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EDITORIAL

Ser Editor General

Si, ser Editor General es un gran honor.
Efectivamente lo es y asi lo siento y expreso. Pero
también es una gran responsabilidad. ¢Que es una
labor de equipo, suerte de “team work” ? Es cierto.
Pero no lo es menos que la primera mirada al
manuscrito que llega para considerar su publicacion,
generalmente por Internet o algunas veces por correo
postal, le corresponde al Editor General, quien debe
decidir el paso inmediato. Aqui se presentan 2
escenarios: Escenario 1. Ya de entrada, se aprecia
que el manuscrito es ajeno a los tépicos cubiertos
por la revista. Puede tratarse de una revision
escasamente novedosa o leemos un articulo de
interés puramente local, algunas veces repetitivo y
de limitada o ninguna aplicacion o utilidad fuera de
los lugares estudiados. ElI manuscrito no es para la
revista. Llegado a este punto, se debe informar al
autor con una exposicion de motivos cortés,
convincente y absoluta sobre la no aceptacion del
manuscrito. En caso de dudas, el Editor General
consulta al Comité Editorial. Veamos ahora el
Escenario 2. El manuscrito se encuentra dentro de
los lineamientos tematicos asistidos por ALAN, es
pertinente a la revista y cumple con el estilo editorial
exigido. Grata y estimulante situacion, el manuscrito
ingresara ahora al proceso editorial. Le corresponde
al Editor General motorizar y asignar la revisién
segln el tema que se expone. De alli el proceso
depende de la disponibilidad, tiempo y buena
disposicién del Arbitro... y del correo electrénico,
instrumento brujo y caprichoso que no siempre nos
apoya con la rapidez y confiabilidad esperada.

Aqui deseo detenerme y compartir algunos
comentarios. El afio pasado recibimos un promedio
de 17 manuscritos mensuales. Excelente nueva.
Pero...veamos la situacion realmente. Si asumimos
que 8 de esos trabajos entran en el Escenario 1y
que de los 9 restantes, 4 son rechazados por los

Arbitros, tenemos a la disposicion 5 manuscritos
aceptados por mes , es decir 60 al afio, lo cual
permitiria publicar 15 manuscritos por Numero, cifra
mas que razonable. ¢Podemos o debiéramos incluir
mas de 15 trabajos por Numero? O incluso ¢Publicar
una edicion extra de la revista, dada la afluencia de
manuscritos ? Es posible pero no mientras una buena
parte de los manuscritos recibidos califiquen en el
Escenario 1.

Debe destacarse que Archivos Latinoamericanos
de Nutricion cubre revisiones cientificas criticas sobre
temas de actualidad, solicitados expresamente por el
Editor o por el Comité Editorial, trabajos de
investigacion originales, temas especificos en
nutricion aplicada, resultados analiticos de programas
de intervencion y discusion de recomendaciones de
aplicacion préctica, tecnologia y ciencia de alimentos
y su seccién especifica composicion de alimentos.
Al final de cada NUumero se publica la Informacién
para los Autores, la cual aparentemente es poco
conocida o leida superficialmente. El estudiante
graduado, el tesista aventajado, el investigador
dedicado y el profesor con trayectoria y experiencia,
deben ajustarse a la cobertura de la revista y conocer
el estilo editorial de ALAN antes de enviar el
manuscrito.

Queremos destacar la secciébn Composicion de
Alimentos, LatinFoods, la cual se constituy6 como
esencial dentro del contenido de ALAN hace ya
algunos Congresos de Nutricion de la SLAN,
destinada a divulgar la composicion de los alimentos
y temas relacionados y tiene prioridad en cuanto a
su revision y publicacion. Bienvenidos los trabajos
vinculados con todos estos aspectos...y ajustados a
las exigencias de ALAN.

José Félix Chavez Pérez
Editor General.
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Evolucidén y calidad de la alimentacion de mujeres con obesidad
severa y morbida sometidas a bypass gastrico

Annabella Rebolledo, Karen Basfi-fer, Pamela Rojas, Juana Codoceo, Jorge Inostroza, Fernando Carrasco, Manuel Ruz

Departamento de Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile, Escuela de Nutricion
y Dietética, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile

RESUMEN. El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en
la ingesta energia y nutrientes y el grado de suficiencia de la
alimentacion en pacientes sometidos a bypass gastrico. En 44 mujeres
con obesidad severa y morbida se estudio la alimentacion previay a
los 6, 12 y 18 meses después de realizada la intervencion quirdrgica
mediante encuesta de registro de tres dias. EI consumo de suplementos
de vitaminas y minerales se control¢ estrictamente mediante el registro
individualizado de su consumo. Con la excepcion de la ingesta de
calcio y vitamina A, el consumo de energia y nutrientes fue
significativamente menor a los 6, 12 y 18 meses post cirugia
comparado con el periodo preoperatorio. La ingesta dietética de
calcio, hierro, zinc, cobre, acido félico, vitamina C y vitamina E
estuvo por debajo del 100% de adecuacion a partir del 6° mes post
operatorio, situacion que se revierte al considerar el consumo de estos
nutrientes a partir de los suplementos. Aun cuando se observé una
tendencia a una curva en “U” en la ingesta de micronutrientes du-
rante el periodo experimental, en la mayoria de ellos las diferencias
entre los valores obtenidos a los meses 12 y 18 no fue significativa.
En conclusion, estos pacientes presentan reducciones importantes
de la ingesta dietética de energia y micronutrientes. EI consumo
rutinario de suplementos podria revertir esta situacion, sin embargo,
las alteraciones anatémicas inherentes a esta intervencion podrian
producir que cifras de adecuacion ligeramente superiores al 100%
sean, en la practica, insuficientes para asegurar que no se desarrollen
cuadros de deficiencia.

Palabras clave: Bypass gastrico, obesidad, adecuacién dietética,
minerales, vitaminas.

INTRODUCCION

La obesidad en todos sus grados, desde leve a mérbida,
representa un problema de creciente magnitud y sus tasas de
prevalencia han aumentado en forma explosiva en los Gltimos
afios (1, 2). Esta patologia se asocia a un aumento en la
morbilidad por diabetes tipo 2, dislipidemia, resistencia a la
insulina, apnea del suefio, colelitiasis, cardiopatia coronaria e
hipertension arterial, entre otras (3,4).

La cirugia bariatrica es considerada como el método mas
efectivo para inducir una pérdida de peso importante y

Este estudio fue financiado por FONDECYT Proyecto 1040765

SUMMARY. Evolution and quality of the diet of women with
severe and morbid obesity undergoing gastric bypass. The ob-
jective of this study was to evaluate the changes of dietary intake
and quality of the diet in patients undergoing gastric bypass. In forty-
four women with severe and morbid obesity it was assessed their
nutrient intakes before and 6, 12, and 18 months after gastric by-
pass by using three-day food records. Vitamin and mineral intakes
from supplements were strictly controlled though personalized
records. With the exceptions of calcium and vitamin A, energy and
nutrient intakes were significantly decreased at 6, 12, and 18 month
after bypass compared to the pre-surgery period. Dietary intakes of
calcium, iron, zinc, copper, folic acid, vitamin C, and vitamin E
were below 100% of adequacy from the 6" month after the surgery
and thereafter. This situation is reverted when nutrient intakes
supplied by supplements are taken into account. Although a “U”
shape trend was observed in the nutrient intakes results during the
experimental period, in most cases the differences between the
observed values at month 12 and 18 were not significant. In con-
clusion, these patients had important reductions of their energy and
nutrient intakes as result of gastric bypass. Routine supplements
may correct this situation, nevertheless, the anatomical alterations
inherent to this type of surgery may cause that total nutrient intakes
reaching adequacy values slightly above 100%, may not necessarily
be able to avoid the development of nutritional deficiencies.

Key words: Gastric bypass, obesity, dietary adequacy, minerals,
vitamins.

mantenida en el largo plazo en pacientes con obesidad severa
y mérbida, siendo la gastroplastia con bypass gastrico una de
las técnicas méas usadas en la actualidad (5,6). Las
modificaciones anatémicas producidas por este tipo de
cirugia, tales como el bypass del duodeno y la reduccion del
tamafio de estdbmago producen importantes consecuencias
funcionales. Por una parte los alimentos solo pueden ser
consumidos en pequefios volimenes, los cuales a su vez,
tienen contacto con una cantidad muy reducida de jugo
gastrico, por otra parte, se disminuye notablemente la
superficie disponible para la absorcion de nutrientes, Ademas,
al producirse la mezcla de alimentos con las enzimas
pancredticas y secrecion biliar en forma mas distal en el
yeyuno, se favorece el proceso de malabsorcion, lo cual se
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manifiesta por la ocurrencia de cuadros de diarrea. Ademas
es frecuente la aparicion de sintomas de hipoglicemia por
hipersecrecion de insulina debido a la llegada rapida de hidratos
de carbono refinados al yeyuno, lo cual obliga a evitar la in-
gesta excesiva de azUcares (7-10). Se ha observado también
una menor tolerancia a determinadas fuentes proteicas,
especialmente carnes rojas (11). Debido a estos factores, el
consumo de alimentos se modifica en cantidad y calidad
aumentando el riesgo de deficiencia de micronutrientes.

Con el propésito de evaluar los cambios en la ingesta
energiay nutrientes y el grado de suficiencia de la alimentacion
de mujeres sometidas a bypass gastrico se estudié su
alimentacion previa y a los 6, 12 y 18 meses después de
realizada la intervencion quirdrgica.

MATERIALY METODOS

Sujetos

El grupo estudiado correspondié a 44 mujeres de edades
entre los 18 y 55 afios con obesidad severa o mérbida con
indicacién de bypass gastrico de acuerdo a los criterios
establecidos en el consenso del Panel de cirugia gastrointesti-
nal para la obesidad severa del NIH (12). Las caracteristicas
generales de las pacientes estudiadas se presentan en Tabla 1.
Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile.

TABLA 1
Caracteristicas generales de las mujeres estudiadas (n= 44)
Promedio + DS Rango
Edad (afios) 350 +9.98 18-55
Peso (kg) 115.6 +15.2 89.7 - 156.4
Talla (cm) 159.0+ 7.6 143 - 180
IMC (kg/m2) 451 +43 38.9 - 56.2
GER (kcal) 1900 + 285 1460 — 2849

Procedimiento quirdrgico

Los detalles de la cirugia realizada se describen en el
articulo de Csendes y cols (13). Brevemente, corresponde a
una gastrectomia subtotal (95% con seccion vertical del
estbmago), y gastroyeyunoanastomosis término-lateral
(stappler circular n° 25), con asa en Y de Roux de 150 cm de
longitud.

Disefio experimental

El estudio es del tipo experimental y longitudinal. Todas
las pacientes, siguieron el protocolo de rutina establecido por
el Hospital Clinico de la Universidad de Chile para el manejo
alimentario post quirdrgico de este tipo de pacientes. Fueron
debidamente instruidas por profesionales especialistas en
nutricion, acerca de las pautas de alimentacion que debian

seguir después de la operacion. Estas pautas se describen en
Tabla 2. Las pacientes recibieron ademas distintos
suplementos de vitaminas y minerales. El rango de ingesta
diario de micronutrientes a través de este mecanismo fue el
siguiente: calcio 640 - 1000 mg, zinc 7.5 - 15 mg, hierro O -
18 mg, cobre 0.9 -1 mg, selenio 15 - 55 ug, manganeso 1.5
mg, acido folico 400 ug, vitamina A 200 ug como retinol, -
caroteno 3 mg, vitamina E 200 mg, vitamina D 250 — 800 Ul
y vitamina C 100 — 250 mg.

TABLA 2
Pauta dietética para pacientes sometidos a bypass gastrico,
Hospital Clinico de la Universidad de Chile

- 1°mes: 800 — 900 kcal, 60 — 80 g de proteinas. Dieta licuada y
fraccionada cada 2 h / 7 veces/dia, 1500 mL de liquido.

- 2°-5°mes: 900 — 1000 kcal, 60 -80 g de proteinas,4 comidas,1-
2 colaciones, fraccionamiento cada 4 h, consistencia sélida,
exclusion de azucares, fibra, hollejos, granos, pepas.

- 6° mes en adelante: 100-1200 kcal. Normal. Restriccion de
azlcares logros de peso objetivo.

El primer control médico posterior a la cirugia ocurre luego
de un mes de realizada la operacion, luego se repite al tercer
y sexto mes y de ahi en adelante cada seis meses. En cada
uno de estos controles ante la existencia de evidencia o
sospecha de la aparicién de signos compatibles con la
deficiencia de hierro o zinc, se prescribian suplementos
adicionales de estos nutrientes en dosis terapéuticas. El
consumo de suplementos se control¢ estrictamente caso a caso
mediante el registro individualizado de su consumo. Este
procedimiento permitié ademas conocer el grado de
adherencia a los tratamientos indicados al comparar el nimero
de comprimidos consumidos con lo programado.

Determinaciones

Alimentacion

Se determin6 el consumo de alimentos, mediante una
encuesta alimentaria de Registro diario de tres dias, con una
adecuada representacion de los dias de la semana (14), la cual
fue aplicada por una profesional Nutricionista. Se registro la
alimentacion durante la semana previa a la operaciony a los
6, 12 y 18 meses posteriores a la operacion. Se calculd el
aporte de energia y nutrientes de la dieta mediante el uso del
programa computacional Food Processor 2 (Food Processor
I1®, ESHA Research, Salem, OR, USA), el cual utiliza una
base de datos de composicion de alimentos chilenos y
norteamericanos (15).

En orden a determinar las necesidades de energia se evalud
el gasto de energia en reposo (GER) a través de calorimetria
indirecta en un equipo Deltatrac® (Datex Inst. Corp., Helsinki,
Finland). EI GER se multiplic6 por un factor de actividad de
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1.3 correspondiente a una actividad sedentaria (16).

Para estimar la suficiencia o adecuacion de la alimentacion
se determinaron los siguientes indicadores:

- Porcentaje de adecuacion de energia consumida en relacion
a la recomendada por FAO/OMS/UNU (16).

- Porcentaje de adecuacion proteica, utilizandose como valor
de ingesta recomendada 1.5 g/kg/ peso ideal, segun el
Consenso sobre cirugia bariatrica del afio 2004 (17).

- Porcentaje de calorias proteicas (P %), grasas (G %) y de
carbohidratos (CHO %).

- Porcentaje de adecuacion del consumo de calcio,
hierro, zinc, selenio, &cido folico, vitamina C, vitamina E
y vitaminaA, en relacion a las recomendaciones sugeridas
por el Food and Nutrition Board, Institute of Medicine
(18-20).

Antropometria

En condiciones estandarizadas se midi6 el peso (kg)
utilizando una balanza digital SECA® (Vogel & Halke GMBH
& Co Alemania) con una sensibilidad de 100 g, y talla (m)
con un estadiometro adosado a la balanza con una variacion
de 0.1 cm. Las mediciones se efectuaron por un examinador
experto durante la semana previa a la cirugiay alos 6, 12y
18 meses después de la operacion. Con estas determinaciones
se calcul6 el indice de masa corporal (IMC). Se considero
Obesidad severa a un valor de IMC entre 35y 39.9 kg/m? y
Obesidad morbida a un valor =40 kg/m2.

Analisis estadistico

Para el analisis de resultados, se calcularon promedios y
desviaciones estandar. Para la comparacién de resultados du-
rante el estudio se realiz Andlisis de Varianza de Muestras
Repetidas seguido del test de Bonferroni. Se consideré como
significativo un valor de probabilidad de <0.05 (21). Se utiliz6
el programa estadistico SPSS 10.0® (SPSS Inc, Chicago IL,
USA).

RESULTADOS

Las caracteristicas generales del grupo previo a la
intervencion quirdrgica se muestran en Tabla 1. Cabe destacar
que el 13.3 % de los sujetos presentaba un IMC considerado
como obesidad severa y el 86.7% restante obesidad morbida.

La adherencia al estudio, determinada como el porcentaje
de comprimidos de vitaminas y minerales consumidos
comparado con lo programado (1 comprimido/d) fue de 81.1%
en el periodo mes 0 — mes 6, 86.6% en el lapso mes 6 — mes
12 y 83.6% en el periodo mes 12- mes 18.

En Tabla 3 se presenta la evolucion de la ingesta de energia
y nutrientes durante el estudio. Se observa que en general, la
mayor reduccion del consumo de energia y nutrientes se pro-
duce a los 6 meses post cirugia, alcanzando un plateau al mes
12. Al mes 18 se aprecia una ligera tendencia, no significativa
en lamayoria de los casos, al aumento del consumo en relacion
al mes 12. Las excepciones las constituyen las ingestas de
vitamina C donde no se producen modificaciones significativas
y vitamina A, cuya reduccion mas importante se observa al
mes 12 después del bypass gastrico.

TABLA 3

Evolucion de la ingesta de energia y nutrientes durante el estudio (Promedio + DS)
Nutrientes Mes 0 Mes 6 Mes 12 Mes 18 p*
Energia (kcal) 1697 + 6812 870 +243¢ 1037 £ 250 1176 + 381" 0.000
Proteinas (g) 70.7 + 2352 42.9+16.6°  48.1#115b 545+19.3>  0.000
Carbohidratos (g) 230 £ 1042 112 +£35.3P 135+41.0¢ 153 +57.3¢ 0.000
Fibra dietaria (g) 13.7+5.62 9.1+4.2°b 10.1+43> 116+6.2%®  0.000
Grasa total (g) 554 +26.62 28.6+12.1° 34.4+116° 38.4+147°  0.000
Colesterol (mg) 209 + 1152 128 + 76.6° 140+ 73.2¢ 162+82.9¢ 0.004
Vitamina A (1g) 841 + 9722 857 +21452  419+242b 5424363 (007
Vitamina B1 (mg) 11.2+5.92 3.9+26° 55+39¢ 4.7+ 4.4bc 0.000
Vitamina B2 (mg) 1.9+0.82 1.0+£0.3° 1.2+04¢ 1.3+04¢ 0.000
Niacina (mg) 345+12.92 14.9 £95.7°  19.4+8.8° 19.8+9.2°  0.000
Vitamina B 6 (mg) 3.1+ 10.6° 0.8+0.3" 1.0+03%® 884092 0045
Vitamina B 12 (ug) 6.8+16.12 20+1.1° 25+17%  35+40%® 0.030
Folato (pg) 471 +170° 203273 265+121¢ 250 £132b¢  0.000
Vitamina C (mg) 75.9 £54.0 57.8+438  59+392  57.2%376 017
Vitamina E (mg) 11.5+7.12 6.0+3.3P 7.0£3.0° 7.8+£35P 0.000
Calcio (mg) 519 + 2762 374 2190 447 £236% 420 +248%  (.046
Cobre (mg) 1.1+052 0.6£0.2° 0.7+0.2°  0.9+04° 0.000
Hierro (mg) 9.7+5.42 5.6+2.8P 6.3+2.0° 8.5+4.32 0.000
Selenio (g) 105 +42.72 53.3+£22.60  66.8+24.9b 784+27.32  0.000
Zinc (mg) 9.5+3.82 53+22b 6.0+18bc  7.2+30°¢ 0.000

p segin ANOVA de muestras repetidas. Promedios con distinto superindice en la misma fila son estadisticamente diferentes

(p<0.05 segun test de Bonferroni).
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En los cuatro tiempos de estudio el consumo de energia
fue menor respecto a las necesidades (calculadas como GER
x factor de actividad), situacion concordante con las pautas
dietéticas sugeridas por los especialistas que buscan promover
la baja de peso de pacientes con obesidad. En cuanto a in-
gesta de proteinas, la adecuacion también es baja, mejorando
ligeramente a los 18 meses alcanzando en este periodo solo
un 67% de adecuacién. En Figura 1 se observa que si bien la
ingesta de energia varia significativamente posterior a la
cirugia, la composicion de la molécula calorica es muy estable
en el tiempo, con rangos de G% de 28.5 - 29, P% de 17.4 -
19.8y CHO% de 51.2 — 53.3.

FIGURA 1
Ingesta de energia y porcentaje de las calorias provenientes
de proteinas (P%), hidratos de carbono (CHO%) y grasa
(G%) en mujeres obesas antes y a los 6, 12 y 18 meses de
ser sometidas a bypass gastrico

=-eo—Energia
25007 100

= PY%
2000 80 —*— CHO%

—O0— G%

1500

1000+

Energia (kcal/d)
[edX se| 3p %

500

Mes

* Los valores de energia corresponden a promedio + DS. Los valores
de P%, CHO% y G% corresponden a promedio.

Al examinar la baja de peso en relacion a la ingesta de
energia, no se observaron diferencias significativas entre las
mujeres que alcanzaron el objetivo de bajar como minimo un
50% del peso previo a la operacion, en relacion a aquellas que
no lo lograron (datos no mostrados). Para analizar la baja de
peso a los 18 meses en relacion con la edad, el grupo fue
subdividido en tres tercios en una relacion aproximada de 1:2:1,
destacando que el grupo de mayor edad baja significativamente
menos de peso que los otros grupos (Tabla 4). Esta magnitud
de baja de peso no se relaciona ni con metabolismo en reposo,
que es muy similar al grupo de 30 - 41 afios, ni con la ingesta
de energia, la cual es incluso ligeramente superior al resto.

Las Figuras 2 y 3 muestran los resultados de la adecuacion
de las ingestas de minerales y vitaminas de la dieta
exclusivamente, y de la dieta mas suplementos en relacion a
las ingestas recomendadas. Se aprecia que la adecuacion de
las ingestas de calcio y hierro provenientes de la dieta es

cercana al 50% en todas las evaluaciones. Esta situacion solo
se corrige a partir del periodo mes 6-mes 12 en virtud de la
contribucion de los suplementos. La ingesta de selenio
proveniente de la dieta es apropiada en los 4 tiempos de
observacion, el aporte del selenio desde los suplementos
practicamente duplica la contribucion de la dieta. La
adecuacion de la ingesta dietética de zinc y cobre fue
ligeramente superior el 100% antes de la operacion, cayendo
bajo este limite en el resto de las evaluaciones, situacion que
es revertida, alcanzando incluso cifras cercanas al 200% de
adecuacion a los 12 y 18 meses como consecuencia del aporte
desde los suplementos.

TABLA 4
Comparacién de ingesta de energia, GER y % de baja de
peso segun grupo de edad a los 18 meses post cirugia
(Promedio + DS)

Grupo Ingesta (kcal) GER (kcal/d) % baja de peso
18 -29 afios (n= 13) 1181 +360 1612 +272@  36.8+7.8%
30 - 41 afios (n=20) 1092 + 355 1378 +131°  38.3+89:*
=42 afios (n=11) 1344 + 435 1348 +223°  29.1+6.1°
p* N. S. 0.01 0.01

p segin ANOVA de una via. Promedios con distinto superindice en
la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05 segin
test de Bonferroni).

En la Figura 3 Ilama la atencion que a partir del sexto mes
la adecuacion de vitamina A total (vitamina dietética mas
suplemento) se reduce significativamente (p<0.02) sin
alcanzar una cifra apropiada durante el resto del estudio. La
vitamina C proveniente de la dieta es insuficiente durante todo
el periodo posterior a la operacion, pero mejora
significativamente su adecuacion al considerar la cantidad
aportada por el suplemento, superando el 250% en el periodo
de 6 a 18 meses. En cuanto a &cido folico de la dieta, la
adecuacion previa a la cirugia es apropiada, pero que llega a
niveles cercanos al 50% a partir del sexto mes. El aporte de
los suplementos permite corregir esta situacion. Con respecto
a vitamina E tanto antes como posterior a la operacién su
ingesta esta levemente bajo las recomendaciones,
incrementandose notablemente con la contribucion de los
suplementos que contienen un aporte considerable de este
nutriente.
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Adecuacion de la ingesta de minerales desde la dieta* y desde la dieta mas suplementos** en mujeres obesas antes
y después de 6, 12 y 18 meses de ser sometidas a bypass gastrico
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FIGURA 3

este valor corresponde al promedio del periodo.

Adecuacion de la ingesta de vitaminas desde la dieta* y desde la dieta mas suplementos** en mujeres obesas antes y
después de 6, 12 y 18 meses de ser sometidas a bypass gastrico
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e al promedio del periodo.
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DISCUSION

Parte de los objetivos primarios del bypass gastrico en
obesidad severa y morbida es reducir en forma importante el
consumo de energia, lo cual fue corroborado en el presente
estudio. Sibien el aporte de energia se disminuy6 notablemente
después de la cirugia, la distribucion de la molécula caldrica
sin embargo, se mantuvo constante y dentro de los rangos
recomendados.

Llama la atencion la baja adecuacion de proteinas a las
recomendaciones sugeridas para este tipo de pacientes (9,17),
la cual se mantiene bajo incluso hasta a los 18 meses post
cirugia, donde solo alcanza el 67%. Esta situacion se puede
deber en parte a la baja tolerancia a las carnes, en especial de
las carnes rojas (11). Otro factor que podria estar incidiendo
en estos resultados es el bajo consumo de lacteos, que se ve
reflejado por el bajo aporte de calcio que presentan las dietas.

En general, las ingestas dietéticas de energia y nutrientes
son relativamente similares a los meses 12 y 18 posterior a la
cirugia, lo que sugiere que al afio de realizado el bypass ya se
han estabilizados los habitos alimentarios. Una segunda mirada
a esta informacion sin embargo, permite apreciar que al mes
18 comienza a manifestarse una tendencia hacia un ligero
incremento en el consumo de alimentos. Aun cuando tal
tendencia no alcanza la significacion estadistica en nuestro
estudio, es una llamada de atencién y justifica la realizacion
de estudios de esta naturaleza pero por periodos mas
prolongados.

La baja adecuacion de macro y micronutrientes en los
diferentes periodos estudiados no es un resultado inesperado,
ya que se ha demostrado que dietas que presentan una gran
restriccion de energia (= 800 kcal/ dia) tienen una baja densidad
de nutrientes (22-24). Por otra parte, se suman a estos bajos
aportes de las dietas, las modificaciones anatomicas
producidas por la operacion y sus consecuencias funcionales,
como son la mala absorcién y las intolerancias alimentarias
(9-11), lo que respalda categéricamente el aporte extra de
nutrientes, el nivel al cual estos deben proporcionarse es ain
materia de debate. En nuestro estudio el aporte promedio de
los suplementos usados logra superar las correspondientes
cifras de recomendaciones de aportes para la mayoria de los
micronutrientes, con la sola excepcion de la vitamina A. Por
otra parte, el alto aporte de vitamina E se debe especialmente
a la cantidad entregada a través de los suplementos, lo cual
hace que la ingesta total sea inusualmente elevada, pero por
debajo de los valores de Ingestas Maximas Tolerables
propuesta por el Food and Nutrition Board, Institute of Medi-
cine (20).

Un aspecto de la mayor importancia es que las cifras de
ingesta recomendada se han elaborado para individuos sanos
(16,18-20). Los sujetos estudiados aqui sin embargo, presentan
una significativa alteracion anatomica del tracto digestivo,

caracterizado por la dramatica reduccion del tamafio del
estdmago con la consiguiente limitacion en el contacto de los
alimentos con el jugo gastrico. Este paso de la digestion es
muy importante en la liberacion de nutrientes de la matriz
proteicay permite ademas la ionizacion de algunos minerales
(25). Otrasituacion relevante es el bypass del duodeno, lugar
donde se absorbe con mayor eficiencia la mayoria de los
nutrientes (26-28). Estos elementos deben ser tomados en
cuenta al momento de interpretar la informacion presentada
aqui. En la practica se traduce en que la biodisponibilidad de
los nutrientes posiblemente sea menor a lo considerado en la
elaboracion de las cifras de recomendacion. En otras palabras,
cifras de ingesta total ligeramente superiores al 100% de
adecuacion no asegurarian que efectivamente no exista riesgo
de deficiencia.

