of polyglutamates into mo-
noglutamates, 100 puL of rat plasma containing the
enzyme conjugase (y-glutamyl carboxipeptidase)
were added to the obtained supernatant (3 mL) achie-
ved in the procedure of extraction previously descri-
bed. The extracts were placed in water bath at 37°C
for 3 hours. Then, for enzymatic inactivation to
occur, the extracts were heated in boiling water for 5
minutes (13).

Purification of the vegetable extract

The purification of the extract was carried out based
on procedure previously described (13). The extract ob-
tained in the previous procedure was purified using a
strong ion exchange column, with stationary phase of
Q-Sepharose, prepared in our laboratory. The column
was pre-conditioned with methanol and water (1:1) at
a flux of 1-2 drops/second (using peristaltic pump).
Then, the extract was applied to the column at a flux
of 2 drops/second, approximately. The column was
washed with ultrapure water to remove the interfering
components (flux of 1-2 drops/second). After that, the
elution of the folates retained was performed with so-
dium acetate (0.1 M) containing 10% sodium chloride,
1% ascorbic acid and 0,1% 2-mercaptoethanol.

Before the chromatographic analysis, the extract
was filtered through membranes with a porosity of
0.45 um.



62 DELLA LUCIA et al.

Folate Analysis by HPLC

The HPLC system (Shimadzu, SCL 10AD VP
model) employed in the analysis of folates was com-
posed of high pressure pump (valve for low pressure
quaternary gradient pump), LC-10AD VP model; au-
tomatic injector with a loop of 50 pL, SIL-10AF
model and detector of fluorescence (RFIOAXL
model). The system was controlled by the Multi
System software program, Class VP 6.12. The sepa-
ration of folates was carried out in a Shim Pack 100
RP18 column, 150 mm x 4.6 mm, 4.6 um (Merck,
Germany).

The chromatographic conditions used were: mobile
phase composed of a binary gradient containing ace-
tonitrile and phosphate buffer solution (NaH2PO4 30
mM, pH adjusted for 2.3 with H3PO4); flow 0.7
mL/min; injection volume, 50 pL, detection by fluo-
rescence with excitation at 290 nm and emission at
360 nm. The gradient started with acetonitrile 6%
(v/v), linearly increasing to 25% in 25 minutes. This
concentration was maintained for 2 minutes, then, it
returned to the initial conditions. The column was re-
equilibrated for 15 minutes before the following run.
The total running time was 43 minutes.

The identification of THF, 5-MTHF and 5-FTHF
in the vegetable extracts was carried out by comparing
the retention times obtained in the extracts with those
obtained for the respective standards analyzed under
the same conditions, and by co-chromatography.

Quantification of the isomers of folates in the ve-
getables was performed based on the analytical curves
and regression equations achieved (THF: Y =
1178396061 x + 158374.83; R2=0.99; 5S-MTHF: Y =
1634094176 x — 262055.40; R = 0.99; 5-FTHF: Y =
119560115.8 x — 1041248.88; R? = 0.98). The real
concentration in the vegetables was calculated based
on the dilutions carried out.

Experimental design and statistical data analysis

For the study of the folate concentrations, it was
considered a completely randomized design with two
seasons of the year (winter and spring), five vegetables
and four repetitions in each season. Analysis of va-
riance was carried out (o= 5%) to verify the existence
of significant differences between both seasons. For
the evaluation of significant differences between the
concentration of the compounds in raw and cooked ve-
getables, the paired t-test was applied, with 5% of pro-

bability. The vegetables were compared two by two
(raw vegetable x cooked/stir fried vegetable). For this
analysis, eight repetitions were considered (four repe-
titions in the winter and four in the spring).

All the statistical analyses were carried out using
the SAS (Statistical Analysis System), version 9.1
(2002-2003), licensed for the Federal University of
Vicosa.