CONCLUSION

Los pacientes sometidos a bypass gastrico presentan
reducciones importantes de la ingesta de energia, lo cual es
uno de los objetivos de este tipo de cirugia, sin embargo esto
se acompafa del consumo disminuido de micronutrientes.
Aun cuando el consumo rutinario de suplementos permite en
la mayoria de los casos revertir esta situacion, las alteraciones
anatdmicas inherentes a esta intervencion podrian producir
que cifras de adecuacion ligeramente superiores al 100% sean,
en la préctica, insuficientes para asegurar que no se desarrollen
cuadros de deficiencia. En esta categoria se encuentran calcio,
hierro, vitamina Ay folatos, en relacion a los cuales se necesita
realizar evaluaciones acompafiadas de indicadores directos
de estado nutricional.
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SUMMARY. Adolescents’ eating habits are determined by social,
psychological, economic, political, and educational influences. They
tend to prefer foods with inadequate nutritional value and high fat
and carbohydrate content which leads to excessive weight gain and
for many, calcium intake is restricted. According to some authors,
low calcium intake is linked to increased adiposity. The objective
was to evaluate adolescent calcium intake and investigate a possible
relationship between calcium intake and nutritional state. As part of
their first consultation at Botucatu Adolescent Outpatient Clinic —
UNESP, 107 adolescents were nutritionally classified by BMI,
according to age, gender, and bands proposed by CDC and AAP.
Diet was evaluated by a 3 day 24h food recall, adopting 1300mg/day
calcium intake as recommended by Dietary Reference Intakes.
Median calcium intake for the whole sample was 546.6mg/day, with
91.30% female and 86.84% male presenting lower than adequate
daily recommended ingestion levels (DRI). There was significant
difference between calcium densities (Ca mg/1000Kkcal) in eutrophic
and overweight/obesity in males. Male adolescents showed an inverse
relationship between calcium intake and adiposity (r= -0.488 and
p=0.0173), which corroborates the hypothesis that low calcium intake
is linked to fatty tissue gain. Only 8.70% of female and 13.16% of
male adolescents reached their daily recommended calcium intake
levels. It must therefore be stressed that nutritional education is an
important protection factor for children and adolescents in later life.
Key words: Adolescence, obesity, calcium intake, bone health.

INTRODUCTION

Adolescence, according to The World Health Organization
(WHO) is from 10 to 20 years of age. The Brazilian Health
Ministry defines adolescence as the same aged subgroup of
the population as WHO, considering it as the period of life
with intense growth and development, and anatomical,
physiological, psychological, emotional and social
transformation (1). On top of these, adolescence is also the

Financial support by FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo) Process No 04/07007-1.
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RESUMEN. Ingesta de calcio y su relacién con la prevalencia de
riesgo de sobrepeso y obesidad en adolescentes. Los habitos
alimentarios se desarrollan dependiendo de los determinantes sociales,
psicoldgicos, econémicos, politicos y educacionales y sus preferen-
cias recaen sobre alimentos con inadecuado valor nutricional, elevado
contenido de grasa y carbohidratos que conducen a un aumento
excesivo de peso. De acuerdo con algunos autores la baja ingestion
de calcio se asocia al incremento de la adiposidad. Los objetivos
fueron evaluar la ingestion de calcio por adolescentes e investigar
una posible relacion con el estado nutricional. En su primera consulta
en el Ambulatorio de Medicina del Adolescente-Botucatu-UNESP, 107
adolescentes se clasificaron nutricionalmente por el IMC, de acuerdo
con laedad y sexo y puntos de corte propuestos por el CDC y AAP. La
evaluacion dietética fue realizada por el método de recordatorio de 24
hrs. en 3 dias diferentes y se adopté la recomendacion de Dietary
Reference Intakes (DRI), de 1.300 mg de Ca/dia. La ingestion mediana
de calcio para la muestra total fue de 546,6 mg/dia. Un 91,3% de las
adolescentes y un 86,8 % de los jévenes presentaron un consumo inferior
a los valores de DRI. Al comparar la densidad de calcio (Ca mg/1.000
kcal) entre los grupos eutréficos y sobrepeso/obeso del sexo masculino,
se constat6 una diferencia significativa. En los adolescentes masculinos
se evidenci6 una relacion inversa enttre consumo de calcio y adiposidad
(r=-0,488'y p =0,0173), lo cual confirma la hipdtesis de que la baja
ingestion de calcio se asocia al aumento de tejido graso. Solamente el
8,7% de las adolescentes mujeres alcanzaron las recomendaciones
diarias de DRI y de los adolescente masculinos, el 13,16%.
Palabras clave: Adolescencia, obesidad, ingestion de calcio, salud
Osea.

critical time of life where life habits, among those dietary, are
established (2,3).

Food consumption in this stage of life is influenced by
many factors; these include: sociocultural values, gaining a
new body image, getting on with peer groups, family finan-
cial situation, providing or not providing food acquisition, food
eaten outside the home, consumption of processed foods, the
media, acquiring food habits reflected in choice, monotony,
and way of preparing them (4,5).

Scientific literature highlights that adolescents diets are
characterized by their preference for high energy foods, con-
taining high levels of saturated fats and cholesterol as well as
large quantities of salt and carbohydrates, with reduced nutri-
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tional value, resulting in not attaining the minimum recom-
mendations for different groups of foods (2,6).

These changes in eating habits, lifestyle, and social
behavior may be responsible for the significant increase in
non-transmittable chronic diseases such as: osteopenia and
osteoporosis, overweight and obesity and their side effects,
arterial hypertension, dyslipidemia, type 2 diabetes mellitus,
insulin resistance syndrome (IRS) which can affect them in
adolescence or when they reach adulthood (7,8). It is also
important to know food consumption as different studies have
shown correlation between diet composition and the risk of
morbimortality (2,7,8). In relation to the above dysfunctions,
calcium metabolism has received more international attention
(9,10), especially in relation to osteoporosis (11-13), arterial
hypertension (7) and in weight control (14-17).

Specifically in relation to obesity, a lot of effort has been
focused on understanding total energy balance and diet
macronutrient levels, however few studies have looked at the
role of macronutrients have on energy balance (18). In this
context, dietary calcium has been recognized as a mineral
which boosts weight loss (18,19). Metabolically, the probable
mechanism is that a reduction in dietary calcium intake
increases intracellular calcium due to changes in parathyroid
hormone and 1,25 dihydroxyvitamine D levels. Increased
intracellular calcium in adipocytes, potentializes lipogenesis
and inhibits the lipolitic process (9). With this in mind,
researchers have suggested that adequate calcium uptake
increases body fat oxidation rates (20), however the exact
mechanisms are still not fully understood and lead to
controversy between studies (18,21).

The daily recommended consumption level of calcium for
9 to 18-year-olds of both sexes is 1300mg per day (DRI, In-
stitute of Medicine 1997) (22). However it needs to be con-
sidered that there are still barriers to consuming foods high in
calcium; these include palatability, inconvenience, possible
calorie content and digestive complications, on top of insuffi-
cient knowledge about its metabolic value (11,12).

In light of considerations which emphasize the increased
prevalence of obesity in adolescents, changes in their eating
habits, and their reduced calcium intake, the objective of this
study was to nutritionally evaluate adolescents attending out-
patient clinics for this age group, determine levels of eutro-
phy, overweight, and obesity; understand their food consump-
tion, focusing on calcium intake and the possible relation-
ships between low calcium intake and the prevalence of over-
weight and obesity in individuals.

PATIENTS AND METHODS

One hundred and seven adolescents in the 10 to 19 years
old age bracket were evaluated at Botucatu School of Medi-
cine Adolescent Outpatient Clinic from August 2003 to De-

cember 2004, after approval from the Research Ethics Com-
mittee of Botucatu School of Medicine - UNESP OF.51/2004-
CEP.

Adolescents and their parents or guardians were made fully
aware of the content through explanations given at the outpa-
tient clinic and were included in the study after receiving and
returning the free informed consent forms signed by both the
adolescent and their parent or guardian. Non-adhesion to the
study did not imply any sanction whatsoever for the adoles-
cent, who was evaluated as per all procedures performed in
this outpatient clinic.

Exclusion criteria were adolescents submitted to prolonged
corticoid treatment or who used calcium supplements, those
with the following ailments: diabetes mellitus, chronic or acute
malnutrition, congenital or acquired bone diseases,
gastrointestinal disorders accompanied by poor absorption,
history of nephropathy, with or without chronic renal
insufficiency, endocrinopathies, early or late puberty, chronic
drug consumption, those considered as return patients as they
had already received nutritional guidance in previous
consultations, which could have interfered in their dietary
evaluation.

Socioeconomic evaluation was performed to identify the
population standard using a questionnaire developed by the
National Association of Research Companies (ANEP), which
considered head of family schooling level, and material goods
in the home (23).

All adolescents who made their first consultation during
this period, considered new cases in this clinic, underwent
anamnesis and full clinical and anthropometric and nutritional
examinations. However, the final sample was composed of
those not satisfying any of the exclusion criteria. They were
weighed on electronic platform 150kg capacity 100g gradua-
tion scales (Filizola), with minimum clothing (100g) and
barefoot (24).

Awall mounted height gauge with mm scale was used for
measuring stature according to Jelliffe, considering the
average of two measurements (24).

Nutritional status was evaluated using BMI curves (Body
Mass Index), weight (kg)/stature?(m), according to age, gender
and the respective cut-off points proposed by Centers for
Disease Control and Prevention (25) and for the American
Academy of Pediatrics (26), which are: eutrophy between 5
and 85 percentiles; risk of overweight between 85 and 95
percentiles, and considered overweight or obesity =95
percentile (25,26).

The sample was subdivided into two groups using BMI
criteria, one consisting of eutrophic patients, and the other
consisting of at risk of overweight and obesity in patients.

Dietary evaluation consisted of a 24 hour data recording
method, reporting all consumed foodstuffs including drinks
over a 24h period, in all meals taken over 3 days so that



16

consumption could be estimated. The adolescents were
interviewed in the presence of one of their parents or guardians
when necessary. On this occasion, they were shown how to
fill in the 24h data recording chart to obtain three days records.

Foods or preparations given in other measures were
converted to grams. Data on food consumed (in grams) in the
diet were converted into nutrients using food chemical
composition tables from Virtual Nutri, version 1.0 (1996),
developed by teaching staff from the Nutrition Department,
USP School of Public Health (27).

Data on foods and preparations not listed in Virtual Nutri
were taken from the Endif Table of Food Composition — IBGE
(28) and the home food measures table from the Nutrition
Department, USP School of Public Health (29).

This study only considered calcium source foods: milk,
cheeses, yogurts, cream cheese, and prepared foods. The
adolescents were also questioned on their intake of substances
that could interfere in its absorption, such as: caffeine drinks,
soft drinks, use of exclusively vegetarian diets, and high dietary
fiber. No adolescent declared a relevant ingestion of elevated
fiber or vegetarian diet. Adolescents were questioned about
foods that could interfere in calcium absorption as they were
submitted to bone mass evaluation using bone densitometry
(DEXA).

Daily calcium consumption results were presented
according to gender, stage in life, and nutritional state using a
threshold of 1300mg/day as recommended by the Institute of
Medicine (22), where values consumed are below, equal to,
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or above this value. This allowed us to calculate the number
of adolescents who consume less than the Adequate Intake
(Al) value (22), as EAR’s and RDA's are still not available
for this nutrient (22). In addition to presenting calcium intake
in mg/day represented on graphs by medians and their
respective quartiles, for each gender and nutritional group,
results were also obtained in relation to daily energy
consumption by Ca(mg)/daily calorie consumption (30). To
compare genders and eutrophic and risk of overweight/obesity
groups, calcium density was presented in mg/1000Kcal to
represent sample nutritional state.

Data were analyzed using Statistica version VVI. Compari-
sons between groups were by Kruskal-Wallis analysis of
variance and the Mann-Witney U test, once variables were
verified as not having normal distribution by the Shapiro-Wilk
test. The Spearman correlation test was used to verify the
presence or lack of an association between BMI and calcium
ingestion. The x? test was used to analyze associations with
gender. Statistical significance was considered at 5%.

RESULTS

The study population consisted of 107 adolescents. 62.6%
were eutrophic and 37.4% were considered at risk of
overweight or obesity. Classifying by gender, 34.7% females
and 42.1% males were considered at risk of overweight or
obesity; data presented in Table 1.

TABLE 1
Gender and nutritional state of adolescents in this study

Female Male General Population
Nutritional
state Frequency Percentage Frequency Percentage Frequency Percentage
Eutrophic 45 65.3% 22 57.9% 67 62.6%
Overweight/ 24 34.7% 16 42.1% 40 37.4%
obese
Total 69 64.5% 38 35.5% 107 100%

Using ANEP socioeconomic classification that varies from
class Ato E, Table 2, the highest number was classified in class
C (49.5%) with 16.8% from class D. Therefore around 66% of
these adolescents belong to low-middle income families.

In relation to the calcium consumption reference value,
86.36% of eutrophic and 87.50% classified at risk of

overweight/obesity male adolescents were below the Adequate
Ingestion (Al) value; we were unable to calculate lack of
calcium prevalence as EAR values were not available (22).
For female adolescents, 91.11% of eutrophic and 91.76%
classified risk of overweight/obesity were lower than the

recommended value of 1300mg/day (Table 3).
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TABLE 2
Socioeconomic classification of adolescents in this study

With an Al value of 1300mg/day as the split point for
calcium ingestion in adolescents from both sexes and
nutritional state, there was no significant difference between

Socioecononomic class  N° of Adolescents % adolescents classifications according to gender. This indicates that nearly
Al 1 0.93 all eutrophic and at risk of overweight/obesity adolescents
A8 3 {55 ingest less than 1300mg/day of calcium.

' Table 4 shows calcium density values (mg/1000kcal), for
Bl 1 10.28 the male adolescents was 356.5+159.2 mg/1000kcal for
B2 7 20.57 eutrophic and 267.8+163.2mg/1000kcal for those considered
overweight/obesity. Statistical analysis showed that eutrophic
€ % 4954 male adolescents had higher calcium densities than their at
D 18 16.82 risk of overweight/obesity male peers.
E 0 0
TOTAL 107 100
TABLE 3

Percentage of adequate calcium consumption according to gender and nutritional state for adolescents in this study

Nutritional State Female Male
Adequate Inadequate Adequate Inadequate
; 8.89% (n=4) 91.11%  13.64% (n=3) 86.36%
Eutrophic (n=41) (n=19)
Overweight/Obese  8.33% (n=2) 91.67%  12.50% (n=2) 87.50%
(n=22) (n=14)
Total 8.70% (n=6) 91.30%  13.16% (n=5) 86.84%
(n=63) (n=33)

Note: x? test

TABLE 4
Calcium densities (mg/1000kcal) according to gender and nutritional state for adolescents in this study

Estado Nutritional Female

Male General Population

Eutrophic 267.8+163.2

Overweight/Obese  303.3 £ 136.4

356.5 £ 159.2% 296.9 £166.1

240.7+118.2 278.3 £131.6

Total 280.1£154.3

307.8 £153.0 290.0 £153.7

Note. Kruskal-Wallis analysis of variance and the Mann-Witney U test . Results are expressed as means + SD.
*Indicates higher calcium values in eutrophic adolescents in relation to overweight/obese (p=0.014)
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Median calcium ingestion levels were 430.9mg/day for
female eutrophic and 572.7mg/day for female overweight/
obesity; however for males, median ingestion was 803.1mg/
day for eutrophic and 466.4mg/day for the overweight/obesity
group. Graphs 1 & 2 show median and quartile distributions
for eutrophic and risk of overweight/obesity groups for female
and male adolescents respectively.

GRAPH 1
Median calcium intake values against nutritional state for
female adolescents. (1: Eutrophy, 2: Overweight/Obese)
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GRAPH 2
Median calcium intake values against nutritional state for
male adolescents. (1: Eutrophy, 2: Overweight/Obese)
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The Spearman coefficient of correlation verified a
significant negative association between Calcium intake and
BMI for males, r=-0.488 with p=0.0173* and nonsignificant
for females, r=-0.250 with p=0.216.

DISCUSSION

Currently, obesity in children and adolescents is rising in
many parts of the world; in some it is already considered to
be at epidemic proportions. According to the US Surgeon Gen-
eral, the number of overweight children has doubled and over-
weight adolescents tripled in the USA compared to data from
epidemiological studies from the last two decades (31).

Most of the adolescents in this study had normal nutritional
status (62.6%), however it must be stressed that a high propor-
tion (37.4%) were diagnosed as at risk of overweight/obesity.
This proportion was a little higher than studies made in the USA
(32) and Brazil (33), which identified values around 30%. These
results agree with data from other studies made in the same
department (34). Although data are taken from an outpatient
clinic at a University Hospital, we stress that this clinic does not
present any selection criteria, is receptive to demand, the only
limiting factor is the clinic’s consulting capacity.

In a retrospective study of data obtained between 1988
and 1996 from the medical records of 469 adolescents
joining the outpatient clinic between 1988 and 1992, and 258
between 1993 and 1996, the first period presented a preva-
lence of risk of overweight and obesity in females of 26.85%
and males of 12.62%. In the second period these were 48.34%
for females and 40.19% for males, indicating that levels
doubled for females and trebled for males when comparing
the two periods. The authors were showing that with evolu-
tion of time, these diagnoses would present elevated preva-
lence, highlighting an intense preoccupation as this was
associated with diseases such as arterial hypertension, cardio-
circulatory diseases, type 2 diabetes mellitus, osteo-articula-
tory diseases, neoplasias, resulting in increased mortality at
increasingly younger ages (34).

In relation to estimated calcium consumption obtained
from 3 days of 24h recorded data and calculating medians for
both male and female adolescents (Graph 1 and 2), values
were much lower than the Adequate Intake (Al) presented in
DRI for this micronutrient. The adolescents had a significantly
lower calcium intake than those of males, results also seen in
other national and international studies (32,35).

Criticism about the form of data collection in food
questionnaires is always made when this or other methods
are used. However, despite significant errors reported in
literature relating to this type of recording, data presented in
this study were very close to those in national and international
studies where results were taken from different types of food
questionnaire (2,31,32,36-38).



CALCIUM INTAKE AND ITS RELATIONSHIP WITH RISK OF OVERWEIGHT AND OBESITY IN ADOLESCENTS 19

When comparisons were made by calcium density, taking
into account nutritional state and gender, significant
differences were seen between male eutrophic and at risk of
overweight/obesity adolescents, but not their female counter-
parts. According to Lee & Reicks (38), a less than recom-
mended calcium intake can be associated with a type of break-
fast, the number of children and adolescents living in the same
house, possible buying power to get foodstuffs high in cal-
cium, an understanding of this nutrient’s importance, and par-
ents encouragement about the importance of eating foods high
in calcium. Therefore when analyzing the factors which in-
fluence calcium intake in adolescents, as well as those cited
earlier, there are: habits and lifestyle, limited understanding
of diets, lactose intolerance, sociocultural factors and values,
living with peers, media influence, etc. (8,11,13,22).

Over and above these, fat intake and concern about body
shape, mainly in females, can influence lactose product in-
take, however Barr (39) concluded that knowledge about diet
and body shape do not directly compromise calcium intake,
but are associated with the type of milk selected, whether it is
skimmed, semi-skimmed, or full cream (39,40).

Low calcium intake, as shown in this study, can elevate
socioeconomic condition to interfere in its consumption. In a
study by Silva et al (11,12) between high socioeconomic level
students from Botucatu of the same age range, mean calcium
intake was 863mg+280mg/day, better than in this study, but
still a long way off Al values. Santos et al (41), in a study with
students in Ouro Preto, demonstrated that calcium intake in a
school from the highest socioeconomic level (782.02mg/day)
was much higher than in a state school with a much lower
level (563.20mg/day). Although different studies highlight the
variability of mean daily calcium intake in adolescents, most
of them reveal that consumption is less than adequate,
demonstrating a worrying problem in relation to adolescents
and their future bone health situation, as the bone mass
accumulation rate contributes to around 50% of bone mineral
content, incorporating approximately 1000g of bone
mineralization during adolescence (11,12,35).

According to a study by Albano (37) at the Applied
Teaching School, Education Faculty, USP, mean calcium
consumption for males was 819.68mg/day reaching 63.05%
of the DRI recommendations (22) for females it was
579.86mg/day, reaching 44.6% of that recommended; these
are just higher than values in our study, but still inadequate.

In light of these observations, insufficient calcium intake
is the result of low consumption of calcium rich foods, such
as milk and its derivates, ignored by the frequent and high
intake soft drinks and a proven association with low calcium
intake (2,42). Although soft drink consumption was not the
specific objective of this study, studies have shown that lactose
drink consumption is inversely proportional to soft drink
consumption (42). Whiting et al (43) found that the association

between soft drinks and low calcium intake by adolescents
was negatively related to bone mineral density in adolescent
girls between 10 and 14 years old.

Changes in eating habits seen in American adolescents
over a 30 year period have reported that they have increased
their soft drink consumption, with a discrete reduction in
calorie intake from proteins and fats, and have detected a drop
in calcium intake where only 20% of girls and about 30% of
adolescents reach the recommended levels, due to the drop in
consuming milk and its derivatives (2), which have been
replaced with soft drinks and juices.

Adolescents who consume large quantities of soft drinks
ingest less than 20% of the calcium of those who do not. And
soft drinks containing caffeine increase calcium excretion in
urine, and are therefore harmful to an adequate calcium
balance (11,38).

Ninety one percent of the male adolescents and 86.84%
of the female members in this study presented low calcium
intake, which was always below that recommended by Al.
Comparing girls with different nutritional states, those who
were overweight or obese presented low calcium intake when
calculated in mg/1000Kcal; the same was found by Andrade
et al (44), Phillips, and many other authors (30). These
differences relative to males and nutritional state were also
seen data were presented as medians and quartiles, as seen in
Graph 2.

Scientific literature has recently suggested that low calcium
intake could act as a contributory factor in the rise in obesity,
and be associated to the risk of hypertension and insulin
resistance syndrome (IRS) (42). This was suggested by
CARDIA (7) who showed that adequate consumption of milk
and its derivatives was inversely proportional to appearance
of all the signs and symptoms of IRS, including obesity.
Animal studies have proved, which also seems plausible in
humans, that when energy intake and physical activity are
under control, body fat will be less in those consuming more
calcium. Heaney (10) evaluated 348 young women and saw
that when their calcium intake was below the 25" percentile,
obesity prevalence was 15%, however when their calcium
intake was at DRI recommended levels, this prevalence
dropped to 4%.

In 2004, Zemel et al. (9) prescribed 32 obese adults with
three different diets, one with restricted calories, another with
restriction but with calcium supplement, and the third with
restriction but with lactose product supplement. All groups
lost weight in different proportions; 6.4% for the calcium
supplemented group, 8.6% for the restriction only group, and
10.9% for the lactose product supplement group. Physiological
explanations showed that parathyroid hormone (PTH) and
1,25-dihydroxyvitamin D regulate intracellular calcium, so
diets with low calcium intake stimulate PTH and 1,25-
dihydroxyvitamin D, which in turn favor intracellular calcium



20 BERES LEDERER G. etal.

uptake in adipocytes, stimulating lipogenesis and inhibiting
lipolysis (9). Another mechanism cited as having a possible
effect from calcium intake on not gaining weight or body fat,
seems to be its bonding to fatty acids in the colon which inhibit
fat absorption and activate fat excretion (45).

As many authors have highlighted adequate calcium intake
as a protection factor in preventing the occurrence of obesity
and others have contested this fact (9,10,19,40,42-47), there
is a pressing need for its role to be clarified especially as
adolescence is the time of life when a large amount of bone
mass is acquired, its importance in boosting bone mineral build
up is unquestionable, but other studies are needed to clarify
its possible relationship with excessive weight gain when
consumed in lower than recommended doses. It must be said
that, even though some of its action mechanisms have been
clarified, authors reinforce the importance of adequate intake,
above that recommended, for effective calorie restriction in
helping prevent obesity. So there is still some speculation of
how to transfer some of these hypotheses when working with
humans, in conditions of food consumption freedom (9,43).

CONCLUSION

This study showed that a low consumption of calcium rich
foods by adolescents translates into a lower than recommended
intake of this micronutrient in this population when values
are compared with recommended DRI for calcium (22).

Evidence from this study that insufficient calcium intake
correlated to the risk of excessive weight gain in male
adolescents, emphasizes that eating foods with adequate
nutritional value, supplemented by helpings of calcium rich
food which favor the prevention of obesity and its
comorbidities, also help gain adequate bone mass which is
responsible for bone health in later years.

Even with these facts stating that low calcium intake
increases the prevalence of obesity in female adolescents, was
not proved in this study, it seems desirable that guidance on
adequate calcium intake is emphasized for both sexes due to
the serious health problems resulting from inadequate intake.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi descrever a prevaléncia do
excesso de peso e os fatores possivelmente associados em adultos
residentes em areas de exclusédo social. A amostra foi composta por
3.214 individuos de 20 a 69 anos residentes em assentamentos
subnormais de Macei6-AL, na regido Nordeste do Brasil. Na avaliagao
nutricional, foi utilizado o indice de massa corporal (IMC).
Encontrou-se prevaléncia de excesso de peso de 41,2%, (46,2%
mulheres vs. 32,6% homens, p<0,001). A analise indicou, tanto entre
0s homens quanto entre as mulheres, maior chance de excesso de
peso nas faixas de idade mais avangada (Raz&o de Prevaléncia [RP]=
1,62, 1C95% 1,37-1,90 e RP= 1,55, 1C95% 1,41-1,69,
respectivamente), e entre os procedentes da zona rural (RP= 1,27,
1C95% 1,07-1,51 e RP=2,23, 1C95% 2,01-2,47, respectivamente).
O risco de excesso de peso mostrou-se diretamente associado ao
nivel de escolaridade no sexo masculino (RP=0,78, 1C95% 0,63-
0,97) e inversamente no sexo feminino (RP=1,40, IC 95% 1,17-1,66).
Foi evidenciado risco maior de excesso de peso entre 0s homens de
maior renda (RP= 1,29, 1C95% 1,09-1,53). No geral, as variaveis
relacionadas as condi¢Ges de moradia e aos bens de consumo
evidenciaram que pequenas melhorias estdo associadas ao maior risco
de excesso de peso. Mesmo dentro dessa populacéo de baixo nivel
socioecondmico, melhorias nas condi¢bes de moradia podem
constituir-se em fatores de risco para o excesso de peso em adultos
de ambos os sexos, enquanto que a educagdo se comporta como fator
protetor no sexo feminino e a renda como fator de risco no sexo
masculino.

Palavras-chave. Sobrepeso, obesidade, baixa renda.

INTRODUCAO

A prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade vem
apresentando um rapido aumento nas Ultimas décadas, sendo
caracterizada como uma verdadeira epidemia mundial (1,2).
Este fato é bastante preocupante, pois 0 excesso de peso,
definido como IMC>25 kg/m?, é considerado fator de risco
para desenvolvimento de diabetes mellitus (DM), dislipidemia
e hipertensdo arterial, condi¢bes que favorecem o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (3,4).

O nivel socioecondmico constitui-se fator determinante
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SUMMARY. Socioeconomic factors associated with overweight
in a low-income population of Northeast Brazil. The purpose of
this research was to describe the overweight prevalence and factors
potentially associated to it in adults residents in areas of social ex-
clusion. The sample consisted of 3,214 individuals, aged 20 to 69
years, in shanty town in Maceid-AL, Northeast of Brazil. Body mass
index (BMI) was used in the nutritional evaluation. Overweight
prevalence of 41.2% was found (46,2% females vs. 32,6% males,
p<0.001). The analysis indicated there is higher chance of getting
overweight, both for males and females, in higher age ranges (Preva-
lence Ratio [RP]= 1.62, C195% 1.37-1.90 and RP= 1.55, CI195%
1.41-1.69, respectively), and among those from rural areas (RP=
1.27, C195% 1.07-1.51 and RP=2.23, CI95% 2.01-2.47, respec-
tively). In males, the overweight risk is directly associated to the
schooling level (RP=0.78, C195% 0.63-0.97), whereas, in females
it is inversely associated (RP=1.40, CI95% 1.17-1.66). A higher
overweight risk was evidenced among men of higher income (RP=
1.29, CI195% 1.09-1.53). In general, small improvements in vari-
ables related to housing conditions and consumption goods are as-
sociated to higher overweight risk. Even in populations of low socio-
economic level, improvement in housing conditions can become an
overweight risk factor in adults for both genders, whereas educa-
tion is a protective factor for women and the income a risk factor in
men.

Key words. Overweight, obesity, low-income.

da prevaléncia de sobrepeso e obesidade, pois interfere na
disponibilidade de alimentos, no acesso a informag&o, bem
como pode estar associado ao estilo de vida e a determinados
padrdes de atividade fisica. Entre indicadores de condi¢des
socioecondmicas mais frequentemente utilizados estédo
educagdo, ocupacdo e renda (5,6). Revisdes sistematicas (7,8)
indicam que nos paises desenvolvidos a obesidade tende a
ser mais freqliente entre individuos de menor renda, menor
escolaridade e com ocupacdes de menor prestigio social. Para
os paises em desenvolvimento, existe uma tendéncia inversa,
ou seja, maior freqiiéncia de obesidade nos estratos de melhor
nivel socioeconémico.

No entanto, Monteiro et al. (9), em uma recente revisdo
com estudos de populacOes de paises em desenvolvimento,
mostraram uma tendéncia a reversao da associacdo entre
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condic¢Bes socioecondmicas e obesidade, evidenciando
comportamento similar aos dos paises desenvolvidos.

No Brasil, uma analise comparativa (10) entre trés grandes
pesquisas realizadas entre 1974 e 1997 encontrou que a
obesidade aumentou em todas as regides e estratos de renda.
No que se refere a situagdo socioecondmica encontrou-se que
nas regides menos desenvolvidas a obesidade apresentou um
crescimento maior entre as mulheres de renda elevada quando
comparada as de menor renda. Ja nas regides mais
desenvolvidas, a obesidade aumentou entre as mulheres de
baixa renda, e diminui entre as mulheres de melhor renda. A
altima pesquisa que englobou as cinco macrorregides
brasileiras (11) revelou a mesma tendéncia no aumento do
sobrepeso e obesidade. Para o sexo masculino o aumento
ocorreu em todas as regides e em todas as classes de
rendimento, mas na populagdo feminina, o problema do
excesso de peso tendeu a deslocar-se para regido Nordeste e,
de modo geral, para as classes de menor renda.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo descrever a prevaléncia do sobrepeso e da obesidade
em adultos de baixa renda e identificar os fatores
potencialmente associados ao excesso de peso em
assentamentos subnormais de Maceid, capital de Alagoas,
regido Nordeste do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo € do tipo transversal de base populacional e
foi parte do projeto de pesquisa “Perfil Nutricional e de Satde
da Populacéo de moradores em Assentamentos Subnormais
de Maceid/AL”, financiado pela Fundagdo de Amparo a
pesquisa do Estado de Alagoas (FAPEAL) (Processo N.°
21.154). Os dados do referido projeto foram coletados entre
0s meses de setembro de 2004 e margo de 2006.

O tamanho da amostra foi estimado assumindo-se uma
prevaléncia de excesso de peso para 0s grupos de referéncia
de 30% (ex: menor escolaridade) e para os estratos de
comparacdo em torno de 45% (RP=1,50), levando-se em
consideracdo um power de 80% e a significancia de 95%,
resultando em uma amostra minima de aproximadamente 175
individuos por estrato. Para o calculo foi utilizado o programa
Epi Info, versdo 3.03 para windows.

O processo amostral adotado para calculo do nimero de
domicilios investigados foi o de conglomerado em dois
estagios, com probabilidade de selecdo proporcional ao nimero
de assentamentos e ao nimero de domicilios de cada regido
administrativa. O estudo contemplou aproximadamente 18%
dos 136 assentamentos das sete regides administrativas de
Maceio, totalizando 25 unidades amostrais obtidas através de
sorteio simples. Em seguida, procedeu-se a elaboragdo de
mapas e cada assentamento elegivel foi percorrido em sentido
horario a partir de uma esquina sorteada previamente, até que

se completasse a selecéo do total de domicilios estabelecidos
para cada assentamento. O numero total de domicilios
pesquisados foi de 2.172, variando entre 31 e 146 por
assentamento.

A coleta de dados consistiu-se em entrevista domiciliar
com o chefe da familia ou o responsavel pelo domicilio maior
de 18 anos, realizada por universitarios treinados para
aplicacdo, esclarecidos de duvidas e padronizagdo das tomadas
de medidas antropométricas. Para esse estudo em particular
utilizou-se o universo de individuos adultos entre 20 e 69 anos.

Foram coletadas informagdes quanto as caracteristicas
socio-econdmicas das familias tais como: idade em anos no
momento da entrevista, categorizada em duas faixas etarias
(=40 e <40 anos); escolaridade em anos completos de estudo,
agrupada em < 8 e > 8 anos; renda familiar bruta,
posteriormente convertida em salarios minimos (SM) e
subdivididaem <1e>1 SM (valor do periodo = R$ 283,16);
procedéncia urbana ou rural e estado marital (com ou sem
cbnjuge) informados pelo entrevistado; e situacdo de emprego
por meio de informacgfes sobre atividade remunerada
(trabalhando ou ndo). Os aspectos referentes as condigdes de
moradia foram: nimero de comodos (categorizados em >4 e
< 4 cdémodos), presenca de banheiro (unifamiliar e coletivo
ou inexistente), destino do lixo (coleta pablica e céu aberto),
tipo de esgotamento sanitario (publico e céu aberto ou fossa
séptica), tipo de construgdo (alvenaria e materiais precarios),
condicdes de abastecimento de agua (rede publica e outras) e
presenca de bens de consumo no domicilio, tais como geladeira
eTV.

Os dados referentes ao estado nutricional como peso e
altura, foram analisados através do IMC, segundo as
recomendacOes da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) (3).
O peso foi aferido em balanca digital Filizola® com
capacidade de 150 kg com precisdo de 100 g. Para medicéao
da altura, foi utilizado estadiémetro portatil dotado de fita
métrica inextensivel com 2 m de comprimento e precisao de
0,1 cm. Todas as medidas foram obtidas nos domicilios, com
os individuos usando roupas leves e descalcos.

O excesso de peso foi definido com base no indice de
Massa Corporal (IMC) obtido pela divisdo do peso (em
quilogramas) pela altura (em metros) elevada ao quadrado.
Foram classificados como tendo excesso de peso 0s
entrevistados com IMC igual ou superior a 25 kg/m? (3).

Os dados foram digitados no programa Epi Info verséo
3.3 para windows. As andlises foram realizadas no Programa
SPSS versdo 13.0. A andlise bivariada incluiu o teste do qui-
quadrado e o célculo das Razfes de Prevaléncia (RP) com
seus intervalos de confianga de 95% (1C95%).

O Comité de Bioética da UFAL aprovou o presente estudo
(Processo N.° 006.020), estando os procedimentos de acordo
com os padrdes éticos do comité responsavel por experimentos
com humanos.
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RESULTADOS

Entre 0s 4.152 adultos identificados, 938 ndo participaram
do estudo: 866 (20,9%) por ndo terem sido aferidas as medidas
antropométricas devido as dificuldades de acesso e
identificacdo dos individuos e 72 (1,7%) por encontrarem-se
gestantes. A fim de certificar que os individuos excluidos do
estudo néo diferiam dos incluidos no mesmo, ambos foram
comparados quanto a escolaridade. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes (p=0,320).

Portanto, os resultados apresentados referem-se a 3.214
individuos, 1.162 (36,2%) homens e 2.052 (63,8%) mulheres.
A amostra foi composta por adultos com idade média de 37,5
anos (DP=12,48), destes 66% eram desempregados, 23%
analfabetos, 82,6% possuiam renda menor que um salario
minimo e 43,8% dos domicilios tinham o esgotamento sanitario
realizado a céu aberto.

Em relacédo ao estado nutricional através do IMC, 41,2%
da amostra foi classificada como apresentando excesso de peso,
sendo mais prevalente entre as mulheres (RP=1,42, 1C95%
1,29-1,56). As mulheres também apresentaram 2,51 vezes
(1C95% 1,99-3,17) mais obesidade do que os homens (17,1%
vs. 6,8%, p<0,001 respectivamente) (Grafico 1).
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Distribuicao percentual do Indice de Massa Corporal (IMC), segundo
sexo em moradores de assentamento subnormais de Maceié/AL-2004.
(p<0,001).

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados da andlise bivariada
das principais variaveis socioecondmicas associadas ao excesso
de peso. Na analise, encontrou-se associacdo entre excesso de
peso, idade e procedéncia em ambos 0s sexos. O excesso de
peso foi mais prevalente na faixa de idade mais avancada tanto
entre 0os homens (RP=1,62, 1C95% 1,37-1,90) como entre as
mulheres (RP=1,55, 1C95% 1,41-1,69) e nos individuos
procedentes da zona rural onde as Razdes de Prevaléncia foram
de 1,27 (1C95%1,07-1,51) e 2,23 (1C95%2,01-2,47),
respectivamente.

A prevaléncia de excesso de peso variou com 0s niveis de

educacdo. A escolaridade encontrou-se diretamente associada
a0 excesso de peso no sexo masculino (RP=0,78, 1C95%0,63-
0,97), mas, inversamente associada no sexo feminino
(RP=1,40, 1C95% 1,17-1,66) (Tabela 1 e 2). A andlise da renda
revelou que individuos com mais de 1 salario minimo mensal
apresentaram maior prevaléncia de excesso de peso, contudo
o0s 1C95% mostraram diferencas estatisticamente significativas
apenas no sexo masculino (RP=1,29, 1C95% 1,09-1,53).

As analises das condi¢Oes de moradia descritas nas Tabelas
3 e 4 mostraram associacao direta com o excesso de peso, com
excecdo da variavel esgotamento sanitario em ambos 0s sexos,
abastecimento de agua no sexo masculino e destino do lixo no
sexo feminino.

DISCUSSAO

Os dados aqui apresentados demonstram certa
especificidade pelo fato de terem sido obtidos a partir de uma
amostra homogénea de individuos de baixas condicdes
socioecondmicas. Trata-se de uma populacgdo urbana residente
em areas periféricas com alto indice de exclusdo social de
Maceid, capital de Alagoas, um dos estados com as piores
condices sociais da regido Nordeste do Brasil. As dificuldades
de acesso e localizacdo dos domicilios dentro dos proprios
assentamentos devido as precarias condi¢des ambientais, tais
como presenga de valas, morros, superficies ingremes, bem
como a intensa migracdo espacial desta populagdo fizeram
com que 0s pesquisadores visitassem o0s assentamentos por
varios meses, o que explica o longo periodo de coleta de dados.

As prevaléncias obtidas de excesso de peso na populagéo
estudada evidenciam os niveis epidémicos deste problema.
Enquanto 5,9% apresentaram baixo peso, indicando baixa
exposicado da populagdo a desnutri¢do, 41,2% mostraram
sobrepeso e obesidade, ou seja, 0 excesso de peso ultrapassou
em quase 7 vezes o baixo peso. Monteiro et. al (10) ao analisar
dados de 3 pesquisas de base populacional realizadas no Brasil
entre 1975 e 1997, mostraram que nos adultos o sobrepeso parece
estar substituindo a desnutricdo como problema de satide publica,
principalmente nas classes sociais menos favorecidas.

A tendéncia ao excesso de peso em populacBes urbanas de
baixa renda tem sido demonstrada em diversos trabalhos. Sawaya
etal. (12) em um estudo com 535 familias moradoras de favelas
na cidade de Séo Paulo encontraram 8,5% dos adultos com
desnutricdo e 36,5% com sobrepeso e obesidade. Floréncio et
al. (13) evidenciaram 19,5% de desnutricdo e 25,0% de
sobrepeso e obesidade nos adultos residentes em um
acampamento de “sem teto” em Maceid. Dados mais recentes
apresentados por Marinho et al. (14) em pesquisa com familias
pauperizadas, cadastradas no Programa Comunidade Solidaria
do Governo Federal Brasileiro, obteve 54,5% das mulheres e
30,7% dos homens com sobrepeso e obesidade. No presente
estudo, o0 excesso de peso também se mostrou mais prevalente
entre as mulheres (46,2% vs. 32,6%, p<0,001).
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TABELA 1
Razdo de prevaléncia e intervalo de confianga de 95% do excesso de peso de acordo com variaveis socioecondmicas

no sexo masculino. Assentamentos subnormais de Macei6/AL-2004

Excesso de peso

Variaveis Total RP* 1C95%%
Sim Né&o

ldade
> 40 anos 466 197 42,3 269 57,7 1,62 (1,37-1,90)
<40 anos 696 182 26,2 514 73,8 1,00
Procedéncia
Rural 321 124 38,6 197 61,4 1,27 (1,07-1,51)
Urbana 840 255 30,4 585 69,6 1,00
Estado marital
Sem conjuge 86 31 36,0 55 64,0 1,25 (0,81-1,92)
Com cénjuge 90 26 28,9 64 71,1 1,00
Emprego
Sim 585 199 34,0 386 66,0 1,09 (0,92-1,29)
Néo 577 180 31,2 397 68,8 1,00
Escolaridade (anos)
<8 1013 319 31,5 694 68,5 0,78 (0,63-0,97)
>8 146 59 40,4 87 59,6 1,00
Renda Familiar Bruta]
> 1SM 338 131 38,8 207 61,2 1,29 (1,09-1,53)
<1SM 824 248 30,1 576 69,9 1,00

*RP (Razédo de Prevaléncia); $1C95% (Intervalo de Confianga de 95%); |Salario minimo de referéncia = R$ 283,16 - Média dos valores referentes

aos meses de setembro de 2004 a abril de 2005 (260,00) e Maio de 2005 a margo de 2006 (300,00).

TABELA 2
Razdo de prevaléncia e intervalo de confianga de 95% do excesso de peso de acordo com variaveis socioecondmicas

no sexo feminino. Assentamentos subnormais de Macei6/AL-2004

Excesso de peso

Variaveis Total RP* 1C95%7%
Sim Né&o

Idade
> 40 anos 747 445 59,6 302 40,4 1,55 (1,41-1,69)
< 40 anos 1305 503 38,5 802 61,5 1,00
Procedéncia
Rural 960 627 65,3 333 34,7 2,23 (2,01-2,47)
Urbana 1087 319 29,3 768 70,7 1,00
Estado marital
Sem conjuge 486 236 48,6 250 51,4 0,99 (0,89-1,11)
Com cdnjuge 1083 529 48,9 554 51,1 1,00
Emprego
Néo 1543 724 46,9 819 53,1 1,07 (0,95-1,19)
Sim 509 224 44,0 285 56,0 1,00
Escolaridade
<8 1791 856 47,8 935 52,2 1,40 (1,17-1,66)
>8 257 88 34,2 169 65,8 1,00
Renda Familiar Bruta;
> 1SM 221 114 51,6 107 48,4 1,13 (0,99-1,30)
<1SM 1831 834 45,6 997 54,4 1,00

*RP (Razédo de Prevaléncia); $1C95% (Intervalo de Confianga de 95%); |Salario minimo de referéncia = R$ 283,16 - Média dos valores referentes

aos meses de setembro de 2004 a abril de 2005 (260,00) e Maio de 2005 a margo de 2006 (300,00).
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TABELA 3
Raz&o de prevaléncia e intervalo de confianca de 95% do excesso de peso de acordo com as condicfes de moradia
no sexo masculino. Assentamentos subnormais de Maceid/AL-2004

Excesso de peso

Variaveis Total RP* 1C95%%
Sim Né&o

N.° comodos n % n %
>4 477 196 41,1 281 58,9 1,54 (1,31-1,81)
<4 685 183 26,7 502 73,3 1,00
Banheiro
Unifamiliar 965 336 34,8 629 65,2 1,60 (1,21-2,11)
Inexistente ou coletivo 197 43 21,8 154 78,2 1,00
Destino do lixo
Coleta pablica 863 316 36,6 547 63,4 1,73 (1,36-2,20)
Céu aberto 288 61 21,2 227 78,8 1,00
Esgotamento sanitario
Esgoto publico 78 19 24,4 59 75,6 0,73 (0,49-1,09)
Céu aberto ou Fossa 1082 360 33,3 722 66,7 1,00
Tipo de construcao
Alvenaria 896 322 36,0 574 64,0 1,68 (1,31-2,15)
Materiais precarios 266 57 21,4 209 78,6 1,00
Abastecimento d"agua
Rede publica 536 189 35,3 347 64,7 1,16 (0,98-1,37)
Outra 625 190 30,4 435 69,6 1,00
Geladeira
Sim 804 297 36,9 507 63,1 1,61 (1,31-1,99)
Né&o 358 82 22,9 276 77,1 1,00
Televisao
Sim 927 331 35,7 596 64,3 1,75 (1,34-2,28)
Né&o 235 48 20,4 187 79,6 1,00

*RP (Raz&o de Prevaléncia); $1C95% (Intervalo de Confianca de 95%).

As prevaléncias de excesso de peso apresentadas entre 0s
adultos de baixa renda integrantes da amostra se revelaram
maiores que as encontradas na Ultima pesquisa de base
populacional realizada no Brasil (POF, 2002-2003) (11), em
que se estimou para o Nordeste Urbano 38,6% de excesso de
peso.

Em relacdo ao efeito da idade sobre a prevaléncia de
excesso de peso obteve-se resultados que corroboram com a
literatura (3,11,15). Homens e mulheres com mais idade
(> 40 anos) apresentaram maiores chances de terem excesso
de peso do que os mais jovens. Segundo dados da POF (11), a
prevaléncia de excesso de peso tende a aumentar com a idade,
sendo as maiores prevaléncias encontradas acima dos 35 anos
em ambos 0s sexos.

No presente estudo, chama a atengdo as altas prevaléncias

de excesso de peso encontradas entre os individuos
procedentes de areas rurais, em especial entre as mulheres,
cuja associa¢do mostrou-se mais forte (RP=2,23, 1C95% 2,01-
2,47) que a associacdo entre os homens (RP=1,27, 1C95%
1,07-1,51).

Este nimero significante de individuos procedentes da
zona rural, residentes nos assentamentos subnormais de
Maceid, possivelmente encontra-se relacionado ao intenso
éxodo rural caracteristico do processo de transicao
demografica que vem ocorrendo nos paises em
desenvolvimento. Em Macei0, este processo migratorio foi
incrementado pela crise do setor agucareiro, e trouxe para a
capital de Alagoas alto grau de excluséo social, elevado indice
de subemprego e ocupacdo desordenada do espago urbano.
(16,17). Este crescimento urbano desenfreado acarretou
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TABELA 4
Raz&o de prevaléncia e intervalo de confianca de 95% do excesso de peso de acordo com as condicfes de moradia
no sexo feminino. Assentamentos subnormais de Macei6-2004/AL

Excesso de peso

Variaveis Total RP* 1C95%7%
Sim Né&o

N.° comodos n % n %
>4 828 424 512 404 488 1,20 (1,09-1,31)
<4 1222 523 428 699 57,2 1,00
Banheiro
Unifamiliar 1714 814 475 900 52,5 1,20 (1,04-1,38)
Inexistente ou coletivo 338 134 39,6 204 60,4 1,00
Destino do lixo
Coleta plblica 1575 749 47,6 826 52,4 1,13 (1,00-1,27)
Céu aberto 457 193 42,2 264 57,8 1,00
Esgotamento sanitario
Esgoto publico 146 68 46,6 78 53,4 1,01 (0,84-1,21)
Céu aberto ou fossa 1904 880 46,2 1024 53,8 1,00
Tipo de construcéo
Alvenaria 1629 782 48,0 847 52,0 1,22 (1,08-1,39)
Matériais precarios 423 166 39,2 257 60,8 1,00
Abastecimento d"agua
Rede publica 944 461 48,8 483 51,2 1,11 (1,01-1,22)
Outro 1108 487 439 621 56,1 1,00
Geladeira
Sim 1441 704 48,9 737 51,1 1,22 (1,10-1,37)
Né&o 611 244 39,9 367 60,1 1,00
Televisdo
Sim 1705 809 474 896 52,6 1,18 (1,03-1,36)
Né&o 346 139 40,2 207 59,8 1,00

*RP (Raz&o de Prevaléncia); $1C95% (Intervalo de Confianca de 95%).

mudancas no padrdo de vida desta populacdo imigrante,
tornando-a vulneravel ao desenvolvimento do excesso de peso.

Alguns autores (18,19) afirmam que o processo de
transi¢do demografica e econdmica ao qual estdo submetidos
muitos paises em desenvolvimento, como o Brasil, contribui
para mudangas no padrdo alimentar, tais como uma tendéncia
a uma dieta densa em energia, rica em gordura saturada e
carboidratos refinados, além de um baixo consumo em
carboidratos complexos e fibras. Desta forma, o predominio
dessa dieta e ainda o declinio progressivo da atividade fisica,
ambos decorrentes da mudanga da zona rural para urbana,
estariam possivelmente contribuindo com excesso de peso nos
individuos procedentes da zona rural integrantes da amostra.

Com relacdo as variaveis escolaridade e renda, foi
observado que 0 excesso de peso em relagdo a escolaridade

apresentou associagdo negativa entre as mulheres e positiva
entre os homens, enquanto que em relagcdo a renda a
associacdo, em ambos 0s sexos, mostrou-se positiva, apesar
de estatisticamente significante apenas no sexo masculino.
Monteiro, Conde e Popkin (20), em estudo realizado também
na regido Nordeste do Brasil em 2001, encontraram resultados
bem semelhantes. Os autores relataram na época, que a
obesidade feminina mostrava associacao positiva com a renda
e negativa com a escolaridade, enquanto a obesidade masculina
apresentava associacao positiva apenas com a renda.
Segundo Sobal & Stunkard, 1989 (7), uma possivel
explicacéo para tal comportamento no sexo masculino, seria
amenor disponibilidade de alimentos e a maior atividade fisica
encontrada entre 0os homens de menor renda, o que estaria
possivelmente associado as suas precarias condicOes de
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trabalho. Por outro lado, a associagdo negativa vista entre
escolaridade e excesso de peso, como a encontrada nas
mulheres, assemelhava-se ao padrdo observado em paises
desenvolvidos, sendo facilmente explicada pela relacéo
existente entre o nivel de escolaridade e os conhecimentos
sobre alimentacdo, controle do peso corporal e pratica de
atividade fisica. (7).

Na analise das variaveis socioecondmicas e do domicilio,
apenas trés das oito variaveis estudadas nao apresentaram
associacdo com o risco de excesso de peso. Todas as outras
variaveis analisadas evidenciam que pequenas melhorias nas
condi¢des de moradia e na aquisi¢ao de bens de consumo estdo
associadas ao maior risco de excesso de peso. A esse respeito,
vale lembrar que mais de 80% da populacéo estudada subsistia
com renda familiar bruta igual ou inferior a um salario minimo,
constituindo um grupo homogéneo dentre os individuos de
muito baixa renda. Desse modo, mesmo dentro desse grupo
tdo semelhante, foi possivel identificar um diferencial
importante quanto a ocorréncia de excesso de peso e condi¢des
de moradia.

Em uma revisdo com 144 estudos publicados até a década
de 1980, foi observado que, nos paises desenvolvidos,
marcadores diversos de posi¢do socioecondémica apresentavam
associacdo inversa com a prevaléncia de obesidade entre
mulheres e auséncia de associacdo no sexo masculino. Ao
contrario, em paises menos desenvolvidos, observava-se
relacdo direta entre posicdo socioeconémica e obesidade em
ambos o0s sexos (7). Mc Laren, 2007 (8) em recente revisdo
encontrou tendéncia semelhante & anterior, onde entre as
mulheres de paises de médio a baixo indice de desenvolvimento
humano a associag&o positiva entre condi¢des socioecondmicas
e obesidade foram mais comuns, enquanto para 0 sexo
masculino as associa¢6es foram ndo significantes. No entanto,
Mc Laren obteve que para alguns indicadores, tais como
educacdo e ocupacdo, a associacdo foi mais negativa que
positiva, sugerindo que talvez o padréo social de distribui¢cdo
de peso estivesse em transi¢do. Monteiro et al. (9) em revisdo
com 14 estudos relacionando obesidade e condigBes
socioecondmicas em paises em desenvolvimento encontraram
uma tendéncia ainda de associacéo positiva no sexo masculino
(em 7 dos 14 estudos), enquanto entre as mulheres a maioria
dos estudos revelaram uma associacdo inversa estatisticamente
significante.

O presente estudo evidencia entdo que melhorias nas
condic¢Bes socioecondmicas, tais como nas condicBes de
moradia, em popula¢des de baixa renda tendem a se comportar
como fator de risco para excesso de peso em ambos 0s Sexos,
enquanto que a educacéo se comporta como fator protetor no
sexo feminino e a renda como fator de risco do sexo masculino.
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RESUMEN. Histéricamente, el monitoreo nutricional de los pro-
gramas de ayuda nutricional infantil ha utilizado indicadores de peso-
edad y talla-edad para detectar deficiencias nutricionales. Reciente-
mente, dado el aumento de la obesidad infantil se ha recomendado
también incorporar mediciones de peso-talla y de circunferencia de
cintura. Sin embargo, en preescolares no esta claro cual es el grado
de concordancia existente entre estos indicadores. Los objetivos de
este articulo son: reportar el estado nutricional de nifios beneficia-
rios de la Junta Nacional de Jardines Infantiles de Chile y evaluar la
concordancia entre medidas antropomeétricas de obesidad general y
obesidad central en este grupo. En 574 nifias y 580 nifios entre 3,0 y
5,9 afios de edad se midi6 peso, talla, circunferencia de cintura y de
caderay 5 pliegues. Los puntajes Z se estimaron segun los estandares
de crecimiento OMS 2006. Se definié obesidad general como Z P/T
0 Z IMC/E >+ 2DE y obesidad central como circunferencia de cin-
tura > percentil 90 para el sexo y la edad segin NHANES IlI. La
prevalencia de obesidad fue cercana al 16% con ambos indicadores,
mientras que la de obesidad central fue 15%. La concordancia entre
indicadores antropométricos de obesidad general y central fue bue-
na (Kappa entre 0,6 y 0,7). En conclusién, en nifios beneficiarios de
un programa de ayuda social chileno se encontr6 una alta prevalen-
cia de obesidad y obesidad central. En este grupo, existe una buena
concordancia entre indicadores antropométricos de obesidad gene-
ral y obesidad central, lo que sugiere que no se justificaria la incor-
poracién de mediciones de circunferencia de cintura al monitoreo
nutricional del programa.

Palabras clave: Estado nutricional, antropometria, obesidad, obe-
sidad central, preescolares, Chile, nifios de bajos recursos.