RESULTS

Folate content in vegetables

The chromatographic conditions used allowed a
good resolution of the folate peaks (THF, 5-MTHF
and 5-FTHF), allowing for accurate quantification in
the vegetables (Figure 1). All isomers were identified
in the studied vegetables and the retention times were
approximately 11, 14.5 and 20 min for THF, 5>-MTHF
and 5-FTHF, respectively.

Table 1 shows the data of the folate concentration
in raw vegetables.

The total folate concentration varied from 154.79
ng/100 g in stir fried spinach (lowest value) to 803.74
ng/100 g in stir fried broccoli leaves (highest value).

There were no significant differences on folate con-
centrations between the two seasons evaluated (winter
and spring) for any samples (data not shown).

The percentage of retention of each folate isoform
after the use of different cooking methods for vegeta-
bles is demonstrated in Figure 2.

The retention of the isomers in the vegetables after
being boiled varied from 17.01% to 87.21% for THF,
53.41 to 94.07% for 5-MTHF and 39.04 to 107.9% for
5-FTHF. THF was the less stable isomer, while 5-
MTHF was considered the most stable for the cooking
processes.

It is verified that the lowest retention occurred in
florets of broccoli cooked under immersion, which
preserved only around 17% of the THF concentration
after they were boiled. Apparently, there was a great
reduction in folate retention, even in those vegetables
that did not present any statistically significant diffe-
rences after cooking. The sliced kale, for example, pre-
sented a retention similar to 71.81%, 79.01% and
79.4% of THF, 5-MTHF and 5-FTHF after being stir
fried, while the stir fried mustard presented a retention
of 64.35% for THF, 66.23% for 5-MTHF and 39.04%
for 5-FTHF.
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FIGURE 1. Typical chromatograms of the folate isomers in raw and cooked vegetables.
(A) Raw spinach; (B) Stir fried spinach; (C) Raw broccoli florets; (D) Boiled broccoli florets.
Chromatographic conditions described in Materials and Methods.
TABLE 1. Concentration of folates (isomers and total folates) in raw and cooked vegetables
(in pg/100 g of fresh matter).
Vegetables THF 5-MTHF 5-FTHF Folates (Sum)  Reson
(%)
Raw kale 7291 +46.05 67.02+41.63  409.79+379.39 549.71 £267.89 --
Stir fried sliced kale 56.22 £30.12 56.84 £30.00  347.16 +285.00 460.22 £211.99 77.97
Stir fried torn kale 53.63 £22.93 56.22+30.93  300.56 +260.41 410.41 £187.30 72.30
Raw broccoli florets 69.46 £57.67  123.12+9129  562.01 +£415.20 754.59 £326.82 --
Steam cooked broccoli florets 26.40 £ 18.37***  102.19+87.60  354.55+96.67 483.14 £257.77 70.46
Boiled broccoli florets 10.83 £5.07#**  87.99+£65.53 297.29 + 138.25*** 396.11 £219.19**** 5724
Raw broccoli leaves 60.71 £32.42  219.40+87.47  451.40+264.12 731.51 £306.76 --
Stir fried broccoli leaves 56.61 £35.63  22631+68.80  520.82+391.18 803.74 +356.23 102.03
Raw spinach 24.57+21.89 42.72 +£26.59 173.77+£73.22 241.06 £81.29 --
Stir fried spinach 13.25+12.97 27.11£15.92 114.43 £69.49 154.79 £ 60.76 54.04
Raw mustard 71.67+60.85  164.93+32.41  327.78 £289.94 564.38 £234.22 --
Stir fried mustard 4413 £3840  112.67+30.10 129.84 +£65.91 286.64 +£91.39 53.20

Mean of eight repetitions =+ standard deviation. The mean values were significantly different from the raw vegetables
(paired t-test: ***P<0.005 ****P<(.001).
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1004 9134 94,07
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1079

Stir-fried sliced  Stir-fried torn Steamed Boiled broccoli Stir-fried Stir-fried Stir-fried
kale kale broccoli florets flower broccoli leaves spinach mustard