Esta investigacion fue financiada por la Fundacién Nacional Chilena para
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SUMMARY. Nutritional status of preschool children attending
the Chilean National Nursery Schools Council Programs
(JUNJI): assessment of the agreement among anthropometric
indicators of obesity and central obesity. Historically, the
anthropometric assessment of nutritional welfare programs has been
targeted to assess nutritional deficiencies based on weight-to-age
and height-to-age indicators. Recently, given the increase on
childhood obesity, it has been also recommended the measurement
of indicators of obesity (i.e. weight-to-height) and central obesity
(i.e. waist circumference). However, the agreement of these indicators
in preschool children is unclear. The aims of this study were: 1)
assess the nutritional status of children attending the Chilean National
Nursery Schools Council Program (JUNJI); 2) assess the agreement
between general and central obesity anthropometric measurements
in these children. In 574 girls and 580 boys, 3.0 to 5.9 years old, we
measured: weight, height, waist and hip circumference, and five
skinfolds. We used the WHO 2006 growth standards to estimate Z-
scores. We defined general obesity as WHZ or BAZ= 2, and central
obesity as waist circumference > 90 percentile of NHANES I11. The
participants were on average slightly shorter but considerably heavier
and obese than the reference populations. Prevalence of general
obesity was close to 16% with both indicators while prevalence of
central obesity reached 15%. There was good agreement among
general obesity indicators and central obesity indicators (Kappa =
0.6-0.7). In summary, we found a high prevalence of obesity and
central obesity among Chilean preschool children beneficiaries of a
welfare program. At this age, there was a good agreement among
general obesity indicators and central obesity indicators. These
results suggest that waist circumferences measurements should not
be incorporated to the program.

Key words: Nutritional status, anthropometry, waist, obesity, central
obesity, preschool children, Chile, low income children.
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INTRODUCCION

La obesidad infantil es un importante problema de salud
publica, tanto en paises desarrollados como en aquéllos en
vias de desarrollo. Actualmente, en las Américas uno de cada
10 nifios es obeso y se estima que para el 2010 esta cifra ha-
bra aumentado a 1 de cada 7 nifios (1). La obesidad en la
infancia tiene un impacto significativo sobre la salud, pues no
solo se asocia a aparicion temprana de resistencia a insulina,
dislipidemia, disfuncion endotelial y diabetes tipo 2 (2,3) sino
que también a mayor riesgo de presentar obesidad en la ado-
lescencia y la etapa adulta (4).

La antropometria y las referencias de crecimiento son las
herramientas mas sencillas y de bajo costo para evaluar el
estado nutricional. En nifios, los indicadores antropométricos
mas utilizados se basan en peso y estatura, como peso para la
tallay talla para la edad. Recientemente para unificar los cri-
terios con los utilizados en adultos, también se esta utilizando
el indice de masa corporal (IMC; peso/talla?). Estos
indicadores sin embargo, tienen la limitante que no diferen-
cian tejido graso de tejido muscular y, lo que es ain mas rele-
vante, no dan cuenta de la distribucion de la grasa corporal
(5). En escolares, adolescentes y adultos, la circunferencia de
cintura se ha propuesto como una medida indirecta de obesi-
dad central (6,7) ya que se correlaciona bien con masa grasa
abdominal (subcutanea e intraabdominal) y con riesgo
cardiovascular(8,9). El uso de este indicador para monitorizar
el estado nutricional de poblaciones es atractivo dada la sen-
cillez de su medicion, sin embargo es poco probable que su
uso cambiaria el manejo clinico en pacientes ya diagnostica-
dos con sobrepeso (10). Cuanto aportaria el uso de circunfe-
rencia de cintura por sobre el uso de IMC en la identificacion
de personas en riesgo cardiometabolico es particularmente du-
doso en la edad preescolar donde la evidencia existente en
relacion a su correlacion con grasa abdominal y riesgo
cardiovascular es escasa e inconsistente.

En Chile, la obesidad es el problema nutricional mas rele-
vante en todas las edades y todos los estratos socio-economi-
cos (11,12), y su disminucion, especialmente en los nifios
menores de 6 afios, es uno de los objetivos sanitarios del Mi-
nisterio de Salud para el periodo 2000-2010 (13). La Junta
Nacional de Jardines Infantiles (JUNJI) es una institucion del
Estado de Chile creada para entregar educacion parvularia
integral de calidad y alimentacion a nifios en situacion de po-
breza. Como parte de las actividades rutinarias del programa,
cada 3 meses se mide el peso y la talla de todos los nifios lo
que permite no sdlo monitorizar el estado nutricional de los
preescolares de bajos ingresos de todo el pais, sino que tam-
bién evaluar la respuesta a cualquier intervencion que se
implemente a nivel local o del pais. En el afio 2005, uno de
cada 10 nifios asistentes a la JUNJI era obeso (evaluados por
peso/talla), sin embargo no se recolectan otras mediciones

antropométricas que proporcionen informacion sobre la dis-
tribucion de grasa corporal, especificamente sobre la preva-
lencia de obesidad central (14). La JUNJI podria incorporar a
sus evaluaciones mediciones de circunferencia de cintura, pero
antes de hacerlo es importante no solo validar la medicion
sino también tener una estimacion de como se afectarian los
porcentajes de nifios detectados con obesidad u obesidad cen-
tral. Por lo tanto, los objetivos de este articulo son: 1) reportar
el estado nutricional de preescolares beneficiarios de la JUNJI;
2) evaluar la concordancia entre medidas antropométricas de
obesidad general y obesidad central en estos nifios, para va-
lorar el posible impacto de la incorporacién de estas medi-
ciones antropométricas en el programa de monitoreo
nutricional. Los resultados sobre la validacion de circunfe-
rencia de cintura como predictor de riesgo cardiovascular en
esta poblacién se reportaran en otro articulo (15).

MATERIALES Y METODOS

Sujetos: La muestra de este estudio fue seleccionada a
partir del universo de nifios de 3,0 a 5,9 afios que asistian a
jardines infantiles JUNJI (n=54) de 6 comunas del area Sur
de Santiago, Chile cuyas caracteristicas socio-demograficas
y situacion nutricional era representativa de los beneficiarios
del programa a nivel nacional. Fueron invitados a participar
en este estudio todos los nifios que cumplieron con los crite-
rios de inclusion siguientes: estar matriculado en el jardin en
septiembre del 2006, no ser hijo de embarazo gemelar, haber
nacido entre las 37-42 semanas de edad gestacional, haber
tenido un peso al nacer >2500 g. (en Chile, menos del 5% de
los recién nacidos pesa <2500 g al nacer) (16) y ausencia de
condiciones fisicas o fisioldgicas que pudieran afectar seve-
ramente el crecimiento. Los apoderados de 1154 nifios (~85%
del total elegible) accedieron a que sus hijos participaran en
este estudio. Los preescolares participantes de este estudio
no difirieron significativamente con los nifios elegibles que
no participaron en el estudio, en términos de edad (43,1 vs.
42,1 meses), sexo (49,7 vs. 48,4% nifias), antropometria al
nacer (3471 vs.3372 g; 50,7 vs. 49,7 cm.) y a los 4 afos de
edad (17,9 vs. 18,5 kg; 104,1 vs. 105,1 cm.)

Este estudio fue aprobado por la directora general de la
JUNJI y el Comité de Etica del Instituto de Nutricion y Tec-
nologia de los Alimentos de la Universidad de Chile.

Mediciones antropomeétricas. La evaluacion del estado
nutricional y de la composicion corporal se hizo con
antropometria y se midio: peso, talla, pliegues (subescapular,
triceps, biceps, suprailiaco y abdominal) y circunferencias
(cintura, caderay pantorrilla). Estas mediciones fueron reali-
zadas por tres nutricionistas (estandarizadas) con ayuda de
un codificador. Todas las mediciones se hicieron en los nifios
con el minimo de ropa, siguiendo el mismo protocolo. El
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peso fue medido con una balanza portatil SECA modelo 770,
con capacidad de 200 Kg. y precision de 100 g. La talla se
midio con un estadiometro portatil HARPENDEN modelo 603,
con capacidad de 200 cm y precision de 0,1 cm. Los pliegues
se determinaron con un caliper Lange con capacidad de 67
mm y precision de 1 mm. Con el dedo pulgar e indice se tomo
el pliegue cutaneo del lado derecho del cuerpo, las medicio-
nes en cada pliegue se realizaron por triplicado y como medi-
dafinal, se considero el promedio de las tres mediciones. Las
circunferencias fueron tomadas con una cinta LUFKIN
W606PM con capacidad de 200 cm 'y una precision de 0,1
cm. La cintura fue medida en el punto medio entre la Gltima
costilla y la cresta iliaca derecha; la cadera en la parte mas
amplia de la region glatea, a nivel del trocanter mayor; y la
pantorrilla en el punto de circunferencia maxima de ésta.

Evaluacion del estado nutricional y de la composicion
corporal. En los nifios menores de 61 meses los puntajes Z de
peso para la edad (P/E), talla par la edad (T/E), peso para la
talla (P/T), indice de masa corporal para la edad (IMC/E) y de
los pliegues triceps y subescapular se calcularon con el soft-
ware WHO Anthro 2005 (17), siguiendo los nuevos estandares
de crecimiento OMS 2006 (24). Hubo 24 (2,0%) nifios ma-
yores de 61 meses en los que los puntajes Z se calcularon con
el software WHO 2007 SAS macro package (18), siguiendo
las nuevas referencias OMS 2007 para nifios de 5 a 19 afios
(19). En estos nifios no fue posible estimar los puntajes Z de
peso para la talla ya que en la referencia no se encontraba
disponible.

El estado nutricional se clasificd como sigue: bajo peso (Z
P/E por debajo de -2 desviaciones estandar (DE), emaciacion
(ZPIT 6 ZIMCIE por debajo de -2 DE), talla baja (Z T/E por
debajo de -2 DE), talla alta (Z T/E por arriba de +2 DE),
sobrepeso (Z P/T 6 Z IMC/E por arriba de +1 DE), obesidad
(ZP/T 6 Z IMCIE por arriba de +2 DE) y la normalidad fue
considerada entre -1,99 y +0,99 DE para todos los indicadores
excepto para la talla (normalidad T/E entre -1,99 DE y +1,99
DE). Las medianas de los pliegues fueron comparadas con la
mediana del estandar OMS 2006 (19).

El porcentaje de grasa se calculé con una formula predictiva
antropométrica validada en nifios preescolares (3-4 afios) asis-
tentes a la JUNJI utilizando dilucion isotopica (20). La ecua-
cion utiliza edad, sexo, peso, circunferencia de pantorrilla y
los pliegues tricipital y bicipital. Los porcentajes de grasa ob-
tenidos fueron comparados con los promedios normativos de
la Academia Americana de Pediatria (21).

Se definid obesidad central cuando la circunferencia de
cintura se encontraba igual o por sobre el percentil 90, para el
sexo y la edad, segun la referencia de la Tercera Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion de los Estados Unidos
(NHANES I11) (6). Los valores correspondientes al percentil
90 segln edad y sexo se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1
Percentil 90 de circunferencia de cintura, punto de corte
tomado para definir obesidad central, por edad y sexo
de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
de los Estados Unidos (NHANES I11) (6)

Edad Cintura P90 Cintura P90
(afios) (cm) (cm)
Nifias Nifios
3,0-3,99 55,3 54,2
4,0-4,99 58,3 57,6
5,0-5,99 61,4 61,0

P90, Percentil 90

Andlisis estadistico. Se aplico el test de Shapiro Wilk para
evaluar la normalidad de las variables, previa verificacion de
datosy presencia de valores extrafios (outliers). Se reportan
la mediana y rango intercuartil (RI) de todas las variables
para describir la muestra, dada la alta frecuencia de variables
sin distribucion normal. Para evaluar las diferencias entre ni-
fios y nifias se aplicé el test T-Student (variables con distribu-
cién normales) y Mann-Whitney (variables con libre distri-
bucion) y se considerd significativo un p<0,05.

Se determind la prevalencia de bajo peso, emaciacion, ta-
Ila baja, talla alta, sobrepeso, obesidad y normalidad; las di-
ferencias por sexo se evaluaron utilizando el test Chi cuadra-
do 0 el test exacto de Fisher, segun correspondid y se consi-
dero significativo un p<0.05. La concordancia entre obesi-
dad general y obesidad central fue calculada con el indice
Kappa de Cohen. Usualmente valores <0,20 son considera-
dos como concordancia pobre, 0,21-0,40 insuficiente, 0,41-
0,60 moderada, 0,61-0,80 buenay 0,81-1,00 muy buena (22).
Los analisis de datos se hicieron con el paquete estadistico
para las ciencias sociales (SPSS) version 11.5 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, USA 2002).

RESULTADOS

Se evaluaron 1154 nifios (580 nifios, 574 nifias) entre 3,0-
5,9 afios de edad. Las caracteristicas antropomeétricas de la
muestra se presentan en la Tabla 2. La edad promedio de los
participantes fue un poco mas de 4 afios, sin diferencias entre
nifias y nifios (p>0,05). La talla fue mayor en los nifios que en
las nifias, asi como, el tejido muscular y la circunferencia de
cintura (p<0,05). Por el contrario, los pliegues cutaneos, el
porcentaje de grasa y la circunferencia de cadera fueron ma-
yores en las nifias (p<0,05). Otros indicadores antropométricos
no fueron significativamente diferentes por sexo (p>0,05).
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TABLA 2
Caracteristicas antropométricas de 1154 preescolares asistentes en el afio 2006 a jardines
infantiles de la Junta Nacional de Jardines Infantiles de Chile, por sexo

Total Nifias Nifios
- n=1154 n=574 n= 580 "
Variable Mediana Mediana Mediana P
(RI) (RI) (RI)
Edad (afios) 4,3 4,3 43
(4,1-4,5) (4,1-4,5) (4,1-4,5) 0,91
Peso (kg) 17,9 17,7 18,0
(16,5-19,7) (16,4-19,7) (16,6-19,8) 0,19
Talla (cm) 104,1 103,9 1043
(101,2-107,2) (100,9-106,8) (101,4-107,6) 0,01
indice de masa corporal (kg2/m) 16,5 16,5 16,5
(15,6-17,6) (15,5-17,7)  (15,6-17,5) 0,77
Circunferencia de Pantorrilla (cm) 22,6 22,6 22,6
(21,6-23,8) (21,6-23,7) (21,6-23,8) 0,66
Circunferencia de Cintura (cm) 52,8 52,6 53,0
(50,8-55,2) (50,6-55,1) (51,0-55,3) 0,04
Circunferencia de Cadera (cm) 57,7 58,0 57,3
(55,5-60,7) (56,1-61,2)  (55,0-60,2) <0,0001
Relacion cintura/cadera 0,91 0,91 0,92
(0,25-0,94) (0,88-0,93)  (0,90-0,95) <0,0001
indice Cintura/Talla 0,51 0,51 0,51
(0,49-0,53) (0,49-0,53) (0,49-0,53) 0,49
Pliegue subescapular (mm) 6,0 6,5 55
(5,0-7,3) (5,5-8,0) (5,0-6,8)  <0,0001
Pliegue tricipital (mm) 8,5 9,0 8,0
(7,0-10,7)  (7,8-11,3) (7,0-9,8)  <0,0001
Pliegue bicipital (mm) 4,3 4,7 4,2
(3,5-5,7) (3,8-6,0) (3,3-5,3)  <0,0001
Pliegue abdominal (mm) 8,0 8,8 7,0
(6,3-10,5)  (7,0-11,3) (5,8-9,3)  <0,0001
Pliegue suprailiaco (mm) 7,2 8,0 6,8
(6,0-9,8) (6,5-10,8) (5,5-8,6)  <0,0001
Tejido graso (kg) 3,9 4,2 3,7
(3,3-4,8) (3,6-5,1) (3,1-4,4)  <0,0001
Tejido muscular (kg) 13,9 13,5 14,3
(13,0-15,0) (12,7-145) (13,3-15,4) <0,0001
Masa Grasa (%) 22,1 23,8 20,5
(19,9-24,9) (21,8-26,5) (18,7-22,7) <0,0001
Z Peso/Talla 0,86 0,86 0,87
(0,23-1,60) (0,22-1,60) (0,23-1,59) 0,92
Z Talla/Edad -0,22 -0,20 -0,24
(-0,79-0,40) (-0,75-0,36) (-0,84-0,46) 0,81
Z Peso/Edad 0,43 0,41 0,46
(-0,15-1,13) (-0,14-1,09) (-0,18-1,17) 0,65
Z IMC/Edad 0,86 0,84 0,89
(0,23-1,57) (0,21-1,54) (0,23-1,60) 0,36
Z Triceps/Edad 0,17 0,22 0,15
(-0,41-1,05) (-0,38-1,07) (-0,42-0,99) 0,19
Z Subescapular/Edad 0,19 0,29 0,09
(-0,57-1,09) (-0,46-1,11) (-0,61-0,98) 0,02
Peso/Edad < -2 DE (%) , , , 0,95
Talla/Edad < -2 DE (%) 2,1 2,1 2,1 0,99
Peso/Talla > +1 DE (%) 22,7 25,1 20,3 0,56
Peso/Talla > +2 DE (%) 15,8 15,3 16,2 0,68
Talla/Edad > +2 DE (%) 09 0,5 1,2 0,82

Los n varian levemente para algunas de las mediciones, , Diferencias por sexo, RI, rango intercuartil (Percentil 25-Percentil 75)
indice de Masa Corporal (IMC= peso/talla?), Masa grasa (%), seglin férmula predictiva antropométrica que utiliza edad, sexo,
peso circunferencia de pantorrilla y los pliegues triceps y biceps (27). Puntajes Z estimados en base a OMS 2006.
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Al ser comparados con los estandares de crecimiento de
la OMS, tanto las nifias como los nifios tuvieron un promedio
menor de talla (Z T/E= -0,22), pero mayor de peso (Z P/
E=0,43). En promedio, los participantes tuvieron mayor adi-
posidad que las poblaciones de referencia al utilizar como
indicador el IMC (IMC/E=0,86) y el porcentaje de grasa cor-
poral (22,1% versus 17,0% en AAP 1988) y en menor medida
al utilizar como indicador los pliegues de triceps (Z=0,17) y
subescapular (Z=0,19). La circunferencia de cintura también
fue mayor que la mediana de la poblacién de referencia (51,1

cm para uno u otro sexo) (11). En esta muestra no se registré
emaciacion, mientras que la prevalencia de bajo peso y de baja
talla estuvo por debajo de lo esperado en una distribucién nor-
mal (0,2% y 2,1% versus 2,3%), sin diferencias por sexo
(p>0,05). En contraste, solo el 50% de los nifios estudiados
tuvieron un P/T dentro de los rangos de normalidad, mientras
que la prevalencia de sobrepeso alcanzé un 29% vy la de obesi-
dad fue cercana al 16%. La prevalencia de talla alta fue de 0,5%
en nifias y 1,2% en nifios (p>0,05). En general, el estado
nutricional no fue significativamente diferente por sexo (p>0,05).

FIGURA 1
Prevalencia de obesidad general (seglin peso para la talla e indice de masa corporal para la edad), y obesidad central
en 1154 preescolares asistentes en el afio 2006 a jardines infantiles de la Junta Nacional de Jardines Infantiles
de Chile, por sexo
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O Obesidad General P/T

Obesidad general segtin P/T: peso para la talla > +2 DE, OMS 2006.

O Obesidad General IMC

B Obesidad Central

Obesidad general segtin IMC: indice de masa corporal para la edad > +2 DE, OMS 2006.

Obesidad central: circunferencia de cintura > Percentil 90, NHANES 111 (11).

No hubo diferencias significativas (p>0,05) entre: las prevalencias de obesidad general P/T e IMC; entre las prevalencias de obesidad general
segln P/T e IMC y obesidad central; entre las prevalencias de obesidad general y central por sexo.

La prevalencia de obesidad general segin P/T e IMC/E, y
la prevalencia de obesidad central se presentan en la Figura 1.
En el total de la muestra, asi como en las nifias, la prevalencia
de obesidad general fue menor al utilizar IMC/E que P/T (15,5
vs 15,8y 13,8 vs 15,3% respectivamente), mientras que en los
nifios se observo lo opuesto (17,2 vs 16,2%), sin embargo es-
tas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p>0,05). Tanto en nifias como en nifios, la prevalencia de
obesidad central fue inferior que la de obesidad general segin
los dos indicadores, aunque estas diferencias no fueron signi-
ficativas (p>0,05).

La concordancia entre los indicadores antropométricos
utilizados para diagnosticar obesidad general y obesidad cen-
tral se presentan en la Tabla 3.

En ambos sexos, las concordancias entre los indicadores
de obesidad general (P/T e IMC) y obesidad central fueron
buenas (Kappa entre 0,6 y 0,7).

DISCUSION

El exceso de peso es el principal problema nutricional de
los preescolares evaluados en este estudio. En el analisis se
aplicaron diferentes indicadores de obesidad general y obesi-
dad central, y se compararon con referencias internacionales,
evidenciando que esta poblacion se encuentra desplazada ha-
cia la adiposidad. Se encontrd una alta prevalencia tanto de
obesidad general como de obesidad central y se demostré que
a esta edad, el indice de concordancia entre ambos diagnds-
ticos es bueno.
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TABLA 3
Indice de concordancia (Kappa de Cohen), entre indicadores de obesidad general y obesidad central en 1154 preescolares
asistentes en el afio 2006 a jardines infantiles de la Junta Nacional de Jardines Infantiles de Chile, por sexo

Obesidad General: Obesidad General:
Peso/Talla IMC/Edad
NO Sl NO Sl
Total (N=1129) (N=1153)
NO N (%) 908 (80,4) 56 (5,0) 933 (80,9) 53 (4,6)
Obesidad
central: SI N (%) 43 (3,8) 122 (10,8) 41 (3,6) 126(10,9)
Kappa=0,66 Kappa=0,68
(p<0,001) (p<0,001)
Nifias ( N=563) (N=574)
NO N (%) 461 (81,9) 27 (4,8) 477 (83,1) 22 (3,8)
Obesidad
central: SI N (%) 16 (2,8) 59 (10,5) 18 (3,1) 57 (9,9)
Kappa=0,69 Kappa=0,70
(p<0,001) (p<0,001)
Nifios (N=566) (N=579)
NO N (%) 447 (79,0) 29 (5,1) 456 (78,8) 31(5,4)
Obesidad
central: SI N (%) 27 (4,8) 63 (11,1) 23 (4,0) 69 (11,9)
Kappa=0,63 Kappa=0,66
(p<0,001) (p<0,001)

Obesidad general seglin P/T: peso para la talla > +2 DE, OMS 2006.
Obesidad general segun (IMC/E): indice de masa corporal para la edad > +2 DE, OMS 2006.
Obesidad central: circunferencia de cintura > Percentil 90, NHANES 111 (11).

Para comparar el estado nutricional de nuestra poblacion
se utilizo el nuevo estandar de crecimiento y desarrollo infan-
til de la OMS, que describe como los nifios deben crecer en
un ambiente dptimo, mas que definir como los nifios crecen
en un lugar y tiempo especifico (18). Con este estandar se
encuentra que la obesidad es un serio problema de salud para
estos preescolares, siendo la desnutricion casi inexistente.
Estos resultados son concordantes con lo observado en esco-
lares, adolescentes, y adultos chilenos (11, 12), ubicando a la
poblacién Chilena en una fase de post-transicion nutricional.

El IMC es una medida de peso ajustada por estatura y por
ende, es un método facil, econémico, no invasivo y factible
de medir a nivel poblacional (23). Aldn cuando el IMC no
distingue entre masa grasa y masa libre de grasa, maltiples
estudios han mostrado que se correlaciona con medidas di-
rectas de adiposidad y con factores de riesgo cardiovasculares
(24-26). Actualmente, el IMC es la herramienta mas utilizada
para evaluar la obesidad en adultos, y recientemente, se ha
empezado a generalizar su uso en la evaluacion nutricional
infantil. Sin embargo, dado que los nifios se encuentran en
pleno crecimiento, los valores limite del IMC varian con la
edad y con el sexo, por lo que para definir el estado nutricional

se deben comparar las mediciones contra una poblacién de
referencia. En el caso de obesidad infantil las referencias y
valores limite més utilizados son: la del Centro de Control de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) (Z IMC =
percentil 95) (27), la del International Obesity Task Force
(IOTF) (percentiles de IMC para la edad y sexo asociados al
corte de sobrepeso y la obesidad del adulto 25 y 30 kg/m?) (28)
y la de OMS 2006, que es la utilizada en este estudio (18). De-
pendiendo de la definicion que se utilice la prevalencia de obe-
sidad puede variar de forma importante (29), lo que complica la
comparacion de resultados entre diferentes estudios.
Numerosos estudios reportan que adiposidad central en
nifios escolares y adolescentes se asocia con mayor riesgo
cardiovascular (8,9); sin embargo, en preescolares esta aso-
ciacion ain no es clara. El indicador antropométrico mas uti-
lizado para definir obesidad central es la circunferencia de
cintura. Diferentes sitios anatomicos han sido usados para
medir la circunferencia de cintura, pero los sitios mas utiliza-
dos son el punto medio entre la Gltima costilla y la cresta
iliaca, la parte mas estrecha de la cintura y la medida de la
cintura a nivel del ombligo (10). Recientemente, en una po-
blacion de nifios britanicos se encontr6 que existe una alta
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correlacion entre los 3 métodos mas utilizados para medir cir-
cunferencia de cintura (30). Sin embargo, para poder hacer
una recomendacion definitiva es necesario comparar los dife-
rentes métodos contra un estandar de oro de distribucion de
grasa corporal (Ej. Resonancia Nuclear Magnética) o contra
indicadores funcionales como factores de riesgo
cardiovascular. El indice cintura-talla mayor a 0,5 también
ha sido propuesto como indicador de obesidad central y
predictor de riesgo cardiovascular (31), sin embargo, en ni-
fios menores de 6 afios, este valor limite podria sobrestimar el
numero de nifios considerados en riesgo (7). Un ejemplo de
esto, es que si se hubiera utilizado este valor limite en la pre-
sente muestra, el 70% de los nifios hubiera sido calificado
con obesidad central (en contraste con el 14,5% detectado
utilizando solo circunferencia de cintura).

En este estudio, se encontrd buena concordancia entre los
indicadores antropométricos de obesidad general (P/T, IMC/
E) y obesidad central (cintura > P90). La maduracion y evo-
lucion de las diferentes partes del cuerpo humano no se pro-
ducen siempre de una forma arménica, por lo que la propia
morfologia del preescolar podria explicar el hecho que la cir-
cunferencia de cintura no esté midiendo distribucién de grasa
corporal a esta edad (32,33). En analisis realizados en una
submuestra de estos nifios utilizando indicadores inflamatorios
y de riesgo cardio-metabdlicos se encontré que el IMC y la
circunferencia de cintura predicen de forma muy similar el
riesgo cardiovascular lo que apoyaria esta hipotesis (15). Un
estudio de nifios preescolares brasilefios de bajos ingresos tam-
bién ha reportado que la circunferencia de cintura no es un
buen predictor de riesgo cardiovascular medido por perfil
lipidico y presién sanguinea (34). Otros estudios realizados
en diferentes poblaciones de nifios preescolares son necesa-
rios para confirmar estos hallazgos. Actualmente, en la JUNJI
se realizan mediciones de peso y talla que facilmente podrian
utilizarse para calcular el IMC de los nifios; adicionalmente,
las mediciones de talla permitirian tener una idea mas detalla-
da del estado nutricional de los nifios. En contraste, si se in-
corporara la medicién de cintura al programa de la JUNJI, se
tendria que sensibilizar, capacitar y estandarizar a todo el per-
sonal en la toma de esta medicién. Se considera que este es-
fuerzo no se justifica ya que estos resultados indican que al
medir obesidad con IMC, s6lo el 4% de los nifios con obesi-
dad central no serian detectados.