FIGURE 2. Retention of the isomers of folates in leafy vegetables submitted to cooking.
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DISCUSSION

Although no studies were previously found evalua-
ting the folate concentration in broccoli leaves, it was
observed that this vegetable, commonly rejected du-
ring the pre-preparation stages, contributes with great
concentrations of this vitamin. Therefore, its consump-
tion, in soups, souftles and salads must be encouraged.
Several works report vitamin concentrations in kale,
but no studies were found focusing on folate concen-
trations in this vegetable, indicating the pioneering
character of this research.

A study (14) found a total folate concentration in
broccoli florets similar to that found in the present
work. The authors detected a concentration of 866
ng/100g, but this value is usually higher than those ve-
rified in other works (4, 10, 12), in which the concen-
trations of this vitamin were 427.8 pg/100g, 114
ng/100g and 102 pg/100g, respectively.

In spinach, the total folate concentrations were in
accordance with what has been previously found. A
study (15) reported a folate concentration in this ve-
getable of 302 pug/100g. Other studies (16, 17) repor-
ted folate concentrations of 364 png/100g and 193
ng/100g, respectively, using a similar methodology to
the one used on this present study.

The only work found that deals with the folate con-
centration in mustard (15) detected the concentration
of 278 ng/100g of this vitamin, a lower value than that
found on this work.

Through the analysis of the United States Depart-
ment of Agriculture table (18), it is observed that, in
general, the folate concentrations found in our study
were higher, except the kale, which presented lower
concentrations. According to this table, the total folate
concentrations for broccoli florets, kale, spinach and
mustard (evaluated through the microbiological me-
thod) were, respectively, 160 ug/100 g, 764 ng/100 g,
52 ng/100 g and 137 pg/100 g.

The variation in the folate concentrations found in
the present work, compared to other studies, can be
explained by factors that would lead to higher or lower
synthesis of this vitamin in vegetables. In fruits and
vegetables, the folate isomers and their distribution in
different portions are affected by light, since the
synthesis of the vitamin occurs in the photorespiration
(10). The degree of maturity is also important, since

folates act in the cell division process and their quan-
tity is higher in the tissues that are being divided than
in the mature ones (19). Minerals such as potassium
and magnesium are also very important for the fruit
and vegetable production of folates, participating in
one of the stages of this vitamin’s biosynthesis (12).
Also, the analytical methodology in this case is very
important since the results of folate content using other
methods may be different from those obtained by
HPLC.

It is important to emphasize that the different me-
thodologies used for the extraction and analysis also
lead to significant variations in folate concentration.
The official method, based on microbiological assay,
quantifies the total folate concentration present in the
samples, while biospecific techniques and HPLC de-
termine the most common isomers found, which have
different roles in the metabolism.

Effects of cooking methods on folate retention

It was observed that the boiling method presented
the lowest capacity to preserve the concentration of 5-
FTHF and THF in broccoli florets (see Table 1). Also,
the steam-boiling was not efficient either to preserve
THF in these vegetables. The stir frying method did
not cause significant reduction of folate concentrations
in the vegetables studied. It is important to emphasize
that, for this method, the cooking time was short (2
minutes), however, the steam boiling and boiling me-
thods occurred over a longer period of time (about 6
minutes for both methods). Besides, since folate is a
hydrosoluble vitamin, it is more easily lost in boiling
water. None of the methods evaluated promoted a sig-
nificant reduction (p>0.05) in the concentration of 5-
MTHF.

To determine if a larger surface of exposure to oxy-
gen would promote significant losses of folates in kale,
the sliced and torn preparation methods were analyzed.
It is known that a larger surface area and the geometric
manner in which the vegetable is cut may affect the
losses of folates. However, in the present work, no ef-
fects on the retention of folates in kale caused by cut-
ting were observed.