En conclusion, en la presente muestra se encontré una alta
prevalencia de obesidad general y obesidad central. Esto es
relevante desde un punto de vista de salud publica, dado que
la obesidad se asocia a diversas complicaciones bioldgicas,
psicolégicas y sociales en esta etapa y existe el riesgo que se
perpetle en la etapa adulta. En este estudio se demuestra que
la obesidad y obesidad central tienen buena concordancia a
esta edad, por lo que no se justificaria la incorporacion de
mediciones de circunferencia de cintura en el programa. En

cambio, el programa deberia focalizarse en asegurar la cali-
dad de las mediciones de peso y talla que se realizan y en la
implementacion de los estandares de crecimiento de la OMS
como parte central del monitoreo del estado nutricional de
los beneficiarios. El contar con un adecuado sistema de
monitoreo del estado nutricional es el paso inicial para eva-
luar modificaciones en la dieta y/o en el componente de acti-
vidad fisica y/o en los contenidos educacionales, etc. que se
implementen en el programa para revertir la epidemia de obe-
sidad de los nifios beneficiarios.
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de diferentes niveles asistenciales
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RESUMEN. Los objetivos de este estudio fueron evaluar la
prevalencia de desnutricion a través de la Mini Encuesta Nutricional
del Anciano (MNA) en la poblacién mayor de Lleida (Catalufia) de
diferentes niveles asistenciales y valorar si dicha escala es un buen
método de monitorizacion en nuestro medio. Para ello se disefié un
estudio transversal en el que se incluyeron personas de ambos sexos,
igual o mayores de 65 afios, procedentes del centro de salud, del
hospital de agudos de la residencia asistida y de centros socio-
sanitarios. Se utilizd la MNA en su version corta (cribado) y version
integra (MNA total). Este cuestionario esta disefiado para la valoracion
nutricional de los individuos mayores tanto a la admision en hospitales
e instituciones como para la monitorizacion durante su estancia. Se
incluyeron 398 individuos (184 hombres), con una edad media de
77 afios. Segun las categorias de la MNA, la prevalencia de
desnutricion del total de la muestra fue del 22,6% y de riesgo de
desnutricion del 35,4%. La MNA ha sido validada en nuestro medio
obteniendo una sensibilidad del 77% y una especificidad del 70%.
Se podria afirmar como conclusién que existe una elevada prevalencia
de riesgo de desnutricion y desnutricion establecida en Catalufia
sobretodo en los centros socio-sanitarios y en el servicio de medicina
interna del hospital de agudos. Los resultados son similares a otros
estudios contrastados. La MNA es una herramienta Gtil para el
monitoreo nutricional en los distintos niveles asistenciales tanto en
el cribado como en su version integra.

Palabras clave: Nutriciéon, Mini encuesta Nutricional del Anciano
(MNA), centros asistenciales, personas mayores.

INTRODUCCION

En la actualidad, Espafia posee una de las mas altas
expectativas de vida: 78 afios en hombres y 84 afios en mujeres.
El principal objetivo es que esta mayor expectativa de vida
vaya acompafiada de una mayor esperanza de salud y calidad
de vida. Es por ello que cada vez adquieren mayor importancia
los problemas de salud de la gente mayor. Entre dichos
problemas esta la desnutricion que es considerada uno de los
grandes sindromes geriatricos.

Una realidad actual es que no existen recursos disponibles
para evaluar el estado de nutricién de todos los pacientes que
acuden a los diferentes centros asistenciales. Por ello, se

Proyecto subvencionado por el Vicerrectorado de Investigacion de la
Universidad de Lleida
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SUMMARY. Nutritional status of Catalonia’s elderly people
with different health care needs. The aims of this study were to
assess the prevalence of malnutrition through the Mini Nutritional
Assessment (MNA) in the elder population of Lleida (Catalonia)
from different levels of care and to determine if that scale is a good
way of monitoring our population. A cross-sectional study was
designed. It included men and women of 65 years or more users of
primary health care centre, the acute hospital, nursing home and
health and assisted social services. The MNAwas used in your short
form (MNA-SF) and MNA total (MNA). This questionnaire is
designed to screen the nutritional status of elderly people, when
they arrived to the hospital and during their stay. Three hundred and
ninety-eight individuals (184 men) were included aging 77 on
average. According to the categories of the MNA, the prevalence of
malnutrition of the total sample was 22.6% and risk of malnutrition
of 35.4%. The MNA has been validated in our population getting a
sensitivity of 77% and specificity of 70%. In conclusion, it can be
affirmed that there was a high prevalence of undernourishment,
foremost in health and social care services and in the medicine service
of acute hospital. The MNA is a useful tool for monitoring nutritional
care at different levels in both the short form and in total form.
Key words: Nutrition, Mini Nutritional Assessment, health care
services, elderly.

deberia utilizar herramientas de cribado que permitan llevar
a cabo una valoracidn inicial encaminada a detectar
precozmente los pacientes desnutridos o en riesgo de
desarrollar desnutricién para remitirlos a una valoracion
nutricional méas especifica e instaurar, si es preciso, un plan
de tratamiento nutricional. En definitiva, seleccionar
rigurosamente los pacientes que se pueden beneficiar de un
tratamiento nutricional (1,2).

La Mini encuesta Nutricional del Anciano (MNA) fue
disefiada para ser un instrumento rapido, econémico y no
invasivo para el monitoreo nutricional de las personas mayores
tanto en el ingreso como durante la estancia en hospitales o
instituciones (3). La encuesta ha sido utilizada en hospitales,
en cuidados domiciliarios, en residencias geriatricas y en la
comunidad, tal y como se puede ver en la Tabla 1 (4-38).
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TABLA 1
Estado nutricional en la poblacion mayor de diferentes niveles asistenciales

Nivel Asistencial Autor Afio Lugar n Puntuacion MNA Estado nutricional
<17 17-23,5 >24 insatisfactorio
CENTRO DE Guigoz* 1994 USS 330 1 18 81 19
SALUD De Grott’ 1998 Europa 1161 1 44 55 45
Maaravi® 2000 Israel 605 1 8 91 9
Grupo invest’ 2001 Espafia 3460 3 40 57 43
Soini® 2004 Fidlandia 51 0 47 52 47
HOSPITAL DE Pertoldi® 1996 Suiza 166 15 33 52 48
AGUDOS Cohendy! 1999 Francia 408 7 25 68 32
Azad N'! 1999 Canada 152 3 43 54 46
Murphy'? 2000 Inglaterra 49 16 47 37 63
Gazotti'? 2000 Bélgica 175 22 48 30 70
Fanello'* 2000 Francia 71 31 49 20 80
Beck*!® 2001 Dinamarca 61 0 38 62 38
Persson'® 2002 Suecia 80 26 56 8 82
Araujo!’ 2004 Meéxico 85 19 42 39 61
Gomez'® 2005 Espafia 200 50 38 12 88
Jukkola'® 2005 Australia 200 30 42 28 72
Izaola? 2005 Espafia 145 68 30 2 98
Gutiérrez?! 2007 Meéxico 97 19 50 31 69
* Sin enfermedad aguda
RESIDENCIA Fulép?? 1999 Canada 23 17 70 13 87
GERIATRICA Lauque?? 2000 Francia 88 32 47 21 79
Saletti®* 2000 Suecia 872 36 48 16 84
Giepp? 2000 Bélgica 81 2 37 39 61
Beck? 2002 Dinamarca 66 32 55 13 87
Saava?’ 2002 Estonia 51 27 10 37 63
Suominem?® 2004 Finlandia 23 0 86 14 86
Choon? 2005 Singapore 43 10 72 18 82
Cairella®® 2005 Italia 237 5 60 35 65
Ruiz-Lopez®! 2005 Espafia 89 8 62 30 70
Abajo* 2008 Espafia 50 6 12 82 18
UNIDADES Wissing*?? 1999 Suecia 70 3 46 51 49
SOCIO Thomas** 2002 Uss 104 29 63 8 92
SANITARIAS  yjsvanathan*®s 2003 Australia 215 5 38 57 03
Arellano**3¢ 2004 Barcelona 118 46 47 7 93
Ricart*37 2004 Espafia 104 20 52 28 93
Soini*8 2004 Finlandia 178 3 48 49 50
Neuman**38 2005 Australia 133 53 47 53

* Cuidados domiciliarios. ** Media estancia.

Resulta muy dificil conocer de manera fiable la prevalecia
real de desnutricion en Espafia. Mientras que el estudio de
Esteban y cols (39), refleja una prevalencia de desnutricion
del 9,1% en adultos mayores institucionalizados y del 50,5%
en la poblacion mayor hospitalaria de larga estancia, parece
ser que dicha prevalencia se situaria por debajo del 3% en la
poblacion que vive en la comunidad (40,41).

En Catalufa, Salva y cols (42) investigaron el
comportamiento de la MNA en tres muestras diferentes de
personas de edad avanzada. El resultado fue que a nivel
domiciliario la prevalencia de desnutricion (MNA < 17) era
del 0,5%, en residencia geriatrica del 6% y en la unidad de
media estancia del 33%.

Otros estudios espafioles en los que se ha utilizado el MNA
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para la valoracion nutricional muestran un 50 y un 68% de
desnutridos a nivel hospitalario (18,20), un 6 y 8% en régimen
de institucionalizacion (32,31), un 46% en unidad de
convalecencia (36) y un 20% en cuidados domiciliarios (37).

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la prevalencia
de desnutricion a través de la MNA en la poblacion mayor de
Lleida (Cataluia) de diferentes niveles asistenciales y valorar si
dicha escala es un buen método de monitorizacion en nuestro
medio.

METODOS

Se disefi6 un estudio epidemioldgico transversal en el que
se incluyeron personas de ambos sexos igual o mayores de 65
afos, procedentes de Instituciones de diferentes niveles
asistenciales: centros de salud, hospital de agudos (servicio
de medicina interna y cirugia general) residencias asistidas y
centros sociosanitarios (larga y media estancia) todos ellos
ubicados en la ciudad de Lleida.

Por motivo de operatividad y viabilidad del estudio, se
siguieron unos criterios para elegir un centro de cada tipo: en
primer lugar, la magnitud, (a mas magnitud, mas oportunidad
de eleccion y mayor representatividad), en segundo lugar, las
posibilidades de las Instituciones de colaborar en el estudio y
finalmente, la existencia de enfermeros/as preparados para
poder participar en la recogida de datos. La informacion se
obtuvo entre octubre de 2003 y julio de 2004.

Se incluyeron en el estudio los sujetos susceptibles de poder
ser evaluado su estado nutricional a través del MNA al ingreso
y/o durante su estancia en el centro. Se excluyeron aquellas
personas a las que por su estado cognitivo no se podia aplicar
el test, a las que no era posible obtener informacion subrogada
de familiares y cuidadores en el caso que se necesitara y
aquellas que presentaban un estado terminal o estaban con
tratamiento paliativo. El método de muestreo fue no
probalistico por cuotas de edad y sexo respetando las
proporciones de esta poblacion atendida en cada tipo de centro
y nivel asistencial.

Las variables utilizadas en el presente estudio fueron
ademas de la MNA, las principales patologias, el IMCy datos
bioquimicos.

El formato de encuesta MNA utilizado fue la que proponen
sus autores y que esta accesible en su version en castellano en
la pagina Web de Nestl¢é Nutrition Services (43). La valoracion
total de la escala MNA es de 30 puntos. Si < 17 puntos se
considera desnutricion, entre 17-23,5 puntos riesgo de
desnutricion y = 24 puntos bien nutridos.

La primera parte de la MNA corresponde al cribado o
version corta cuya valoracion total es de 14 puntos. Se
considera que si la puntuacion es = 12 puntos, no hace falta
seguir con la valoracion ya que es signo de buena nutricion.
Sila puntuacion es < 11 puntos, existe una posible desnutricion

y se ha de continuar con la evaluacion completa. La evaluacion
nutricional se realizé de forma integra (cribado y MNA total)
a todos los sujetos integrados en la muestra.

Para facilitar la comparacion de resultados con otros
autores y para el analisis de validacion de la MNA, se definio
que los individuos con estado nutricional satisfactorio eran
aquellos que tenian una puntuacion en la escala MNA = 24
puntos (bien nutridos) y con estado nutricional insatisfactorio
<de 23,5 puntos (riesgo de desnutricion y desnutridos).

La medida del peso se realizo en una bascula convencional
con el sujeto con la minima ropa posible y sin zapatos. Para
el calculo del peso en personas que no podian mantener la
bipedestacion, se utilizo un sillon bascula (hospital de agudos
y residencia asistida) o una bascula griia (centros de media y
larga estancia). En aquellos individuos que no fue posible
medir la altura, se utilizo la medida alternativa del largo del
brazo (LB) (44-46) utilizando la siguiente formula: mujeres:
1,35 x medida del LB (cm.) + 60,1 y hombres: 1,40 x medida
del LB (cm.) + 57,8.

El procesamiento de las muestras para la analitica se realizo
en el laboratorio del hospital de agudos. La recogida de las
muestras sanguineas, traslado y procesamiento se realizod
segun el protocolo de cada centro.

Se compararon las tres categorias del MNA (mal nutridos,
riesgo de malnutricion y bien nutridos) a través de la prueba
del X 2.

Se estudio también la asociacion del resultado obtenido
en el MNA con el Sistema de Control nutricional (CONUT)
descrita por Ulibarri y cols (47), basada en tres parametros,
dos de ellos bioquimicos (alblimina sérica y colesterol) y uno
inmunologico (linfocitos totales). La albumina sérica se utiliza
como indicador de las reservas proteicas, el colesterol como
parametro de la evaluacion del aspecto calodrico de la
desnutricion y los linfocitos totales como parametro
relacionado con la deplecion proteica y expresivo de la pérdida
de defensas inmunitarias a consecuencia de la desnutricion.
Como resultado se obtiene una clasificacion del grado de
desnutricion en normal, leve, moderada y grave.

El CONUT es un sistema integrado que permite el
diagnostico precoz y evolutivo de desnutricion con
sensibilidad y especificidad elevadas (92,3 y 85
respectivamente). Se utilizo dicho instrumento en la validacion
porque el CONUT lo componen parametros nutricionales que
no se valoran en la MNA y porque al igual que el MNA permite
agrupaciones de variables con diferente peso especifico.

Para el estudio de la diferencia de medias entre los grados
de desnutricion segin la MNA vy los distintos grados de
desnutricion segun las variables del CONUT (albumina,
colesterol y linfocitos) se utilizo el analisis de la varianza. La
asociacion entre los resultados de la herramienta CONUT con
los de la MNA se estudi6 mediante el test de X2. Posteriormente
se evaluo la sensibilidad y especificidad del MNA utilizando
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la herramienta CONUT como estandar de oro mediante dos
categorias: desnutricion (leve, moderada, grave) y bien nutrido
y las dos categorias del MNA: satisfactorio (= 24 puntos) ¢
insatisfactorio (< de 23,5 puntos). En todos los casos se
consideraron significativos los valores de p <0,05. Los analisis
se realizaron con la ayuda del programa SPSS v. 14,5.

RESULTADOS

El total de la muestra fue de 398 individuos. De éstos 184
eran hombres (46,2%) y 214 mujeres (53,8%), con una media
de edad de 77 afios (DE: 7,2) La Tabla 2 muestra las
caracteristicas principales de los encuestados.

TABLA 2
Descripcion de la muestra

Variable n= 398

Edad (afos) Media (SD) 76,9+7,2

Sexo Hombres 46,2 %
Mujeres 53,8%

Nivel asistencial

e  Centros sociosanitarios Larga estancia 14,8 %
Media estancia 9,8 %

e Residencia geriatrica 10,6 %

e Hospital de agudos Medicina interna 24,4 %
Cirugia 15,6 %

e  Centro de salud 24,9 %

Talla (cm) Media (SD) 158,2+ 9,6

Peso Media (SD) 68,8 £ 13,5

IMC (peso/talla’) Media (SD) 27,7+ 5,0
IMC <22 12,3 %
IMC 22-27 36,2 %
IMC >27 51,5%

Albumina (g/dl) Media (SD) 3,6+0,5
<35 37,0 %

Colesterol (mg/dl) Media (SD) 186 £ 51,5
<180 45,7 %

Recuento linfocitos (RTL) cel/mm3 Media (SD) 1.881 + 960
< 1.600 41,0 %

Los antecedentes patologicos mas frecuentes fueron la
hipertension (56,8%), las enfermedades osteoarticulares
(35,4%) y las enfermedades del corazon (36,6%) y los motivos
mas frecuentes por los que acudian al centro asistencial fueron
el accidente vascular cerebral (16,6%), la neoplasia (10,8%)
y el control de la patologia cronica en los sujetos que acudian
al centro del salud (24,3%).

La fase de cribado del MNA detect6 a 246 (61,8%) usuarios
en posible riesgo de desnutricion. La prevalencia del estado
nutricional del total de la muestra segun las categorias de la
MNA fue del 22,6% de desnutridos, el 35,4 % de riesgo de
desnutricion y el 42% de bien nutridos. La prevalencia de los
distintos niveles asistenciales esta reflejada en la Tabla 3.

En la Tabla 4 se presentan las medias de los valores de las
dos categorias del cribado y las tres categorias del estado
nutricional del MNA total seglin las variables de la CONUT.
Se observa que a medida que aumenta el grado de desnutricion,
los valores de albumina, colesterol y linfocitos totales
descienden.

Enla Tabla 5 se presentan los porcentajes de las categorias
MNA para los distintos grados de nutricion segin las
categorias de la CONUT, encontrandose que la relacion entre
ambas valoraciones es significativa.

La sensibilidad y especificidad para el MNA version
integra y cribado frente a CONUT, se puede ver en las Tablas
6y7.
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TABLA 3
Prevalencia (%) e intérvalo de confianza del 95% de las categorias de la MNA segun el nivel asistencial

Categorias WINA
MNiwvel Desnutndos (VN A=<1T) Riesgo desnutrcidn Bien nutridos (IVIN A=24)
asistencial {WIN & 17-23.5)
n(%) IC 95% (%) IC 95% n(%) IC 95%,
CLP 0 {00 0 15 {152y -3,0-33,4 84 (84,8) 77,1925
Residencia g (190 -B82-46,2 19 {452y 22,8-616 15 (357  11,5-399
Cirugia 4 (6,5 -17,7-30,7 22 (355 15,5-555 36 (58,1  42,0-722

Medicina 25 (253)  86-430 44 (454) 30,7-01 28 (289 12,1-457
Media E. 20 (513) 294732 16 (410) 16,965, 3 (47 -22,5379
é

1
Larga E. 33 (559) 39,0.728 25 (42,4 23,0618 1 {1,D -23,6-270
Total 90 (226) 14,0-31.2 141 (354) 275-483 167 (42) 34,5-8.5
TABLA 4
Media y DE de las variables de CONUT segtin las catagorias del MNA (cribado y MNA total)
Riesgo
Riesgo Desnutridos desnutricion Bien nutridos
desnutricion Bien nutridos (1) n=90 (2) n=141 (3) n=167
Alblimina 3,4+0,6 3,94 0,5%%* 3,2+05 3,5+0,5 3,04 0,5%%*12
Colesterol 180+ 55 196 + 44** 173 + 60 182+ 49 196+ 47%%!1
Linfocitos 1775 + 1044 2038 + 780* 1732+ 1300 1751 £ 768 2053 + 829%2

*p<0,01; ** p<0,001; p<0,0001 Analisis de la varianza con el test bonferroni. *!>: Diferencias significativas con MNA (1) y MNA (2).
*1 Diferencias significativas con MNA (1) *? Diferencias significativas con MNA (2)

TABLA 5
Porcentaje de los grados de desnutricion segin CONUT en las diferentes categorias del MNA

Cribado MNA Total MNA

Riesgo Riesgo
desnutricion Bien nutridos Desnutridos desnutricion Bien nutridos

n % n % n % n % n %
Albumina - Grave 9 (5,1 2 (1,7) 5 1,7 3 (3,0 3 (23)
Moderado 27 (154) 2 (1,7) 16 (24,6) 10 (10,1) 3 (23)
Leve 52 (29,7) 17 (143) 20 (30.8) 34 (343) 15 (11,5)
Normal 87 (49,7) 98 (82,4) 24 (36,9) 52 (52,5) 109 (83,8)
Colesterol ~ Grave 5 (2.9 2 a7 3 (46) 2 2.0 2 (15)
Moderado 24 (13,7) 13 (10,9 10 (15,4) 11 1L 16 (12,3)
Leve 63 (36,0) 30 (252) 29 (44,6) 33 (33,3) 31 (23,8)
Normal 83 (47,4) 74 (62,2) 23 (354) 53 (53,5 81 (62,3)
Linfocitos  Grave 20 (11,4) 7 (59 8 (12,3) 13 (13,1) 6 (4,6)
Moderado 30 (17,1) 7 (59 15 (23,1 12 (12,1 10 (7,7)
Leve 35 (20,0) 19 (16,0) 12 (185) 26 (263) 16 (12,3)
Normal

90 (51.4) 86 (72.3) 30 (46,2) 48 (48.5) 98 (75.4)
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TABLA 6
Relacion de los resultados segun el CONUT y el cribado MNA
Grado desnutricion CONUT Total
Desnutricién Normal
CRIBADO  Posible desnutricion 123 51 174
Bien nutrido 36 82 118
Total 159 133 292

X?=45,773; p= 0,000

Sensibilidad 77%, Especificidad 61%

VP (-) 69%, VP (+) 70%

TABLA 7
Relacion de los resultados segiin el CONUT y el MNA total

Grado desnutricion CONUT Total
Desnutricion Normal
MNA TOTAL Insatisfactorio 123 40 163
Satisfactorio 36 93 129
Total 159 133 292

X2 =65,655; p <0,000 Sensibilidad =77%, Especificidad: 70%

DISCUSION

Llama la atencidn las diferencias de prevalecia de
desnutricion segln el nivel asistencial estudiado. Los niveles
asistenciales que poseian mayor porcentaje de desnutridos eran
el centro de larga estancia y el servicio de medicina interna
del hospital de agudos. Estas dos instituciones tienen en comun
que acogen los sujetos con mayor numero de patologias
médicas cronicas, uno de los factores que pueden producir
mayor desnutricion (48).

La prevalencia del estado nutricional segun las categorias
de la MNA en el conjunto de la poblacion, fue similar al
estudio de Salva y cols (42) realizado también en Cataluiia
que estudiaron la poblacién mayor en distintos ambitos
asistenciales. Nuestra prevalencia fue superior en los
desnutridos. Esto puede ser debido a que en este estudio,
ademas de los niveles asistenciales estudiados por Salva,
contempla a pacientes ingresados en el hospital de agudos y
en centros de larga estancia, dos de las Unidades donde se
encontraron mayor prevalencia de individuos desnutridos.

Compan y cols (49) estudiaron la valoracion nutricional a
pacientes procedentes de diversos niveles asistenciales de un
mismo hospital observando, al igual que en Cataluiia, que dentro

VP (+) 75%, VP (-) 72%

del grupo socio-sanitario, estaban peor nutridos los pacientes
ingresados en larga estancia que en media estancia, aunque los
resultados de este estudio son ligeramente mas altos. Por el
contrario, la prevalencia de desnutricion en el hospital de agudos
fue menor en este estudio que en el de Compan.

Gonzalez y cols (50) valoraron el estado nutricional de
ancianos cubanos atendidos en 3 escenarios diferentes:
comunidad, servicio de geriatria y hogar de ancianos. La cifra
de desnutridos fue mayor que la del presente estudio sobretodo
en el Hogar de Ancianos. Esta diferencia puede ser debida a
que el mayor nimero de los pacientes incluidos en el estudio
de Gonzalez presentaban enfermedades de tipo psiquiatrico.
De los pacientes institucionalizados del estudio en Cataluna
solo el 19% presentaba algtn tipo de demencia.

No se detectaron casos de desnutricion proteica energética
en los individuos que acudian al centro de salud (puntuacion
< 17). Este hecho es similar al observado en la poblacion
Europea (5), en Estados Unidos por Guigoz y cols(4) y en
Israel por Maaravi y cols (6), en la que se contemplan
prevalencias del 1%. Llama la atencion, la alta prevalencia de
riesgo de desnutricion que va desde el 15,2% en este estudio
hasta del 40% y 47% en otros (5,7,8). Es de gran importancia
poder detectar este grupo de riesgo antes de que se observen
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severos cambios de peso o modificaciones en la albumina,
pues estas personas podrian ser mas propensas a la disminucion
de ingesta calorica, lo que puede ser facilmente corregido
mediante una intervencion nutricional (3,51).

Las cifras de prevalencia de estado nutricional
insatisfactorio en adultos mayores ingresados en los hospitales
de agudos se encuentran entre el 32% y el 98% segun los
autores. Los resultados de este estudio muestran una
prevalencia del 56,6% siendo esta cifra similar a estudios
realizados en Inglaterra (12) y México (17), mayor que los
observados en Suiza (9), Francia (10), Dinamarca (15) y
Canada (11) e inferiores a los realizados en Bélgica (13),
Suecia (16), Australia (19), y en otros estudios espafioles
(18,20). El estudio de Beck y cols (15) muestra una prevalencia
de desnutricion bastante mas baja que el resto seguramente
porque los pacientes incluidos en su estudio no presentaban
enfermedades agudas.

La diferencia encontrada en la prevalencia de riesgo o
desnutricion entre el servicio de medicina interna (71%)y el de
cirugia general (42%), ambos del hospital de agudos, puede ser
debida a que los pacientes ingresados en el servicio de medicina,
al contrario que los del servicio de cirugia, presentan diversas
patologias cronicas o reagudizacion de las mismas que
generalmente conllevan a un incremento de medicacion
farmacologica. La pluripatologia y la polimedicacion son dos
condiciones que pueden comportarse como factores etiologicos
importantes en el desarrollo de la desnutricion (52,53).

La prevalencia de estado nutricional insatisfactorio en las
residencias geriatricas se encuentra entre el 61 yel 87%. En
Catalufia el porcentaje es del 64,2%. Esta cifra es similar a
investigaciones realizadas en Francia (23) y en Espaiia (31),
superior a la de paises centro europeos (25,27,30) y mas baja
que la observada en los paises nordicos (24,26,28).

La prevalencia de estado nutricional insatisfactorio en los
centros socio-sanitarios es muy elevada (95,3%) y es similar
a otros estudios catalanes (36,37), a la comunicada en Estados
Unidos (34) y superior a la observada en Finlandia (8)y en
Australia (35). Una de las causas de esta cifra elevada podria
ser que estos pacientes, ademas de que pueden presentar
diversos factores de riesgo nutricional, se le afiade el hecho
de que la mayoria de ellos ingresan procedentes de un hospital
de agudos (en nuestro caso el 60% de larga estancia y el 90%
de media estancia). Esta descrito que el aumento de estancia
hospitalaria es un factor afiadido de riesgo nutricional para
las personas mayores. (54)

Un hallazgo importante es que la puntuacion de la MNA
tanto en su version corta como en su version integra tuvo una
buena capacidad predicativa comparandola con otros
parametros que no se valoran en la MNA como son los
parametros bioquimicos.

Se encontr6 una asociacion significativa entre los grados
de desnutricion de la MNA con los resultados del CONUT.

La MNA coincide con el CONUT en su diferenciacion de
pacientes normales de los de riesgo o desnutridos y en esta
diferenciacion es donde se halla el origen de la significacion
de la asociacion. Esto apoyaria la utilidad de la MNA a la
hora de diferenciar a los pacientes que necesitarian una
valoracion nutricional mas extensa (pacientes con riesgo o
desnutricion) de aquellos que no la necesitarian.

Se podria confirmar pues que la MNA es una herramienta
util para valorar el estado nutricional de la poblaciéon mayor
de nuestro entorno. Estos datos refuerzan los resultados
observados en estudios de otros paises (12,15,55), el realizado
por Salva y cols (56) en Catalufia y los de aquellos que
confirman la utilidad de la version corta o cribado (57,58,59).