Our study showed that the broccoli leaves presen-
ted a concentration of folate isomers similar to those
found in broccoli florets (part usually eaten). When
stir fried, similarly to the other vegetables analyzed
under the same conditions, the broccoli leaves did not
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present significant reduction in folates.

In a study on the retention of folates in foods com-
monly consumed by the population of the United King-
dom (1), the total folate concentrations found
(evaluated by the microbiological method) in raw spi-
nach varied from 189.5 pg/100 g to 191.8 ng/100 g,
and in raw broccoli florets from 172 png/100 g to 177
ng/100 g. After boiling, the concentration of this vita-
min was significantly reduced to 94.4 ng/100 g and
102.8 ng/100 g in spinach and broccoli, respectively.
Selection of the cooking methods may explain the los-
ses since folates may be lost by lixiviation, although
the folate content in the water after cooking the vege-
tables was not assessed in this study. On the other hand,
the steam cooked broccoli florets did not present sig-
nificant losses of total folates. In the present study, los-
ses were observed in both boiling and steam boiling.

In a study regarding the effect of cooking spinach
(10), areduction in the concentration of 5-MTHF from
552.0 ng/100 g to 127.1 pg/100 g was found, different
from the findings of the present study, in which the
concentrations of 5-MTHF in all vegetables analyzed
remained stable after boiling. Moreover, in the study
developed by those authors, a reduction of 5-FTHF
from 7.8 ng/100 g to 1.6 png/100 g was observed after
boiling in water. The authors did not notice the pre-
sence of THF in the vegetable studied. It has been ob-
served that in most of the previous works,
concentrations of 5-FTHF were lower than those de-
tected in the present study.

Other authors also found considerable folate losses
in spinach after boiling. In a previous study (18), au-
thors observed losses of 83% in the concentration of
total folates, while other authors (20) reported losses
of 70% in the concentration of this vitamin. Although
the steam boiling method was not analyzed by these
authors, they suggest that this cooking method pre-
sents greater capacity to retain folates when compared
to the immersed boiling method, supporting the results
of the present study, where 5-FTHF retention was hig-
her in the first cooking method.

Another study (1) verified that folate retention in
spinach after boiling was 49%, and the concentrations
varied from 191.8 to 94.4 ng/100g for the vegetable
in natura and after boiling, respectively. Similarly, the
retention of folates in broccoli was 44% (177.1 and
77ug/100g, in natura and after boiling, respectively).
The steam boiling method did not cause statistically

significant losses of folates for these two vegetables,
and resulted in a significantly higher retention in both
vegetables when compared to boiling. In our study, the
steam boiling method preserved the concentration of
5-MTHF and 5-FTHF in broccoli florets, but it was
not effective in the preservation of THF.

No other previous work was found regarding folate
losses after cooking kale, broccoli and mustard leaves,
demonstrating the importance and contribution of data
gathered from the present study.

A study regarding folate retention in vegetables
(21), low retention of this vitamin was indicated du-
ring cooking, possibly due to lixiviation. Sliced, frozen
and fried potatoes presented half the folate concentra-
tion of raw potatoes (dry basis). Sliced carrots lost ap-
proximately 40% of their folate concentration during
boiling. Although the vegetables analyzed by these au-
thors are not similar to those in the present study, the
data suggests concerns related to folate retention after
the different cooking methods.

Another study (14) revealed significant folate los-
ses in potatoes in function of the food preparation con-
ditions. The greatest retention occurred with the
sous-vide method (103%), followed by boiling (72-
59%), and finally by steam cooking (63%). In the pre-
sent study, the boiling (immersed in water) was not
effective to preserve folates in vegetables.

The high standard deviation values observed in this
study (Table 1) are common in works involving the
analysis of vitamins in food matrices. Due to the great
biological variability among these foods, wide data va-
riation is expected, even when researchers attempt to
reduce sample heterogeneity, collecting samples of the
same variety, same cultivation location, same maturity
stage, in randomly selected collection locations and
complete homogenization of vegetables before the ex-
traction procedure. In this study we attempted to mi-
nimize this bias by collecting the vegetables at the
same commercialization stage, obtaining as many re-
petitions as possible (eight repetitions) and mixing
large quantities of representative samples (1-2 kg of
each vegetable) before removing aliquots for analysis.
However, in the present study we worked with a real
consumption situation, in which the population cannot
control the acquisition of the same vegetable variety.
Vegetables were obtained from different producers,
who grew different varieties of the same vegetable.
Thus, samples from different variety of each vegetable
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were obtained, which increases their variability.

In another study (10), only the isomers 5-MTHF
and 5-FTHF were found in broccoli florets. Loss of
these isomers after boiling in water was approximately
68%, and 53% of the concentration lost was found in
the boiling water, indicating that losses were mainly
caused by lixiviation. On the other hand, in other work
(14) the authors observed lower folate losses in broc-
coli after boiling in water, approximately 24.5%. Our
study reported intermediate losses of 5-FTHF in rela-
tion to both previously mentioned works, after the boi-
ling of broccoli florets in water (retention of 57.68%).

Another study detected folate losses by lixiviation
in spinach after boiling of approximately 74% for 5-
MTHF and 56% for 5-FTHF (10). Approximately
58% of the 5-MTHF concentration and about 39% of
5-FTHF migrated to the boiling water. The authors re-
ported that 20% of the total folates probably degraded
during household processing (washing, slicing and
heat losses). In our work boiled spinach was not analy-
zed, but instead stir fried, which presented lower folate
isomer losses.

Differences in the retention of folates in several ve-
getables submitted to boiling in water were previously
studied (22). The highest retention was found in Brus-
sels sprout, cauliflower and broccoli. After 8 minutes
of cooking, more than 75% of the initial concentration
of 5-MTHF remained in these vegetables. Lower va-
lues of retention of this isomer were found in spinach,
cabbage and carrot, varying between 37 and 52% of
the initial concentration. Our work also showed the
preservation of 5-MTHF, but this result was similar
for all the vegetables studied, differently from the
work of these authors.

Some authors consider that other cooking methods,
which were not evaluated in this study, also promoted
good retention (approximately 80%) of folates in ve-
getables, such as pressure boiling and on the micro-
wave oven (23, 24). Moreover, the method of
stir-frying is able to preserve the content of folate in
vegetables compared to cooking in water due to the
nature of this vitamin (water soluble).

The strong relation between the losses of folate and
the duration of cooking may partly explain the losses
of vitamin observed in this study and in works of other
authors. In a study (25), authors observed losses of up
to 78% of folates in spinach after ten minutes of boi-
ling in water, while other (1) reported 51% of folate

losses after three minutes of boiling in water. In the
present work, boiled spinach was not analyzed, but
broccoli florets immersed and cooked presented sig-
nificant losses. It may be due to the fact that the vege-
table remained for about six minutes in contact with
water, in comparison to the two minutes in which the
stir fried vegetables were in contact with oil.

The solubility of the folates in water is a characte-
ristic that considerably affects their loss, mainly by li-
xiviation, when there is a direct contact between the
vegetable and the boiling water (10). Although the ve-
getables in this study have presented high concentra-
tion of folates, the losses occurred during the process
of boiling in water must be considered in researches
about food consumption.

CONCLUSIONS

There were no significant differences on folate con-
centrations between the two seasons evaluated (winter
and spring) for any samples.

Retention of folates in leafy vegetables was
strongly dependent on each vegetable, the method of
cooking and the isomeric form. Stir frying preserved
the concentration of this vitamin in vegetables, while
boiling was the method that caused the greatest losses
of THF and 5-FTHF.