CONCLUSIONES

Existe una elevada prevalencia de riesgo de desnutricion o
desnutricion establecida entre las personas mayores de 65 afios
de diferentes niveles asistenciales de Cataluiia sobretodo en los
centros socio-sanitarios y en el servicio de medicina interna del
hospital de agudos. La prevalencia a nivel comunitario es muy
baja y similar a la de otros paises, aunque se deberia tener en
cuenta la proporcion de usuarios con riesgo con el fin de evitar
una desnutricion establecida. En el hospital de agudos y en la
residencia asistida es alta, aunque se halla por debajo de la
observada en otros estudios espaiioles y extranjeros.

El MNA tanto en su version corta o cribado como en su
version integra representa un instrumento 1til, fiable y sencillo
para valorar el estado nutricional de los usuarios adultos
mayores de nuestro entorno de distintos niveles asistenciales.
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SUMMARY. The aim of the present work is to study the effect of
dietary dietary fiber of similar solubility to that of the cooked com-
mon bean in the increase of the small intestine, liver, and pancreas of
rats. Recently weaned male Wistar rats were fed ad libitum bal-
anced diets containing cooked common bean (12.9% of dietary fiber
plus resistant starch) or casein with 5.0% (control group), 10.0%,
12.5% or 15.0% of dietary fiber plus resistant starch added, with the
same proportions of insoluble and soluble fibers and resistant starch
found in bean (8:3:1) for 14 days. Weight gain and diet intake were
smaller in the group fed the cooked bean diet. However, this group
showed the highest increase in the studied organs. Rats that ingested
the diet containing casein with 15.0% of dietary fiber added showed
a growth of 21.4% in the pancreas. Rats fed other casein diets did
not show significant differences (p>0.05). The diet containing the
cooked common bean led to weight gain of all studied organs (50.0%
in the pancreas, 25.0% in the liver and 33.4% in the small intestine)
and an increase of 47.1% in the small intestine length. Therefore,
dietary fiber plus resistant starch had a trophic effect on digestive
organs, although they were not the only stimulation factor, because
the cooked bean has other chemical components, like phytates and
tannins, that probably contribute to that effect.

Key words: Casein, common bean, dietary fiber, digestive organs,
rats.

INTRODUCTION

The nutritional value of the common bean is universally
acknowledged. Bean contain approximately 60% of carbohy-
drates, 2/3 of which is starch (18% resistant starch), from 16
to 33% of proteins and a small quantity of lipids, 1 to 3%,
most of which is linoleic acid. The common bean has a sig-
nificant quantity of dietary fiber, minerals such as calcium,
iron, phosphorus, potassium, and magnesium and vitamins
such as folate, tiamin, and niacin (1-4). It is considered an
important source of energy and nutrients, especially for de-
veloping countries population (5) and it complements the
quality and biological value (percentage of nitrogen absorbed
that is retained) of cereal proteins (6).

Several studies have shown that the intake of cooked bean
has a trophic effect on digestive organs, among which are the
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RESUMEN. Incremento en 6rganos digestivos de ratas debido a
la ingestion de fibra dietética de solubilidad similar al del frijol
comun. Ratas Wistar machos recién destetados fueron alimentados
ad libitum con dietas balanceadas, conteniendo frijol comin cocinado
(12,9% de fibras dietéticas + almidon resistente) o caseina agregado
de 5,0% (grupo control), 10,0%, 12,5% o 15,0% de fibras dietéticas
+ almidén resistente, con las mismas proporciones de fibras
insolubles y solubles y almidon resistente, encontradas en el frijol
(8:3:1) por 14 dias. El aumento de peso y la ingesta de dieta fueron
mas pequefios en el grupo alimentado con la dieta del frijol cocinado.
Sin embargo, este grupo mostré el aumento mas alto en los érganos
estudiados. Las ratas que ingirieron la dieta conteniendo caseina con
agregado de 15,0% de fibra dietética mostraron un crecimiento de
21,4% en el pancreas. Las ratas alimentadas con las otras dietas de
caseina no mostraron diferencias significativas (p>0,05). El consumo
de dieta conteniendo frijol comun cocinado provocé un aumento de
peso en todos los érganos estudiados (50,0% en el pancreas, 25,0%
en el higado y 33,4% en el intestino delgado) y un incremento del
47,1% en el tamafio del intestino delgado. La fibra dietética mas
almidon resistente ejerce un efecto trofico en los 6rganos digestivos,
aunque no fue ese el Unico factor estimulante. El frijol cocinado
puede tener otros componentes quimicos, ademas de los inhibidores
de proteasas, lectinas, fitatos y taninos, que probablemente
contribuyen a ese efecto.

Palabras clave: Caseina, frijol comun, fibra dietética, 6rganos
digestivos, ratas.

small intestine, liver, and pancreas (7,8). However, further
research is needed to understand which chemical component
of bean is responsible for such effect. Thus, this study aimed
at verifying whether diets whose protein source was casein
with dietary fiber (cellulose and pectin) and resistant starch
(chemically modified) added, in the same proportions found
in the common bean, cause an increase in the small intestine
weight and length and liver and pancreas weight of rats.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of cooked beans and diets

The raw common bean (Phaseolus vulgaris L.), cv. IAC-
Carioca ETE, with average crude protein value (N x 5.40) of
18.72 + 0.09% was provided by the Grains and Fibers Center
of the Campinas Agronomic Institute, SP, Brazil, and the com-



48 FARALDO C. et al.

mercial casein, containing 83.34 + 0.64% of crude protein (N
x 6.38) was purchased from M. CASSAB Comércio e Industria
Ltda, SP. The common bean and casein crude protein was de-
termined in our laboratory.

Bean grains were washed in running water, soaked at room
temperature (25°C) for 16 hours, using a 3:1 water:bean pro-
portion. Then they were cooked without discarding the
soaking water, using the same water:bean proportion, in a do-
mestic pressure cooker (14.1 psi), for 40 minutes, after the air
exhaustion and a constant steam flux flows through the
pressure valve. After cooked, grains were frozen, freeze-dried
in a Terroni Lyophilizer, model LH 0500 and ground in a
Marconi mill, model MA 630, up to 250 uM granulometry.

Diets were prepared with only one protein source, cooked
bean or casein and they were formulated according to the speci-
fications of the American Institute of Nutrition, diet AIN -
93G (9), except for protein value, which was 12% (10). The
dietary fiber values of casein diets were 5.0%, 10.0%, 12.5%
e 15.0%, using cellulose (microfine, pharmaceutical degree,
Microcel, M. CASSAB Comércio e Industria Ltda., SP),
pectin (Genu type 8140 — Cpkelko) and chemically modified
resistant starch (Hi Maize™ 260, National Starch & Chemi-
cal) in the proportion of 8:3:1, respectively. These additions
aimed at simulating possible physiological and/or biochemi-
cal effects of the dietary fiber fraction and resistant starch
present in the common bean in rats. The two types of fiber
(pectin and cellulose) were chosen due to the fact that they are
the most prevalent in the common bean (5, 11). For control, a
diet containing 12% of casein as protein source, with 5.0% of
dietary fiber added with similar solubility to that of the com-
mon bean was used. The quantities of insoluble and soluble
dietary fiber added to the casein diets depended on the quan-
tity present in the common bean and the quantity of resistant
starch depended on the value present in the common bean and
in corn starch and dextrinized starch. The proportions of di-
etary fiber and resistant starch added to casein diets were cal-
culated in our laboratory and they are showed on Table 1.

All diets were completed to 100% with the carbohydrates,
and they became isoprotein (12.0 + 0.2%) and isoenergetic
(1551.8 +22.8 kJ/100g). To calculate the energetic value, 8.4
kJ/g were attributed for soluble fiber and resistant starch due
to the formation of short chain fatty acids (12,13).

Chemical characterization of cooked and lyophilized com-
mon bean

The following components were determined in the cooked
bean: moisture (14), ashes (14), crude protein, using the semi-
micro Kjeldahl method, titanic dioxide as digestion catalyzer
(15) and a conversion factor of 5,40 (16); total lipids (17); crude
fiber (14), total, soluble and insoluble dietary fiber (18); and
resistant starch (19). The carbohydrates value was evaluated by
difference. All the analyses were performed at least in triplicate.

TABLE 1
Cellulose, pectin and resistant starch addition to casein
diets in grams per kilo (kg) of diet

Additions (%) Quantity of fibers in diets (g/kg)

33.8 cellulose
5.0 11.9 pectin
4.3 resistant starch

67.7 cellulose
23.8 pectin
8.5 resistant starch

10.0

84.6 cellulose
29.7 pectin
10.7 resistant starch

12.5

101.5 cellulose
35.7 pectin
12.8 resistant starch

15.0

Animals and experiment procedures

All the procedures were approved by the Commission of
Ethics in Animal Experimentation of the Biology Institute of
the Unicamp, Campinas, SP, Brazil (Protocol number 1005-
1). Fifty recently weaned (21-23 days) male albine Wistar
rats (47.2 + 9.9g) were used. They were provided by the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation of the
State University of Campinas, Campinas, SP, Brazil. The ani-
mals were randomly separated in 5 groups and they were
maintained on individual growth cages, during all the experi-
ment period, in controlled environment conditions, to keep
temperature at 23 + 1°C and 50 to 60% of relative humidity,
with a light/dark alternated cycle of 12-hour. Animals had
free access to water and diet during all the experiment. The
adaptation time was 4 days, during which the experimental
diets were already being used. After this period, they weighed
64.3 + 11.3 g. The experiment lasted 10 days and rats’ weight
was checked in the morning, on day 5 and on day 10 of the
experiment. Diet intake was verified every two days.

Digestive organs

Rats were killed through cervical dislocation. The liver,
pancreas, and small intestine were removed. The small intes-
tine was removed from the pylorus (stomach-duodenum junc-
tion) to the ileocecal valve. Length measurement of this or-
gan was performed by means of a measuring tape, holding
the small intestine suspended, with a weight of 5.60g hang-
ing from its inferior extremity to guarantee the same tissue
stretching. After length measurement, the small intestine was
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emptied, rinsed with 20 to 30 ml of iced physiologic solution,
carefully blotted, and weighed. The liver and pancreas were
rinsed with iced physiologic solution, blotted, and weighed
on Petri dishes previously weighed.

Statistical analysis

Results were submitted to analysis of variance (ANOVA)
and to Tukey’s means test, using the STATISTICA 7.0% soft-
ware (StatSoft, Tulsa, OK, USA), considering p<0,05 as the
minimum acceptable probability for the difference between
the means.

RESULTS

Chemical composition of the common bean

The centesimal composition of the cooked and lyophilized
bean was: moisture (5.10 + 0.13%) and ashes (3.45 + 0.03%).
Quantitatively, the bean studied is considered a good source
of proteins (N x 5.40) and carbohydrates, since it has 19.03 +
0.03% and 68.36 + 0.37%, respectively; characteristically, bean
grains have a small quantity of total lipids (2.80 + 0.06%) and
a moderate content of crude fiber (6.36 + 0.40%). The values
are expressed on dry basis, in g/100g, and represent the
average and the standard deviation of the hexaplicate.

TABLE 2
Total Dietary Fiber (TDF), Insoluble (IDF) and Soluble
(SDF) and resistant starch (RS) in the cooked
and lyophilized common bean and in diets

Legume

and Diets* TDF IDF SDF RS
C5.0%** 4.6 +0.15 33+0.19 1.3+0.20 0.9+0.0
C10.0% 8.3+ 1.06 6.3+ 0.46 2.0+ 0.62 1.0 £ 0.06
C12.5% 11.0 +0.58 85+0.0 2.5+ 0.64 1.1 +£0.04
C15.0% 12.8 +0.67 10.2 +0.26 2.6 +0.88 1.3+£0.03
CB 25.1 +0.26 18.5 + 0.37 6.6 +£0.58 23+1.23
CBD 11.9 +0.70 9.4+0.87 25+0.19 1.0 £ 0.08

Average and standard deviation of values (g/100g of body weight) deter-
mined at least in triplicate.

*CB = Common bean, CBD = Common bean diet, C5.0% = Casein + 5.0 %
of dietary fiber plus RS, C10.0% = Casein + 10.0 % of dietary fiber plus RS,
C12.5% = Casein + 12.5 % of dietary fiber plus RS, C15.0% = Casein +
15.0 % of dietary fiber plus RS, with similar solubility to that of the com-
mon bean.

** Casein + 5.0% of dietary fiber and resistant starch is the control diet.

Total Insoluble and Soluble Dietary Fibers and Resistant
Starch

The contents of total, insoluble and soluble dietary fiber and
resistant starch in the cooked and lyophilized common bean and
in the experimental diets are shown on Table 2. The dietary fiber
with similar solubility to that found in the common bean addi-
tions grew increasingly, from 5.0% (control diet) to 15.0% in
the casein diets. The 12.5% value was chosen for being compa-
rable to the common bean diet, which showed 12.9% of dietary
fiber plus resistant starch. The ratio insoluble/ soluble fiber
showed that there was a prevalence of insoluble fiber, which
represented 74% of the total dietary fiber.

Biological essay

The initial and final weight of the rats, their weight gain
and the diet intake after 10 days of experiment can be seen on
Table 3. For both weight gain and diet intake, it was observed
that rats fed casein diets did not differ among them. However,
they differed from the group fed the diet containing the cooked
bean as protein source. The lower weight gain of the rats fed
the diet containing the common bean can be related to the
smaller diet intake. Weight gain increased in all groups
during the experiment. Results show that increasing additions
of dietary fiber to diets did not alter the animals’ growth rate.

Liver and pancreas weight, small intestine weight and
length can be seen on Table 4. Rats fed the diet containing
bean showed a considerable increase in pancreas weight
(50.0%) in comparison to the control group, and differed from
the other groups. Among the groups fed casein diets with
dietary fiber plus resistant starch added, only the group whose
diet had a 15.0% addition differed from the control group,
regarding the pancreas weight, showing a 21.4% increase in
the pancreas weight (Table 4). Results suggest a possible pan-
creas hypertrophy, especially in the rats fed a diet whose pro-
tein source was the cooked bean.

The group fed the diet containing bean showed the
highest liver weight, differing of the control group, but this
group did not differ from the groups whose diets had casein
with 10.0%, 12.5% and 15.0% addition of dietary fiber plus
resistant starch. These last three groups did not differ from
the control group (Table 4).

Regarding small intestine weight and length (Table 4), it
was observed that only the group fed diet containing bean
differed from the control group, showing an increase in the
length (47.1%) and weight (33.4%) of that organ.
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TABLE 3

Initial and final weight (g), weight gain (g) and diet intake after 10 days of experiment

Diets Initial weight Final weight Weight gain Diet intake
(8 () (8 (8)
Casein + 5.0% 64.95 + 6.50 114.64 + 7.74° 49.69 + 4.60° 128.18 +21.86°
Casein + 10.0% 71.46 + 9.91° 123.59 + 13.97° 52.13 +5.33 135.10 + 18.41°
Casein + 12.5% 69.02 + 10.28° 119.49 +12.09° 50.47 + 6.68° 136.45 + 16.11°
Casein + 15.0% 64.88 + 6.42%® 118.31 + 9.69° 53.43 +5.320 136.17 + 13.13"
Common bean diet 55.92 + 8.44* 83.79 + 7.24¢ 27.87 +4.28° 96.32 + 11.84*

Casein + 5.0% of dietary fiber and resistant starch is the control diet
Data represent average and standard deviation for n=10
Different letters in the same column indicate statistical difference (p<0.05), according to Tukey’s Test.

TABLE 4
Weight of pancreas, liver and small intestine (g/100g of body weight) and length (cm)
of the small intestine of rats after 10 days of experiment

Diets Pancreas Liver Small Intestine

(g/100g) (g/100g) Weight (g/100g) Length (cm)
Casein + 5,0% 0.42 +0.12° 3.46 +0.23% 4.07 £0.49° 101.12 + 11.21°
Casein + 10,0% 0.47 +0.05® 3.74 £ 0.56® 4.34 +0.442 101.39 + 10.51°
Casein + 12,5% 0.49 +0.07® 3.87 +£0.53® 436 +0.31° 102.68 + 7.84°
Casein + 15,0% 0.51 +0.05* 3.98 +0.29%® 4.51 + 0.44° 106.68 + 9.45°
Common bean diet  0.63 + 0.05¢ 4.33 +0.79° 5.43 +1.06° 148.77 + 0.32°

Casein + 5.0% of dietary fiber and resistant starch is the control diet.
Data represent average + standard deviation for n=10
Averages with different letters in the same column indicate difference in the significance level p<0.05

(Tukey’s Test).

DISCUSSION

The results for the centesimal composition of the cooked
bean are similar to those of Costa et al. (20), Queiroz-Monici
etal. (21) and Oliveira et al. (22), when the same cultivar was
used. This bean cultivar showed a protein value similar to that
found in literature, in which values vary from 16 to 33% (23).
Bean grains were cooked using the soaking water to preserve
their nutrients. Helbig et al. (24) did not find a significant
difference in phytate and tannin contents, considered anti-nu-
tritional factors, in diets containing bean cooked with or with-
out the soaking water.

The cooked and lyophilized bean dietary fibers plus resis-
tant starch values and the bean diet dietary fiber plus resistant
starch values (Table 2) are in accordance with the values found
by Costa et al. (20), Queiroz-Monici et al. (21) and Kutos et
al. (25). The entire levels of the cooked bean dietary fiber vary
from 11.2 to 27.5% and the resistant starch levels vary from
2.24 t0 3.49%, depending on the preparation storage time (26).
The bean soluble and insoluble fibers levels vary according to
the cultivation method, the grain cultivation conditions, the

bean previous treatments, and the analytic determination
method. Soluble fiber is more sensitive to such alterations (6,
25). It is well known that gravimetric methods that use
thermoestable amylase at 100°C to eliminate starch leave part
of the resistant starch in the insoluble fiber residues. How-
ever, we decided not to discount this resistant starch because
an exact value for it was not found in the literature. More-
over, there are some authors who do not include resistant starch
as dietary fiber; they consider it a substance similar to dietary
fiber (27,28).

The rats’ weight gain is directly related to their abilities to
use nutrients. Therefore, the better is the protein amino acids
balance, the better is its use (29). The statistical difference
between the group fed the diet containing bean and those
groups fed diets containing casein with different additions of
dietary fiber plus resistant starch may have occurred due to
the fact that the nutritive value of the bean proteins are lower
(30,31) and due to cholecystokinin (CCK) secretion, which
is associated to satiation both in humans and in animals (32).
The weight gain increased linearly in all groups during the
experiment, similarly to what was observed by Brunsgaard &
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Eggum (33). The results of the experiment showed that in-
creasing additions of dietary fiber to diets did not alter the
growth rate of the animals, which is similar to what was veri-
fied by Pirman et al. (7).

Liver and pancreas weight gain may have occurred due
to hyper secretion of bile and pancreatic enzymes, respec-
tively, in an attempt to compensate for digestion and absorp-
tion inneficiency. For the liver, the alteration in the intestine
transit and the pH reduction cause inhibition of 7 a-bacteria
dehydroxilation and consequent reduction in the deoxicolic
acid production, preventing bile salts from being re-absorbed
into the ileo. Moreover that, in comparison to animal pro-
teins, vegetable proteins are less broken by proteases, and they
are consequently less absorbed. Therefore, the intensification
in liver activity may occur to regulate protein seric levels (34).

Ikegami et al. (34) and Corring et al. (35) observed an
increase in amylase and proteases secretion and a volume of
bile excreted increased when dietary fiber was added to the
rats’ diet. Besides dietary fiber and resistant starch, other fac-
tors such as the intact protein or peptides presence and the
protein type may exert important influence on secretions, pro-
voking the digestive organs adaptation (8,35,36).

The small intestine weight gain and the length increase of
rats fed the bean diet may have occurred due to an attempt to
increase the nutrient absorption area. Moreover, there is an
interaction among cooked common bean dietary fiber, resis-
tant starch and other chemical components that have not been
identified yet, with the small intestine mucosa, exerting hor-
monal and mechanical stimulation (37,38). If small intestine
weight gain and lengh increase would be confirmed in hu-
mans, the cooked bean could be used in Short Bowel Syn-
drome treatment.

Similarly to the findings of this study, other authors have
observed a small intestine weight and length increase in rats
when dietary fiber was added to the diet. Brunsgaard & Eggum
(33) and Brunsgaard et al. (37) observed that its weight and
length tripled when 8.0% of dietary fiber and resistant starch
were added to rats’ diets after 9 days of experiment. Ikegami
et al. (34) found a 55.3% weight gain and a 16.4% length
increase of the small intestine in rats fed a diet containing
bean for 14 days. Pirman et al. (7) found a 28.2% small intes-
tine weight gain in rats fed diets containing cooked bean for
15 days in comparison to those fed a casein diet. Mccullough
et al. (39) observed a 6% weight gain of this organ in rats fed
a diet containing 30.0% of a mix of dietary fiber after 14 of
experiment (Table 4).

The dietary fiber increasing additions to diets containing
casein were responsible for the increase of the studied organs
measures, although without statistical difference, except for
the pancreas. Pirman et al. (7) suggested that dietary fiber
seem to be the main factor responsible for the trophic effect
of legumes on intestine tissues.

The presence of dictary fiber and resistant starch alters the
transit and the intestine pH, the intraluminal content viscosity
and the digestive enzymes activity, modifying nutrients di-
gestion and absorption (34,40). They can form indigestible
complexes with proteins and amino acids, mainly during the
heating treatment (8,20,33,41). The heating treatment pro-
motes the formation of high molecular weight protein aggre-
gates, which are hydrolyzed much more slowly by proteolytic
enzymes (42). In the casein diets, such complexes were
probably not formed in the same proportion, since they did
not undergo any heating treatment. Dietary fiber may also exert
a direct mechanical stimulation over the intestine mucosa and
cause an increase in cell exfoliation (8).

The studied organs increase is not a continuous process. It
was observed only in the first 9 days after the diet containing
fiber introduction and there was no significant difference after
that period. In addition, these alterations seem to be perma-
nent (33,37,38). Corring et al. (35) studied the alterations in
pancreatic and bile secretions and stated that such alterations
are completed in 5 to 7 days after the diet starts.

Anti-nutritional factors were not among the stimulator
components, because they are heat-labile or show very low
residues after the thermal treatment. Lectins and protease in-
hibitors are inactivated or remained at very low levels,
nonharmful, after the thermal treatment (41,43). Helbig et al.
(24) found a reduction of 53% in phytates and 89% in tannins
when beans were cooked with the soaking water.

The diet containing cooked common bean resulted in the
studied digestive organs weight gain and in the small intes-
tine length increase. The casein diet, with an addition of 15.0%
of dietary fiber plus resistant starch, caused pancreas weight
gain. Therefore, dietary fiber plus resistant starch were
responsible for the digestive organs increase. However, they
were not the only stimulation factor, because the cooked bean
has other chemical components, like phytates and tannins, that
probably contributed to such effect. Thus, there is a need for
further research to know what these other components are.
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RESUMO. A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda
que tem sido associada ao risco aumentado para doencas
cardiovasculares. Diversos estudos tém demonstrado associagao entre
acumulo de gordura corporal e niveis elevados de PCR. O objetivo
deste trabalho foi verificar a associagao entre medidas de adiposidade,
variaveis demogréaficas e biogquimicas com os niveis de PCR em uma
populacéo rural. A populagdo foi constituida por individuos com
idade maior ou igual a 18 anos de ambos 0s sexos e pelo menos dois
anos de residéncia no local. Foram excluidos mulheres gravidas,
individuos diabéticos e individuos com PCR acima de 10mg/l. A
coleta de dados incluiu variaveis antropométricas, demograficas, de
estilo de vida e bioquimicas. Os dados foram analisados por meio do
STATA9.0. Dos 536 participantes, 50,37% eram do sexo masculino,
a idade variou entre 18 e 94 anos com média de 43,34 anos. A
prevaléncia de sobrepeso e obesidade foi significativamente maior
no sexo feminino. Na analise bivariada o IMC, circunferéncia da
cintura, RCQ, idade, educagdo, pressdo arterial sistolica e diastolica,
colesterol total, LDL-c, HDL-c, triglicérides, insulinemia de jejum e
HOMA-IR correlacionaram-se significativamente com o InPCR. As
variaveis que se mantiveram associadas com o InPCR, apds ajuste
do modelo de regressdo linear maltipla foram IMC, idade, sexo,
insulinemia de jejum e HDL-c. A associa¢do independente de
tradicionais fatores de risco para as doengas cardiovasculares (idade,
sexo, IMC, insulina de jejum e HDL-c) com a PCR evidencia uma
estreita relagdo entre tecido adiposo, doencas cardiovasculares e
inflamacé&o.

Palavras-chave: Antropometria, proteina C-reativa, populacdo rural,
obesidade, doencas cardiovasculares, tecido adiposo, fatores de risco.

INTRODUCAO

A prevaléncia de obesidade vem aumentando em
populacBes de todo o mundo, sendo hoje considerada uma
epidemia global (1). Nos paises latino-americanos, observou-
se um aumento marcante da prevaléncia de obesidade, princi-
palmente na populacédo de baixo nivel s6cio-econémico (2).
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SUMMARY. Association between adiposity measures, demo-
graphic and biochemical variables with C-reactive protein se-
rum levels in rural population. Acute-phase proteins as C-reactive
protein (CRP) have been associated with cardiovascular diseases.
Recent studies have shown the relation between body fat and
elevated serum levels of CRP. This study verifies relation between
adiposity measures, demographic and biochemical variables with
CRP serum levels in a rural population. The study was conducted
among individuals aged 18 or more, both sexes and at least two years
of residency in the place of study. Pregnant women, diabetic and
CRP over 10mg/I individuals were excluded. Data collection included
anthropometric, demographic, lifestyle and biochemical variables.
Data was processed in STATA 9.0. From the 536 subjects, 50.37%
were men. Age varied from 18 to 94, age mean was 43.34. Over-
weight and obesity prevalence were significantly higher among
women than men. Bivariate analysis found significant correlations
between INCRP and the following variables: BMI, waist
circumference, WHR, age, education, systolic and diastolic blood
pressure, total cholesterol, LDL-c, HDL-c, triglycerides, fasting in-
sulin and HOMA-IR. After adjusting for confounding variables in
multiple linear regression analysis only BMI, age, sex, fasting insu-
lin and HDL-c remained significantly associated with INnCRP. The
independent association of traditional risk factors for cardiovascular
disease (age, sex, BMI, fasting insulin and HDL-c) with PCR evi-
dences a close relationship between adipose tissue, cardiovascular
diseases and inflammation.

Key words: Anthropometry, C-reactive protein, rural population,
obesity, cardiovascular diseases, adipose tissue, risk factors.

A prevaléncia de obesidade na area rural brasileira tem
aumentado significativamente nos Gltimos anos (3). Estudos
realizados no meio rural indicam que 0 aumento de peso nessa
populagdo pode ser atribuido a incorporacéo dos habitos de
vida urbanos, como o aumento do consumo caldrico (4) e
diminuicdo do esforco fisico, que contribuem para o
desequilibrio do balango energético e favorecem o ganho de
peso corporal (5).

A obesidade esta relacionada a comorbidades e mortalidade
aumentada, especialmente por doencas cardiovasculares e
diabetes (6). Atualmente, as doencas cardiovasculares sdo
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apontadas como a principal causa de morte e a maior causa de
incapacidade produtiva em adultos de todo o mundo (7). O
excesso de gordura corporal, principalmente a gordura visceral,
¢ um importante preditor para eventos cardiovasculares (8).

Estudos epidemiologicos t€ém apontado que elevagdes
discretas das concentragdes de PCR, mesmo ainda dentro da
faixa de referéncia, podem prever o aparecimento de doengas
cardiovasculares (9) e diabetes (10,-11).