As the tests were conducted on laboratory scale, si-
mulating domestic preparation, it is necessary to per-
form further studies to assess folate losses after the
stages of handling and preparation on a large scale, as
the foodservices, increasing information about the nu-
tritional quality of vegetables consumed routinely.
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Nuevos Libros

Umami y glutamato. Aspectos quimicos, biolégicos y tecnolégicos

Editor: Félix Guillermo Reyes Reyes.
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IGIS- International Glutamate Information Service.

IGSSA- Institute for Glutamate Sciences in South America

Editora Pleiade. Sao Paulo. Brasil. 2013.
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El objetivo perseguido con la difusion de este libro
es aportar informacion en el idioma espafiol a estu-
diantes de pregrado y postgrado, a la academia y a
otros profesionales que trabajan en aéreas de la salud,
ciencia de los alimentos, nutricion, gastronomia y en
aspectos legales vinculados al umami, el quinto gusto
basico. Un grupo de 23 profesionales abordan el te-
mario desde diversos campos del conocimiento de una
manera sencilla, didactica y placentera y nos ilustran
como cada vez mas la ciencia esta conectado con la
gastronomia. En 1908, el profesor Kikunae Ikeda,
cientifico japonés, identifico el acido glutamico libre
y sus sales extraidas del caldo dashi, un plato tipico en
la cocina japonesa, como responsables del gusto
umami, pero no es sino hasta el afio 2000 que cienti-
ficos del area de la salud demuestran la presencia de
receptores en la boca que responden especificamente
al umami, ello prueba que es un gusto independiente
y no el resultado de la interaccion de los otros. Han
transcurrido 106 afios desde el descubrimiento del
umami, en ese lapso, son muchos las investigaciones
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realizadas que aportan nuevos conocimientos en el
campo de los receptores del glutamato y sus sales. La
informacién dada se organizo en siete partes: Parte 1.
Revision historica del umami en culturas ancestrales.
Parte II. Aspectos quimicos y la presencia de gluta-
mato en alimentos de diversos origenes. Parte I1I. As-
pectos bioquimicos, nutricionales, fisiologicos,
endocrinos, intolerancia y efectos toxicos del gluta-
mato. Parte [V. Seguridad del glutamato como aditivo.
Parte V. Aspectos sensoriales. Parte VI. Aspectos tec-
nologicos. Parte VII. Aspectos regulatorios del glu-
tamato monosodico como aditivo. La bibliografia que
se cita esta actualizada lo cual es de utilidad para los
interesados en la tematica desarrollada.

Elba Sangronis

Departamento de Procesos Biologicos
y Bioquimicos

Universidad Simén Bolivar
Venezuela
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

En 1950 el Instituto Nacional de Nutricion de Venezuela
edita su revista Archivos Venezolanos de Nutricion la cual
en 1966 es donada a la recién creada Sociedad Latinoameri-
cana de Nutricion, SLAN, para convertirse en su 6rgano ofi-
cial de divulgacion Archivos Latinoamericanos de Nutricion,
ALAN.

ALAN acoge en sus paginas trabajos de investigacion
originales sobre temas relacionados con alimentacion y nu-
tricion, entre ellos, nutricion humana y animal, bioquimica
nutricional aplicada, nutricion clinica y comunitaria, educa-
cién en nutricion, ciencia y tecnologia de alimentos, micro-
biologia de alimentos, revisiones cientificas criticas,
Editoriales y Cartas al Editor.

Todos los articulos que se publican pasan por un proceso
de arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace respon-
sable de los conceptos emitidos en los articulos aceptados No
se mantendra correspondencia sobre aquellos que no sean pu-
blicados.

REQUISITOS PARA LA PRESENTACION
DE MANUSCRITOS VIA ELECTRONICA

Resumen de requisitos:

Todas las partes del manuscrito estaran presentadas
en version Word a doble espacio, con letra Times
New Roman (tamaifio 12) en paginas tamafo carta.
El trabajo debe tener una extension no mayor de 23
paginas, incluyendo las Tablas, Figuras e ilustracio-
nes si la hubiere, las cuales deben estar incorporadas
al final del texto. Todas las paginas deben estar nu-
meradas.