A PCR ¢ um marcador sensivel de inflamagdo que
desempenha papel importante no desenvolvimento e
progressao da aterosclerose (12). A sintese de PCR ocorre no
figado e ¢ fundamentalmente modulada pela IL-6, embora a
IL-1 e TNF-O também participem desta modulagdo (13).
Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo, além de atuar como
estrutura de protegdo e sustentagio, apresenta intensa atividade
endocrina e metabdlica (14). Dentre as diversas substancias
secretadas pelos adipdcitos, tem-se a citocina pro-inflamatoria
IL-6 (15), sendo o tecido adiposo responsavel pela producao
de aproximadamente 30,0% dessa citocina (16). Diversos
estudos evidenciaram a associagdo entre o acumulo de tecido
adiposo ¢ o aumento dos niveis de PCR (17,-18).

O reconhecimento de que o tecido adiposo ¢ um o6rgao
metabolicamente ativo, que pode gerar um estado de
inflamagdo cronica de baixa intensidade, abriu novas
perspectivas de pesquisas para elucidar as relagdes entre
medidas de adiposidade e marcadores inflamatérios como a
PCR. Assim, frente ao aumento da prevaléncia de obesidade
também em populagdes da area rural € necessaria a verificagao
dessas relagdes para este grupo populacional. Este trabalho
teve o objetivo de verificar a associagdo entre medidas de
adiposidade, variaveis demograficas e bioquimicas com os
niveis séricos de PCR em duas comunidades rurais da regido
do Vale do Jequitinhonha — MG.

CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo epidemioldogico de base
populacional e delineamento transversal nas comunidades de
Virgem das Gragas e Caju, respectivamente, areas rurais dos
municipios de Ponto dos Volantes e Jequitinhonha, ambas
localizadas no Vale do Jequitinhonha, regido nordeste de Minas
Gerais. Essas comunidades foram escolhidas por serem locais
onde se realizam diversos projetos de pesquisa e de extensao
relacionados ao controle de parasitoses intestinais em convénio
com institui¢des nacionais e internacionais (19). A populagao
estudada constituiu-se de individuos com idade maior ou igual
a 18 anos, de ambos os sexos e pelo menos dois anos de
residéncia no local. Foram excluidos mulheres gravidas,
individuos diabéticos e individuos com valor de PCR acima
de 10 mg/1, por ser um valor indicativo de alteracdo transitoria
dos niveis de PCR, devido, possivelmente, a uma infecgio e/
ou estado inflamatorio agudo (20).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de
Minas Gerais segundo o parecer n. ETIC 144/04. Todos os
participantes foram informados sobre os objetivos do estudo
bem como de seus direitos como participantes e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido.

Os participantes do estudo responderam a um questionario
contendo aspectos demograficos e de estilo de vida. Ao final
da entrevista foi realizada uma avaliagdo clinica que consistiu
na afericdo de medidas antropométricas e hemodinamicas,
além de coleta de sangue para a realizagdo de exames
bioquimicos.

A aferi¢do da pressdo arterial foi realizada seguindo-se
todos os passos preconizados no VII Relatorio da Joint
National Committee (21). A aferi¢ao foi realizada trés vezes
com intervalos de dois minutos entre cada procedimento,
sendo o valor final determinado pela média das trés.

Todas as medidas antropométricas foram realizadas em
triplicata por antropometristas treinados de acordo com
recomendacdes padronizadas (22), sendo considerada na
analise o valor médio entre elas. O peso foi aferido em uma
balanga digital (Modelo PL 150, Filizola Ltda., Brasil) com
aproximagdo de 0,1 kg, estando o individuo sem sapatos e
com roupas leves. A altura foi aferida através de uma fita
meétrica inextensivel fixada em uma parede sem rodapé a uma
distancia de 50 cm do ch@o com aproximacgao de 0,1 cm. Os
individuos foram posicionados em pé, com os pés juntos,
olhando para frente, em posig¢do de Frankfurt. O indice de
massa corporal foi calculado utilizando a equagao IMC = peso
(kg)/ altura (m)? e classificado segundo pontos de corte
propostos pela Organizagdo Mundial de Saude (23). A
circunferéncia da cintura foi aferida com uma fita métrica
inelastica, posicionando-a no ponto médio entre a Gltima
costela e a parte superior da crista iliaca. Aferiu-se a medida
com aproximagao de 0,1 cm ao final de uma expira¢ao normal
(23). A circunferéncia do quadril foi aferida no local de maior
protuberancia da regido glutea com aproximagao de 0,1 cm.
A razdo cintura-quadril (RCQ) foi obtida através da equacdo
RCQ = circunferéncia da cintura/ circunferéncia do quadril.

Amostras de sangue foram obtidas por meio de puncao
venosa com o participante em jejum de 12 horas. A coletae a
centrifugagdo da amostra sanguinea ocorreram no local da
pesquisa. O soro e o plasma de cada individuo foram separados
em tubos de ensaios devidamente identificados e enviados ao
laboratdrio no mesmo dia da coleta, seguindo as especificagdes
técnicas recomendadas. No laboratorio, as amostras de soro e
plasma foram armazenadas em um refrigerador a -20° C. As
concentragdes do colesterol total, triglicérides e glicose foram
determinadas por um método enzimatico colorimétrico
utilizando o analisador COBAS MIRA PLUS (Roche
Diagnostics). A concentragdo HDL-c também foi medida por
um teste enzimatico colorimétrico, apds precipitacao das
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fragdes LDL-c e VLDL-c pelo acido fosfotungstico e cloreto
de magnésio. Niveis de LDL-c foram calculados por aplicagido
da equacdo de Friedwald (24). As concentragdes de PCR ¢
insulina foram determinadas por método de alta sensibilidade
quimioluminescente usando o analisador IMMULITE 2000
(EURO/DPC). O método ¢ sensivel para detectar valores de
PCR acima de 0,1 mg/l e valores de insulina acima de 2 pU/
ml. O indice de resisténcia a insulina foi avaliado pelo método
Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) a partir da
equacdo HOMA-IR = insulinemia de jejum (mU/]) x glicemia
de jejum (mmol/l)/ 22,5 (25).

Os dados foram processados e analisados por meio do
programa STATA versao 9.0 e, para efeito de interpretagdo, o
limite de erro tipo I foi de até 5% (p=0,05). Para caracterizar
apopulacdo, foram apresentadas tabelas de freqiiéncia e tabelas
de medidas de tendéncia central e dispersdo das variaveis,
segundo o sexo. As variaveis que apresentaram distribuicdo
simétrica, foram descritas por meio de média * desvio padrdo
e aquelas que apresentaram distribuigdo fortemente
assimétrica, foram descritas por meio da mediana (intervalo
interquartilico). Para comparar as diferencas entre as
freqiiéncias e as médias foram utilizados os testes Qui-
quadrado e t-Student respectivamente. O teste de Mann-
whitney foi utilizado para comparar os postos das observagdes
que ndo apresentavam simetria na distribui¢do. Para as
correlagdes entre variaveis continuas de interesse foi calculado
o coeficiente de correlagdo de Pearson. Os valores de PCR,
variavel dependente de interesse, sofreram transformacgio
logaritmica a fim de reduzir a assimetria da distribuigdo. Para
medir a associagdo entre as variaveis independentes e o
logaritmo neperiano de PCR (InPCR) foi calculado o
coeficiente de correlagdo de Pearson. A regressdo linear
multipla foi utilizada para avaliar o efeito das variaveis
independentes sobre os niveis de InPCR. A significancia do
modelo final foi avaliada pelo teste F da analise de variancia
(ANOVA) e a qualidade do ajuste pelo coeficiente de
determinacdo ajustado (R? ajustado). Os residuos foram
avaliados segundo as suposi¢des de normalidade, variancia
constante e independéncia.

RESULTADOS

A populagdo foi constituida por 536 individuos sendo 270
(50,37%) do sexo masculino e 266 (49,63%) do sexo feminino.
ATabela | apresenta as caracteristicas demograficas e de estilo
de vida de segundo o sexo. A idade variou entre 18 ¢ 94 anos
com uma média de 43,34 anos. Para o sexo masculino a média
de idade foi 43,57 e para o sexo feminino 43,12 (p = 0,764).
Observou-se que 69% das pessoas viviam com cdnjuge;
75,19% eram de cor ndo branca; 23,51% ingeriam bebida
alcoolica e 34,7% eram analfabetos. Aproximadamente um
ter¢o da populagdo era tabagista, entre os que fumavam

71,51% eram do sexo masculino e 28,49% do sexo feminino
com uma média de 6,68 ¢ 7,43 cigarros/dia para o sexo
masculino e feminino respectivamente.

TABELA 1
Distribui¢ao da populagdo estudada segundo variaveis
demograficas e de estilo de vida, de acordo com o sexo

Sexo

Variaveis Masculino Feminino

n % n %
Idade (anos)
18-29 74 27,41 75 28,20
30 -39 55 20,37 57 21,43
40 - 49 46 17,04 43 16,17
50 -59 44 16,30 36 13,53
> 60 51 18,89 55 20,68
Cor de pele*
Branca 47 17,41 86 32,33
Na&o branca 223 82,59 180 67,67
Estado marital
Com conjuge 182 67,41 188 70,68
Sem conjuge 88 32,59 78 29,32
Educacao (anos)
0 103 38,15 83 31,20
1-4 112 41,48 111 41,73
5-8 37 13,70 38 14,29
>9 18 6,67 34 12,78
Consumo de alcool*
Sim 94 34,81 32 12,03
Nao 176 65,19 234 87,97
Tabagismo*
Sim 114 42,22 48 18,05
Nao 93 34,44 193 72,56
Ex-fumante 63 23,33 25 9,40

Nota: * p<0,01 (Teste Qui-quadrado).

Os valores de PCR variaram de 0,09 a 9,94 mg/l com
mediana de 2,23 mg/l. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas
hemodinamicas, antropométricas e bioquimicas da populagéo
de acordo com o sexo. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre a pressdo arterial sistolica e diastolica,
circunferéncia da cintura e glicemia de jejum. Observou-se
maiores niveis de IMC, circunferéncia do quadril, insulinemia
de jejum, HOMA-IR, triglicérides, colesterol total, LDL-c,
HDL-c e PCR para o sexo feminino.

Observou-se que 12,22% dos homens e 23,11% das
mulheres apresentavam sobrepeso (p=0,000) e, 2,22% dos
homens e 8,33% das mulheres apresentavam obesidade
(p=0,000).

A Tabela 3 apresenta a relag@o entre niveis de PCR e as
variaveis estudadas. Os valores de idade, pressdo arterial
sistolica e diastdlica, IMC, circunferéncia da cintura e do
quadril, RCQ, insulinemia de jejum, HOMA-IR, triglicérides,
colesterol total e LDL-c correlacionaram-se positivamente
com o InPCR. As variaveis educagdo e HDL-c apresentaram
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correlagdo inversa com o InPCR. Nao houve associacdo entre
tabagismo e os niveis séricos de InPCR.

TABELA 2
Caracteristicas hemodinamicas, antropométricas ¢
bioquimicas da populagdo estudada de acordo com o sexo

Variaveis

Masculino

Feminino

PA sistélica (mmHg)

136,20 + 23,55

138,12 £ 29,60

PA diastdlica (mmHg) 81,82 £ 13,65 83,93 £ 15,68
IMC (kg/m?)** 22,12 £2,87 23,61 £4,30
Circunferéncia da cintura (cm) 80,69 + 8,07 79,98 + 10,94
Circunferéncia do quadril (cm)** 90,87 + 6,07 94,05 £ 8,08
Razdo cintura-quadril** 0,89 + 0,06 0,85+ 0,08

Glicemia de jejum (mg/dl) 86,59 = 11,87 86,51 + 11,06

Insulinemia de jejum (LU/ml)**
HOMA-IR**

1,99 (1,99; 2,97)
0,45 (0,40; 0,64)

3,35 (1,99; 6,45)
0,68 (0,43; 1,38)

Triglicérides (mg/dl)* 83,50 (62; 112) 98 (66; 124)

Colesterol total (mg/dl)** 179,31 £ 42,36 194,27 + 48,99
LDL colesterol (mg/dl)** 113,11 £ 33,89 123,19 + 43,61
HDL colesterol (mg/dl)* 46,99 + 12,60 49,27 £ 13,05

PCR (mg/l)**

1,44 (0,66; 2,75)

2,23 (0,92; 4,22)

Valores apresentados como média + desvio padrdo ou mediana (intervalo

interquartilico).

*p <0,05; ** p<0,01 (Teste t-Student ou Mann-Whitney)

TABELA 3

Coeficiente de correlagdo de Pearson (1) e intervalo de
confianga (IC 95%) entre as variaveis de interesse e a
concentragao de InPCR

Variaveis r IC 95% Valor-p
Idade (anos) 0,20 0,12 - 0,29 0,000
Tabagismo (cigarros/dia) 0,04 -0,05 - 0,13 0,409
Educag@o (anos) -0,11 -0,20 — -0,02 0,017
PA sistolica (mmHg) 0,21 0,12 - 0,29 0,000
PA diastdlica (mmHg) 0,18 0,09 — 0,27 0,000
IMC (kg/m?) 0,25 0,17 - 0,34 0,000
Circunferéncia da cintura (cm) 0,27 0,19 - 0,35 0,000
Circunferéncia do quadril (cm) 0,21 0,12 - 0,29 0,000
Razdo cintura-quadril 0,20 0,11 — 0,28 0,000
Glicemia de jejum (mg/dl) 0,04 -0,05 - 0,13 0,374
Insulinemia de jejum (LUL/ml) 0,18 0,09 - 0,27 0,000
HOMA-IR 0,17 0,08 — 0,26 0,000
Triglicérides (mg/dl) 0,15 0,07 - 0,24 0,001
Colesterol total (mg/dl) 0,15 0,06 — 0,23 0,002
LDL colesterol (mg/dl) 0,17 0,08 — 0,25 0,000
HDL colesterol (mg/dl) -0,11 -0,20 — -0,02 0,019

Ap6s o ajuste do modelo de regressdo linear multipla, as

variaveis IMC, idade, sexo, insulinemia de jejum e HDL-c
foram independentemente associadas com o aumento do
InPCR na populacdo estudada (Tabela 4). As variaveis
independentes contempladas nesse modelo explicaram,
aproximadamente, 20% da varia¢do nos niveis de InPCR
(R? =0,197).

ajustado

TABELA 4
Modelo final de regressao linear multipla com InPCR
como variavel dependente

Variavel Coeficiente 83 IC 95% Valor-p
IMC (kg/m?) 0,051 0,029 - 0,073 0,000
Idade (anos) 0,014 0,009 - 0,018 0,000
Sexo (0=M, 1 =F) 0,375 0,212 - 0,537 0,000
Insulinemia (pU/ml) 0,018 0,002 - 0,034 0,026
HDL-c (mg/dl) -0,009 -0,015 — -0,003 0,003

Notas: R?

ajustado

=0,197; Coeficiente o. = -1,085 (p = 0,001).
DISCUSSAO

Nesse trabalho foram associados indicadores de
adiposidade, variaveis demograficas e bioquimicas com a
inflamagao cronica de baixa intensidade avaliada por meio
da PCR em duas comunidades da area rural. Ressalta-se que
a populagdo foi composta por individuos adultos ndo
diabéticos, sendo a maioria de cor de pele ndo branca e com
um baixo nivel de escolaridade. Os valores médios de IMC e
RCQ assim como a prevaléncia de sobrepeso e obesidade
foram maiores para os individuos do sexo feminino. Estes
resultados estdo de acordo com estudos nacionais que revelam
que na area rural brasileira o problema de excesso de peso ¢
mais expressivo para o sexo feminino quando comparado ao
sexo masculino (3).

Neste estudo todas as variaveis indicadoras de adiposidade
foram positivamente correlacionadas com o aumento dos
niveis de PCR. Corroborando os nossos resultados, recente
trabalho evidenciou correlagdo significativa entre medidas de
adiposidade e PCR (26). Outro estudo envolvendo 1088
individuos ndo diabéticos também evidenciou forte associagido
entre IMC e PCR e entre circunferéncia da cintura ¢ PCR
(27). Nossos resultados demonstraram que apo6s analise
multivariada o IMC continuou significativamente associado
com os niveis de PCR. Em estudo realizado com 16.616
participantes do NHANES III observou-se que apds ajuste
pelas potenciais variaveis confundidoras os homens obesos e
mulheres obesas possuiam respectivamente 2,13 ¢ 6,21 vezes
a chance de ter os niveis de PCR elevados quando comparados
aos ndo obesos (28).

A PCR, avaliada por meio de técnica de alta sensibilidade,
¢ um reconhecido marcador de inflamag@o cronica subclinica
que tem sido associado ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (29,9). APCR ¢ produzida pelos hepatdcitos
sob estimulo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-6 (12),
a qual ¢ referida como a principal reguladora da produg@o de
PCR pelo figado (30). Niveis elevados de PCR podem ser
atribuidos, entre outros fatores, a um aumento da expressao
desta citocina pelo tecido adiposo (16). Tais resultados
sugerem que o risco aumentado para as doengas
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cardiovasculares em individuos com excesso de peso, pode
ser explicado, em parte, pelo estado inflamatério de baixa
intensidade gerado pelo acumulo de gordura corporal.

A inflamagdo cronica subclinica estd intensamente
relacionada com o desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose. Estudos indicam que a PCR desempenha um
papel importante nos diferentes estagios da aterosclerose (31).
Alguns dos mecanismos podem ser explicados pelos efeitos
proinflamatoérios e proaterogénicos da PCR nas células
endoteliais que levam ao aumento da expressao de moléculas
de adesdo celular (32), de proteina quimioatraente de
monocito-1 (33), inibidor de ativagdo do plasminogénio-1 (34)
e diminuigdo da produgdo de 6xido nitrico (35) e prostaciclina
(36). Além disso, a PCR ativa o sistema do complemento (37)
e contribui para a formagao das células gordurosas nas lesdes
aterosclerdticas devido a capacidade de agregar moléculas de
LDL-c (38).

A idade foi positivamente correlacionada com os niveis
de InPCR e se manteve associada com a mesma apés analise
multivariada. Em estudo envolvendo 1172 homens
aparentemente saudaveis a idade foi um dos principais
determinantes da concentragdo de PCR, visto que ela explicou
cerca de 10,0% da variancia nos niveis de PCR (39). O sexo
também foi significativamente associado com o InPCR
indicando que as mulheres apresentavam niveis de InPCR
maiores que os homens. Em estudo realizado com 6101
individuos participantes do Dallas Heart Study foi
demonstrado que as mulheres possuiam niveis de PCR
significativamente maiores que os homens mesmo apds ajuste
por IMC e pelos tradicionais fatores de risco cardiovasculares
(40).

Outro resultado importante foi a correlagdo entre os niveis
plasmaticos de insulina e a resisténcia a insulina avaliada por
meio do indice HOMA com o aumento nos niveis de PCR,
corroborando os resultados encontrados no The Minoh Study
(41). Em analise multivariada a insulinemia de jejum
permaneceu significativamente associada com o aumento da
PCR. Resultados encontrados no The Chennai Urban Rural
Epidemiology Study evidenciaram aumentos nos niveis de
marcadores inflamatorios como PCR e IL-6 de acordo com o
aumento do grau de intolerancia a glicose (42). Outros estudos
demonstram que em individuos ndo diabéticos os niveis de
PCR estdo positivamente associados com medidas de
resisténcia a insulina, tais resultados sugerem uma possivel
relacdo entre inflamagao cronica subclinica e resisténcia a
insulina (27,-43).

Apos analise multivariada dos dados observou-se
associagao significativa entre HDL-c e PCR. Diversos estudos
evidenciaram associag@o inversa e independente entre HDL-
¢ ¢ PCR sugerindo que baixos niveis de HDL-c¢ podem
favorecer o processo inflamatorio (44,-45). Em recente trabalho
envolvendo 10.059 individuos saudaveis foi evidenciado, pela

analise de regressdo linear multipla, que idade, sexo, IMC,
HOMA, HDL-c e triglicérides foram preditores independentes
para o aumento dos niveis de PCR (46).

Algumas limitagdes devem ser consideradas para este
estudo. A primeira deve-se ao fato de nao ter sido utilizada
uma populagdo com comprovada representatividade da
populagdo rural brasileira, podendo, em parte, restringir a
validade externa dos resultados encontrados. A segunda
limitagdo ¢ intrinseca ao delineamento do estudo, por se tratar
de um estudo transversal, a falta de comprovagao de
temporalidade nas associa¢des encontradas nos impede uma
relagdo mais segura de causalidade entre as variaveis
envolvidas. Nossos resultados, no entanto, corroboram os
resultados encontrados em importantes estudos longitudinais
e, além disso, os ajustes multivariados excluem, em grande
parte, a possibilidade de que as associagdes encontradas sejam
explicadas por outros fatores que nao os incluidos no modelo.
Acreditamos entao que em populagdes de individuos adultos,
ndo diabéticos, com baixo nivel socioecondmico e educacional
e residentes em area rural, o aumento da idade, do IMC e da
insulinemia de jejum, o sexo feminino e a diminuigdo do
HDL-c podem ser bons preditores para caracterizar uma
condi¢do de inflamagao subclinica.

Em conclusdo, neste estudo evidenciamos que a
adiposidade, avaliada por meio do IMC, constituiu-se um
preditor independente para o aumento dos niveis séricos de
PCR. Esse resultado vai ao encontro com a teoria de que o
excesso de tecido adiposo ¢ capaz de gerar um estado de
inflamagao cronica de baixa intensidade. Ressalta-se ainda
que a associagao independente de tradicionais fatores de risco
para as doengas cardiovasculares (idade, sexo, IMC, insulina
de jejum e HDL-c) com a PCR evidencia uma estreita relagdo
entre tecido adiposo, doencas cardiovasculares ¢ inflamagdo,
no entanto, novos estudos sdo necessarios a fim de esclarecer
ainda mais as relagdes encontradas.
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RESUMEN. La leche materna (LM) es el alimento por excelencia
en los nifios desde el nacimiento hasta los seis meses de edad. Es
importante saber si las condiciones de vida precaria podrian limitar
algunos nutrientes en la LM. El objetivo de este estudio fue evaluar
el contenido de grasa total (GT) y de acidos grasos esenciales de
cadena larga (LC-PUFA), en leches maternas maduras de mujeres
venezolanas de estratos socioeconémicos bajos. Los valores de GT
(3.56 £1.18 g/%) coinciden con los reportados en otras publicaciones.
La suma de LC-PUFA n-3 fue 0,3 + 0.04% lo cual se corresponde
con una dieta materna baja en acidos grasos serie n-3. Especialmente
notorio es el hecho que al calcular la cantidad de 22:6 n-3 que podria
aportar la leche materna promedio a un recién nacido de un mes
(consumo de 750 ml/dia de leche) esta por debajo del requerimiento
calculado (70 mg/dia). La mayoria de estas muestras proveen la
cantidad de DHA estimada como conveniente para mantener un
adecuado crecimiento del recién nacido. También se exploré como
el tiempo (8h y 24h) y la temperatura de almacenamiento (+4°C,
+15°C y +25°C) pueden afectar su composicion. Estos datos
permitiran elegir las mejores condiciones de muestreo y
almacenamiento de la leche materna para futuras investigaciones
en diversas areas de Venezuela. Si bien la mayor parte de los acidos
grasos de la leche materna pueden tolerar varias horas a temperatura
de unos 25°C, los acidos LC-PUFA son muy vulnerables. Se propone,
en consecuencia, que las muestras, tomadas en recipientes estériles
y en hielo seco deben ser transportadas en pocas horas al laboratorio
para mantenerlas a =70°C hasta el momento del analisis.

Palabras clave: Leche materna, acidos grasos n-3, estrato
socioeconémico, temperatura, almacenamiento.

INTRODUCCION

Como resultado de varias y convincentes investigaciones
se sabe que el rapido crecimiento del sistema nervioso humano
que se observa después del nacimiento, requiere un sostenido
aporte, de acidos grasos esenciales de cadena larga (LC-PUFA)
entre otros variados nutrientes (1). La sintesis de estos acidos
por las células del sistema nervioso central (SNC) a partir de
precursores de cadena mas corta y menos insaturados (18:2
n6 y 18:3 n3) se produce en muy pequefias cantidades, como
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SUMMARY. Fatty acids in mature breast milk from low
socioeconomic levels of Venezuelan women: influence of
temperature and time of storage. Breast milk is the main food in
infants from birth until six months old. It is important to know if
precarious life conditions could limit some nutrients in mother’s
milk. The objective of this study is to evaluate the total fat and
essential long chain fatty acids in mature breast milk from low
socioeconomic levels in Venezuelan women. The values of total fat
(3.56 £ 1.18 g/%) are similar that reported in the literature, however
the sume of LC-PUFANn-3 was 0,3 = 0.04% which is related whith
low n-3 fatty acid maternal diet. The sume LC-PUFA n-3 contained
in this study is below most of the reviewed publications. The average
amount of 22:6 n-3 in breast milk offered to newborn one month
old (750 ml/day) is below estimated requirements (70mg/day). The
majority of these samples provide to the infants, the amount of
DHA estimated as convenient to sustain normal growth. Also it was
explored how the time (8h to 24 h) and temperatura (+4°C, +15°C
y +25°C) can affect its composition. This data will permit to select
the best condiitions of sampling and storage of mother’s milk in
future investigations in different regions of Venezuela. Most of the
breast milk fatty acids tolerate some hours at room temperature
(25°C) but essential long chain fatty acids are very vulnerable. We
propose that, in consequence, that samples should be transported in
sterile conditions in dry ice to the laboratory in a few hours and
should be kept at —70°C until their analysis.

Key words: Breast milk, n-3 fatty acids, socioeconomic level,
temperature, storage.

ha sido demostrado en astrocitos y células del hipocampo de
la rata. Esta sintesis adquiere importancia solo cuando hay
deficiencia en la dieta de los LCPUFA (2,3). En diversas
investigaciones sobre el contenido de LC-PUFA en muestras
de leche materna se ha podido constatar que hay una gran
variabilidad en las distintas poblaciones y que existe un cierto
grado de dependencia de la cantidad de LC-PUFA de la leche
y la dieta materna. Como consecuencia de esto es predecible
que en poblaciones con bajo contenido dietético de los cidos
grasos esenciales en general y en particular de los LC-PUFA,
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puedan darse situaciones criticas en la composicion de la leche
materna que afecte adversamente el crecimiento y desarrollo del
SNC (4,5,6). Por tanto, es necesario que en cada poblacion se
tenga una idea de la composicion en acidos grasos de la leche
materna o de cualquier leche que intente usarse como sustituto
cuando es absolutamente imposible el uso de la leche materna.

El objetivo de este trabajo fue analizar muestras de leche
materna madura de un grupo de mujeres de estratos socio
econdmicos bajos, e investigar si existen diferencias analiticas
al variar las condiciones de almacenaje a distintas temperaturas
y tiempos hasta la llegada de las muestras al laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio participaron previo consentimiento 20
madres, que tenian cerca de 8 semanas amantando a sus hijos
nacidos de un parto normal a término y peso al nacer normal
(Tabla 1). Las madres se sometieron a un examen clinicoy a
un interrogatorio para asegurarse que ninguna tenia alguna
enfermedad (diabetes mellitus, afeccion tiroidea, obesidad,
hipertension, sindrome metabolico, trastornos hepaticos o
renales), o que estuviera bajo control terapéutico alguno.