Revise la secuencia general: Titulo del manuscrito y
autores, Resumen y palabras clave, Introduccion,
Materiales y Métodos, Resultados, Discusion, Con-
clusiones, Agradecimientos, Referencias, Tablas y
Figuras.

Adjunte carta de presentacion y aceptacion de autoria
firmada por los investigadores involucrados. Los au-
tores podran sugerir los nombres de tres posibles ar-
bitros con sus respectivas direcciones electronicas.
Envie el manuscrito junto con la carta de presenta-
cion, a la siguiente direccion electronica:
info@alanrevista.org
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PORTADA

Debe contener: Titulo del manuscrito. Nombres, apellidos
y la afiliacion institucional de los autores. Nombre, direccion
postal, nimero de teléfono y direccion de correo electronico
del autor encargado de la correspondencia.

RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Escrito en forma corrida y no en secciones, que no so-
brepasara las 250 palabras de extension. Agréguense de 3 a
6 palabras clave que ayuden a los indizadores a clasificar el
articulo. ALAN exige que si el trabajo original es en espaiiol
o en inglés, debera acompafiarse de un resumen en inglés o
en espailol o alternativamente en portugués con sus palabras
clave.

INTRODUCCION

Enuncie la finalidad o el objetivo de investigacion espe-
cifico del estudio u observaciones, o bien la hipdtesis que se
ha puesto a prueba. Cite las referencias estrictamente perti-
nentes.

MATERIALES Y METODOS

Identifique los métodos, los aparatos y equipos (nombre
y direccidn del fabricante) y los procedimientos realizados.
Identifique los reactivos y productos quimicos utilizados.

Describa los métodos estadisticos con detalles e indique
el método y modelo estadistico.

RESULTADOS

Limite las Tablas y las Figuras al nimero necesario
para explicar el argumento y resultados de la investigacion
y evaluar los datos en que se apoya. Se sugiere un maximo
de 5 Tablas y 3 Figuras.

DISCUSION

Breve y concisa, contrastada con observaciones realiza-
das en otros estudios. Proponga nuevas hipétesis cuando
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haya justificacion para ello, pero identificandolas claramente
como tales.

CONCLUSIONES

Refiérase a las mas relevantes y oriente sobre posibles
vias para continuar la investigacion o el estudio emprendido.
No cite referencias bibliograficas en esta seccion.
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TABLAS Y FIGURAS

Numérelas consecutivamente en arabigos siguiendo el
orden en que se citan por primera vez en el texto. Cercidrese
de que cada Tabla y Figura aparezca citada en el manuscrito.

REFERENCIAS

En el texto numere las referencias consecutivamente si-
guiendo el orden en que se mencionan por primera vez y se
identificaran mediante nimeros arabigos entre paréntesis.

71

71

Las Referencias seran listadas al final del manuscrito en
orden numérico, no en orden alfabético. La veracidad de la
informacion contenida en ésta seccion es responsabilidad del
autor (de los autores).

COSTO POR PAGINA

Debido a los altos costos de impresion y publicacion,
ALAN ha estipulado dentro de su politica editorial el costo
de US $ 20 por concepto de pagina publicada, suma que de-
bera ser agenciada por los autores a través de sus subven-
ciones de investigacion o ante las instituciones donde
prestan sus servicios. Se hace notar sin embargo, que este
costo por pagina no condicionara de manera alguna la acep-
tacion y publicacion del trabajo, lo cual estara dado por los
meéritos del mismo.

Debido a que no existe al presente una traduc-
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CATION OF SCHOLARLY WORK IN
MEDICAL JOURNALS Updated DECEMBER
2013. Para una lectura completa de esta version,
los autores deben acudir al siguiente sitio:
http://www.icmje.org