TABLA 1
Datos de las madres y de los recién nacidos

Madres
Edad (afios) Paridad ES n

Recién nacidos
TL (meses) Talla (cm.) PN (kg)

vV 2
26,8+09 2,15+03 IV 17
m 1

1,9+0,2 51,05+0,8 3,343+100,7

PN = Peso al nacer
ES = Estrato Socioecondémico TL = Tiempo de lactancia

Estas madres provenian de una clinica de control de
embarazadas normales que asiste a madres de escasos recursos
econdmicos. El estrato socioeconomico de las madres se
determind aplicando el método de Grafar-Méndez Castellano
(8), el cual establece una escala del T al V, en base a la profesion
del jefe de familia, la instruccion de la madre, la fuente de
ingreso y el tipo de alojamiento. Las escalas [ 'y II corresponden
a los estratos de mejor condicion socioeconémica, las escalas
IV y Vincluyen a los estratos de menores recursos y la escala
IIT a una condicioén econdmica intermedia.

Las muestras de leche para el estudio fueron extraidas durante
las mafianas, al mes de amamantamiento al final de una de las
succiones del recién nacido (RN). Las muestras recibidas en
envases estériles se colocaron inmediatamente a -70°C hasta el
momento de realizar los estudios correspondientes.

Una vez descongeladas las muestras, de cada una de ellas
se tomo una alicuota para el analisis inmediato, sin tiempo de

espera, a esta determinacion se le denominé “Tiempo 0” (TO);
otras porciones de la muestra descongelada se colocaron en
bafo de agua a tres temperaturas: +4°C, +15°C y +25°C, cada
una con dos tiempos de exposicion: 8 horas y 24 horas. Es
decir, un total de 7 condiciones distintas incluyendo TO.
Después de transcurrido el tiempo establecido las muestras
se analizaron igual a la muestra TO.

Las muestras de leche se dividieron en dos partes, una
para la determinacion cuantitativa de lipidos totales y la otra
para determinar el perfil de acidos grasos. Los lipidos de cada
una de las muestras de leche se extrajeron por el método de
Folch y col (8). Los lipidos extraidos fueron evaporados en
un roto-evaporador en tres pasos sucesivos con metanol con
el fin de eliminar cualquier residuo de agua. Finalmente los
lipidos se redisolvieron en cloroformo, tanto para su analisis
por gravimetria como para la determinacion del perfil de
acidos grasos por cromatografia en fase gas liquido. Para la
determinacion de los lipidos totales de cada una de las leches
por gravimetria, el cloroformo se evaporé completamente en
atmosfera de nitrogeno.

Los acidos grasos contenidos en los lipidos evaporados, se
transesterificaron en una mezcla de metanol anhidro y cloruro
de acetilo en proporcion 100:15 v/v respectivamente, en baio
de arena a una temperatura de 70 °C, durante tres horas de
acuerdo al método de Ghebremeskel y col modificado 1995
(9). Lareaccion se detuvo con una solucion de cloruro de sodio
al 5% en agua, se neutralizd con una solucion acuosa de
bicarbonato de potasio al 2%, y se realizo la extraccion de los
metil ésteres de acidos grasos (MAG) con éter de petroleo (40-
60°C) que contenia tolueno beta hidroxibutirato (BHT) al 0,01%.

Los MAG obtenidos, fueron separados mediante
cromatografia en fase gas liquido, usando un cromatografo
Hewlett Packard, modelo HP 6890 Plus GC, version A.03.07,
con una columna capilar de 30 m x 0.32 mm d.i., 0.25 um de
pelicula interna. Se usé helio como gas transportador, las
temperaturas del inyector, horno y del detector fueron 250,
200y 280°C respectivamente. Los MAG fueron identificados
por comparacion con los tiempos de retencion de un estandar
Sigma (Cat: 189-19, St. Louis, USA). El area de los picos
fueron cuantificados electronicamente.

Se calculd la ingestion equivalente de DHA de un lactante
que consuma 750ml de leche materna/dia, de acuerdo a lo
propuesto por Uauy y colaboradores (10).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los datos de las madres incluidas
en nuestra muestra asi como la clasificacion en la escala de
Graffar-Méndez Castellano, también se muestran los datos de
los RN.

En la Tabla 2 se observa el valor en porcentaje del area
total de cada uno de los acidos grasos considerados en nuestro
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analisis en TO. En esta Tabla 2, se puede notar que cerca del
80% de los acidos grasos de la leche esta representado por la
suma de los acidos grasos palmitico (16:0), estearico (18:0),
oleico (18:1, n-9) y linoleico (LN) (18:2, n-6). En cuanto a
los acidos grasos de cadena larga, de 20 6 mas carbonos, es
importante destacar el muy bajo contenido del acido
docosahexaenoico (DHA), de la serie n-3 (Tabla 2). En la Tabla
3 se muestran las desviaciones absolutas después de la
exposicion de las muestras a 4°C y 15°C durante 8 horas.
Para simplificar se omiten los datos de 15°C y 25°C y 24 horas
que mostraron mucho mas variacion. Sélo indicamos los
valores correspondientes a los acidos araquidonico (AA),
eicosapentaenoico (EPA) y DHA, porque todos los otros acidos
grasos mostraron variaciones bajas (<5%). Para la elaboracion
de esta tabla se toma como 100% el dato correspondiente al
acido graso de la muestra inmediatamente congelada a -70°C
(TO).

TABLA 2
Porcentaje de los acidos grasos en las leches maternas
maduras en tiempo cero (T0)

Acidos grasos %
6:0 02403
8:0 03403
10:0 12406
11:0 0,06 + 0,05
12:0 58+2.4
14:0 6,01+ 2.5
14:1n-5 0,2 + 0,09
15:0 0,3 + 0,08
16:0 2+ 14
16:1n-7 3+0,8
17:0 0,33 £ 0,07
17:1n-7 0,23 + 0,06
18:0 6+1,6
18:1n-9 30,7 + 4,4
18:2 n-6 18,7+ 3,4
18:3 n-6 0,2+ 0,08
18:3 n-3 1,03 + 0,4
20:0 0,15 + 0,04
20:1n-6 0,28 + 0,13
20:2 n-6 0,4+0,117
20:3 n-6 0,44 + 0,12
20:4 n-6 0,44 + 0,14
20:5 n-3 0,14 +0,16
22:6 n-3 0,17 0,09
> n-6 212+ 0.8
> n-3 1.5+0.08
LC-PUFA n-6 1,6 £0.074
LC-PUFA n-3 0,3+0.041
AA/DHA 2,.8+0.2
LN/ARA 49438

Promedio + EE N=20
PUFA: acidos grasos poliinsaturados
ARA: araquidénico

LC: larga cadena
LN: linoleico

TABLA 3
Desviaciones absolutas desde el valor “Tiempo 0 de los
acidos grasos C20:4 n6, C20:5n3 y C22:6n3, después de
la exposicion de las muestras a 4°C y 15°C durante 8 horas

Te/T %C20:4n6 % C20:5n3 % C22:6 n3
4°C/ 8hs 6.3 (2.5) 16 (5) 17 (7)
15°C/ 8hs 9.7 (4) 12 (5) 11 (5)

Te/ T = Temperatura de exposicion/ Tiempo
Los restantes acidos grasos tuvieron desviaciones absolutas de < 5%

DISCUSION

Las madres venezolanas estudiadas muestran que la leche
madura que segregan tiene un contenido bajo de acidos grasos
esenciales de cadena larga de la serie n-3, si se compara con
los datos publicados de madres de paises occidentales
desarrollados. Notoriamente bajo es el porcentaje de DHA
con un promedio de 0,17%, ninguna de las muestras supera el
valor de 0,4%. Comparado con poblaciones asiaticas el valor
de 0,17+0,09 % es notoriamente bajo en relacion al 0,8+0.1%
reportado en las mujeres tailandesas (11). Contrasta esto con
el contenido de los acidos de la serie n-6 que muestran valores
de los mas altos encontrados en la literatura médica.

Esta situacion se parece a las publicadas para poblaciones
con dietas pobres en grasas y ricas en carbohidratos como los
que se han encontrado en China, Chile y Brasil (12,13,14)
Esta caracteristica de la serie n-3 se destaca mas claramente
cuando observamos que al hacer el calculo de la cantidad de
DHA que la leche de cada madre puede entregar a un nifio
que ingiera unos 750 mL/dia de leche, que se presenta en la
Tabla 4, no alcanza en promedio a los 70 mg que se han
considerado necesarios para sostener el crecimiento de las
estructuras del sistema nervioso y la retina. Un 30% de las
madres esta por debajo de 50mg cuando se calcula el aporte
de DHA proveniente del acido Otlinolénico (LNA) en 1%. La
situacionmejora muy poco considerando una tasa de
conversion del 10%. De modo que para poder suministrar 70
mg/dia o mas de DHA, sin contar con la conversion de otros
acidos grasos de la serie n-3, tendriamos que tener una
concentracion de DHA en la leche cerca de 0,4%, valor éste
muy por encima de los escasos 0,17% que hemos encontrado
como promedio de nuestra muestra. La suma de todos los LC-
PUFA n-3 (Tabla 2), s6lo alcanza a 0,3%.
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TABLA 4
Consumo estimado de C22:6 n3 por los lactantes con una
ingesta de 750mL/dia de leche materna. (Calculada segun

Uauy y col (10))

LM LM LM Cantidad de grasa ~ Consumo de
Grasa total % C18:3n3 % C22:6 de LM ingerida =~ C22:6 n3 por el
(g/ml) por el lactante lactante

(g/dia) (mg/dia)
0,03 +£0,01 1,24+0,41 0,17+0,07 224+8.2 66,37 + 30,97

LM= leche materna (n = 20)

Por el contrario, la serie n-6 se encuentra bien representada
debido al alto contenido de LN y a una cantidad de AA
parecida a las encontradas en poblaciones con una alimentacion
mas adecuada. El alto valor de LN en comparacién con los
datos de poblaciones de paises industrializados de occidente,
seguramente deriva del uso muy frecuente de aceites vegetales
ricos en este acido graso (soja, girasol, maiz, ajonjoli, mani)
en la preparacion de los alimentos (15). En este contexto es
importante notar en la Tabla 2, que las relaciones LN/AA>20
y AA/DHA >3 difieren bastante de las recomendadas, 0.5-1y
1 a2 respectivamente. Todos estos datos nos permiten afirmar
que la mayoria de estas madres producen una leche que
escasamente puede suministrar la cantidad de DHA necesaria
para garantizar el crecimiento de las importantes estructuras
que lo necesitan. Este problema es de gran importancia si
consideramos que en caso de tener el neonato un bajo peso al
nacer, la demanda que debe sostener la leche es mayor y mas
prolongada y la inmadurez del nifio no permite una tasa de
conversion alfa linolénico (18:3 n-3, LNL) hacia AA ni siquiera
de 1%. Es muy probable que los tejidos del neonato (higado,
piel, musculos) puedan servir de reservorio para sostener el
crecimiento mas critico del SNC y la retina. En nuestro
laboratorio recientemente hemos mostrado evidencias de que
en la rata ese rol puede asumirlo el tejido adiposo marrén ya
que el tejido adiposo blanco no contiene DHA en cantidades
apreciables (16).

Por todos estos argumentos consideramos de importancia
que se defina con mas amplitud estas peculiaridades de la
composicion de la leche materna, sobre todo si se toman en
cuenta las diferencias regionales que existen en Venezuela en
el consumo de alimentos de origen marino y las debidas al
marcado gradiente socioeconoémico.

En este trabajo ademas, mostramos que si bien la mayor
parte de los acidos grasos de la leche materna pueden tolerar
varias horas a temperatura de unos 25°C, los 4cidos LC-PUFA
son muy vulnerables. En La Tabla 3 s6lo damos los datos de
la variacion de AA y DHA en muestras de leche dejadas 8
horas a dos temperaturas (4°C y 15°C). Se ve que el porcentaje
de variacion con respecto al valor T0, es inaceptablemente

alto. Se propone, en consecuencia, que las muestras, pocos
minutos después de tomadas en recipientes estériles, deban
ser llevadas bajo hielo seco al laboratorio en pocas horas y

luego mantenerlas a —70 °C hasta el momento del analisis.
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Caracterizacion de cepas de Listeria monocytogenes realizados
a partir de queso fresco proveniente de diferentes zonas
productoras costarricenses
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RESUMEN. En Costa Rica, cerca del 25% de la produccion de leche
nacional es utilizada en la elaboracién de queso tierno no
pasteurizado, y el consumo de este producto es aproximadamente de
4 a 5 kg anuales per cépita. Este alimento ha sido involucrado en
brotes debidos a Listeria monocytogenes. Dado lo anterior, se aislo
e identifico esta bacteria a partir de muestras de queso blanco no
pasteurizado provenientes de dos zonas tradicionalmente productoras
y expendedoras de dicho producto. Se recolectaron 110 muestras de
queso a partir de las cuales se aislaron 27 cepas de L. monocytogenes.
Las cepas fueron caracterizadas mediante pruebas bioquimicas y
serolégicas, ademas se les realizaron pruebas de susceptibilidad a
los antibidticos, hemdlisis en tubo e invasion en células Hela. El
85% de las cepas evaluadas fueron sensibles a todos los antibidticos
analizados, no obstante, cuatro cepas (15%) presentaron patrones de
resistencia a diversos agentes, incluyendo estreptomicina,
kanamicina, cefalotina y tetraciclina. También, se encontraron
patrones de resistencia multiple. EIl 88,9% de los aislamientos
estudiados fueron positivos para la prueba de hemolisis en tubo, y el
22,2% presentaron porcentajes de invasion iguales o superiores a la
cepa de origen clinico usada como control. Cabe destacar que todas
las cepas con capacidad de invasion fueron también susceptibles a
todos los antibiéticos usados. Los resultados encontrados ponen de
manifiesto la presencia de L. monocytogenes en queso blanco de
origen costarricense. También se evidencia un alto porcentaje de
susceptibilidad a los antibidticos de uso comln para los casos de
listeriosis. Por otro lado, pone de manifiesto que el queso blanco
puede ser transmisor de cepas con capacidad de invasion y por ende,
potencialmente patdgenas al hombre.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, queso, invasion, resistencia
a antibidticos.

INTRODUCCION

El género Listeria estd conformado por bacilos Gram
positivos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos
y moviles de 10 a 25°C (1). Esta dividido en seis especies, de
las cuales, L. monocytogenes y L. ivanovvi son consideradas
patégenas, siendo L. monocytogenes el agente causal de la
listeriosis (2).

Este microorganismo presenta una amplia distribucién en
el ambiente. Se ha aislado a partir de diversas fuentes
incluyendo suelo, vegetacion, ensilaje, materia fecal, agua y

66

SUMMARY. Characterization of Listeria monocytogenes isolates
obtained from raw cheese samples acquired from different Costa
Rican producer zones. In Costa Rica, almost 25% of the national
milk production is used for the elaboration of non pasteurized soft
cheese, and the annual intake of this product is around 4-5 kg per
capita. This product has been identified as the source of food borne
outbreaks due to Listeria monocytogenes. Given that, the isolation
and identification of this bacterium from non pasteurized soft cheese
samples coming from two producer zones of Costa Rica was per-
formed. 110 cheese samples were collected, from which 27 L.
monocytogenes strains were isolated. These were characterized us-
ing biochemical and serological tests, also, susceptibility to com-
mon used antibiotics, test tube hemolysis and invasion in Hela cells
trials were performed. 85% of the strains evaluated were sensible to
all the antibiotics analyzed, nevertheless, four strains presented re-
sistance to different agents, including streptomycin, kanamycin,
cephalotin and tetracycline. Also, multiple resistance patterns were
found. 88,9% of the studied isolates were positive for the test tube
hemolysis trial; 22,2% presented invasion percentages higher than
the clinical origin strain used as control. It is important to point out
that all the invasive strains were completely susceptible to the anti-
biotics tested. The results found demonstrate the presence of L.
monocytogenes in Costa Rican soft cheese samples. Also, demon-
strate its high percent of susceptibility to common use antibiotics.
Same time, invasion trials show that soft cheese may be a source of
invasive and potentially pathogenic strains for human being.

Key words: Listeria monocytogenes, cheese, invasion, antibiotics
resistance.

aguas residuales entre otras. Es una bacteria capaz de resistir
y crecer en condiciones ambientales adversas (3) incluyendo
las temperaturas de refrigeracion (4)

Los cuadros de listeriosis son causados en su mayoria por
laingesta de alimentos contaminados, (5,6,7) destacandose los
productos listos para consumir que soportan el crecimiento de
esta bacteria, tienen un tiempo de conservacion prolongado en
condiciones de refrigeracion y se consumen sin tratamiento.
2).

Una de las particularidades de esta bacteria, es que
presenta diferencias de virulencia entre las mismas cepas (8,9).
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Los mecanismos de variabilidad de la virulencia de este
microorganismo no se conocen en su totalidad y ademas, no
existe aun un marcador que permita diferenciar los aislamientos
virulentos de los avirulentos (10).

Por otro lado, a pesar de que los aislamientos clinicos de
esta bacteria usualmente muestran susceptibilidad a un amplio
rango de antibioticos y que desde 1988 qued6 demostrada la
emergencia de un patron de resistencia (11), existe poca
informacion respecto a los patrones de sensibilidad que
presentan las cepas de esta bacteria aisladas a partir de
alimentos y que no han sido consideradas como causantes de
enfermedad (12,13).

Dentro de la industria lactea, esta bacteria es de especial
importancia ya que diversos derivados han sido involucrados
en brotes, aparte de que ha sido aislada en varios ambientes
dentro de la misma (14-16), dada su capacidad de formar
biopeliculas (10). El queso fresco es especialmente vulner-
able a contaminacion con Listeria, dado su alto contenido de
humedad, alta disponibilidad de nutrientes, concentracion de
sal de 1-3% y especialmente, el hecho de que se consume sin
recibir ninglin tratamiento térmico (17).

Dado lo anterior y considerando que en Costa Rica,
alrededor del 25% de la produccion de leche es utilizada en la
elaboracion de queso tierno no pasteurizado, y que el consumo
de este producto es aproximadamente de 4 a 5 kg anuales per
capita (17), se aislaron, identificaron y caracterizaron cepas
de Listeria monocytogenes obtenidas de quesos que se
expenden en el Area Metropolitana de San José, Costa Rica,
tomando en consideracion algunas de sus caracteristicas
patognomonicas como son su capacidad de invasion y su
resistencia a diversos antibioticos.

MATERIALY METODOS

Adquisicion de las muestras

Las muestras alimenticias seleccionadas fueron adquiridas
en lugares asociados a la produccion y venta de queso fresco,
en lazonanorte del pais y en Santa Cruz de Turrialba, durante
los meses de abril a diciembre, 2007. De cada sitio
seleccionado se tomaron por lo menos 10 muestras, para un
total de 110 muestras.

Aislamiento

Se siguié la metodologia descrita en el Manual de
Bacteriologia, Food and Drug Administration, 1995 (18) para
determinar la presencia/ausencia de esta bacteria en 25 g.
Brevemente, 25 g de cada muestra fueron enriquecidos en 225
ml de caldo de Listeria e incubados a 30 °C por 48 horas.
Posteriormente, se inocularon placas de agar Oxford a partir
del caldo del enriquecimiento, las cuales fueron incubadas por
48 horas a 35 °C. Las colonias tipicas fueron confirmadas por
la prueba de luz de Henry, morfologia, motilidad, hemolisis,

prueba de CAMP (Christie, Atkins and Much-Petersen) y
utilizacion de xilosa y ramnosa. Ademas, se realizé una
caracterizacion serologica utilizando el antisuero tipo anti-O
polivante (serotipos 1,4), (Bacto®).

Prueba de la susceptibilidad de los antibiéticos

Se utilizo el método de difusion en disco (19), con agar
Mueller-Hinton complementado con sangre, se emplearon
discos impregnados con antibidtico de la marca Oxoid con
los siguientes 9 antibidticos: Ampicilina (10 pg), Tetraciclina
(30 ng), Gentamicina (10 pg), Estreptomicina (10 pg),
Kanamicina (10 pg), Cloranfenicol (30 pg), Cefalotina (30
pg), Eritromicina (15 pg), y Rifampicina (5 pug).

Anélisis de invasion

Los ensayos de invasion con células Caco-2 se realizaron
como se ha descrito previamente en la literatura (20) con
algunas modificaciones leves, incluyendo el uso de células
HeLa en lugar de Caco-2. Se utiliz6 éstas dada su mayor
disponibilidad y facilidad de cultivo y mantenimiento, aparte
que esta claramente establecido en la literatura la capacidad
de L.monocytogenes de infectarlas (21)

Brevemente, las cepas de L. monocytogenes fueron
cultivadas durante una noche a 30°C sin agitacion. Monocapas
confluentes de células HeLa (cervical cancer cells, Henrietta
Lacks) fueron inoculadas con 2 x107 las células/pozo de L.
monocytogenes (analisis en placa de seis hoyos). Las monocapas
de células HeLa inoculadas fueron incubadas por 30 minutos a
37°C, seguido por tres lavados con PBS (buffer de sal y fosfatos)
y luego se afiadi6 medio fresco sin antibioticos. Se agregd medio
de cultivo con 150 ug/ml de gentamicina a los 45 minutos post
inoculacion para eliminar las bacterias extracelulares. A los 90
minutos post inoculacion, las monocapas de HeL.a fueron lavadas
tres veces con PBS, y estas se lisaron luego por la adicion de
agua destilada estéril fria y pipeteo vigoroso. Las bacterias
intracelulares fueron enumeradas por medio de siembra por
expansion de la suspension de células lisadas en las placas de
agar infusion cerebro corazon. La eficacia de la invasion fue
medida como el porcentaje del indculo recuperado por la
enumeracion de bacterias intracelulares. Una cepa de origen
clinico (HNN23), aislada a partir de un paciente con meningitis
por L. monocytogenes fue utilizada como control de invasion,
y medio sin inocular se incluy6 como control en cada analisis
de invasion.

Prueba de hemolisis en tubo

El ensayo de hemolisis se realizo segiin la metodologia
descrita por Ellner y Marth (22). Brevemente, las colonias
sospechosas son inoculadas en caldo infusion cerebro corazon,
al cual se le incorpora eritrocitos bovinos y se incuban a 35°C
por 48 h. Transcurrido este periodo, se evalua la presencia de
hemolisis en el sobrenadante.
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RESULTADOS

Aislamiento

Se logré aislar, a partir de diversas muestras de queso
tierno, un total de 27 cepas de L. monocytogenes, las cuales
fueron completamente identificadas como esta especie desde
el punto de vista bioquimico y serolégico (aglutinaron el suero
polivalente). Doce de estas cepas (44,4%) provienen de la
zona norte del pais y 15 (55,6%) provenientes de la zona de
Santa Cruz de Turrialba.

Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos

E185% (n=27) de las cepas evaluadas fueron sensibles a
todos los antibidticos analizados, no obstante, 4 cepas
presentaron multi resistencia (Tabla 1). Una de estas era
originaria de la zona norte del pais y mostrd resistencia a
estreptomicina, kanamicina y cefalotina. Las otras tres cepas,
fueron originarias de Santa Cruz de Turrialba, y presentaron
resistencia a tetraciclina, la segunda a tetraciclina y
cloranfenicol, y la tercera a cloranfenicol y rifamcipina.

TABLA 1
Cepas de Listeria monocytogenes aisladas a partir de queso fresco en Costa Rica que presentan resistencia a los antibidticos y/o un
porcentaje de invasion superior a la cepa control

#Cepa  Ampicilina Gentamicina Tetraciclin  Estreptomicina Kanamicina Eritromicina Cloranfenicol Cefalotina Rifampicina % de invasion*
SCla S S S S S S S S S 0,0004
Zla S S S R R S S R S 0,00002
LD/QT1 S S S S S S S S S 0,0001
3 S S R S S S S S S 0,0008
12 S S R S S S R S S 0,00003
17 S S S S S S S S S 0,0004
42 S S S S S S S S S 0,0004
49 S S S S S S R S R 0,00004
63 S S S S S S S S S 0,0001
Porcentaje invasion control HNN23: 0,0001% S= sensible R= resistente

Anadlisis de invasion

Al realizar el analisis de invasion de las cepas de L.
monocytogenes aisladas a partir de queso fresco se encontrd
que 6 de éstas (22,2%), provenientes de ambas zonas del
estudio, presentaron porcentajes de invasion iguales o
superiores a la cepa clinica utilizada como control (>0,0001),
destacandose una cepa proveniente de la zona norte del pais,
con un porcentaje de invasion muy alto (0,004%) comparado
con las demas. Cabe destacar que no se observo ninguna
asociacion con respecto al lugar de origen de las muestras.

Por otro lado, es importante destacar que, todas las
muestras con caracteristicas invasivas, fueron susceptibles a
todos los antibioticos evaluados.

Prueba de hemolisis en tubo

El 88,4% de los aislamientos evaluados presentaron
hemolisis en el sobrenadante del tubo, asi como destruccion
de los eritrocitos.

DISCUSION

La presencia de L. monocytogenes en queso blanco
producido en Costa Rica ha sido demostrada por diversos
autores, los cuales reportan frecuencias que varian entre 10y
un 45% de positividad (22,23). Anivel mundial, su frecuencia
oscila también entre 0% reportado en Italia y Nueva Zelandia,
hasta un 43%, reportado en Espaiia, con una media del 9%
(8).

La gran dispersion de estos datos coincide con el hecho
que la mayoria de los casos de listeriosis humana son
esporadicos y la fuente generalmente no se conoce. No
obstante, se considera que los alimentos contaminados son la
principal via de transmision y de estos, los asociados con
mayor frecuencia son los productos listos para consumir, con
prolongados tiempos de conservacion en refrigeracion. (3).

El tratamiento de primera eleccion de esta infeccion se
basa en un esquema de beta lactimicos como ampicilina y
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aminoglicosidos como gentamicina. Los antibioticos de
segunda eleccion incluyen la ciprofloxacina, eritromicina y
rifampicina, y la combinacion de trimetoprim y
sulfametoxazol (24,25).

Con respecto a la respuesta de esta bacteria ante estos
antibiodticos, a nivel mundial se considera que su resistencia
es baja (24), tal y como se encontrd en el presente estudio
(85% de sensibilidad). No obstante, es importante destacar
que se encontrd 2 cepas (7,4%) resistentes  a tetraciclina,
uno de los antibidticos para los que se encuentran reportados
en la literatura algunos de los mayores niveles de resistencia
(11). Desde 1988 se detectd la emergencia de cepas de L.
monocytogenes resistentes a antibidticos (26) y de igual
manera, se ha descrito resistencia a uno o mas antibioticos,
tal y como se report6 en al menos 3 cepas del presente estudio
(24,267. Esta resistencia multiple ha sido asociada a la
presencia de plasmidos auto-transferibles, posiblemente
originados en cepas de Enterococcus y Streptococcus (9,24,
28).

La trascendencia de lo anterior estriba en que L.
monocytogenes demuestra la capacidad de adquirir resistencia
a antibiodticos y su potencial diseminacion, lo cual posee una
gran importancia sanitaria, sobre todo tomando en cuenta la
ubicuidad de esta bacteria.

En cuanto a la virulencia de esta bacteria, aiin se desconoce
si es dependiente de la capacidad del microorganismo de
invadir los enterocitos o las células M en las placas de Peyer
del huésped. Diversos estudios han sugerido que algunas cepas
son mas virulentas que otras (29,30) y se ha encontrado que
aunque la gran mayoria de las cepas tiene los genes de
virulencia en sus genomas, no siempre los expresan. Los
mecanismos de variabilidad de la virulencia de la L.
monocytogenes atn no se dilucidan totalmente y ademas, no
existe, hasta la fecha, un marcador que permita diferenciar
los aislamientos virulentos de los avirulentos (31).

Dentro de estos marcadores de virulencia, fue la actividad
hemolitica de los aislamientos el primer factor estudiado, ya
que el grado de hemdlisis es una prueba indicativa de la
expresion activa del gen hly (32). La listeriolisina O (LLO)
es la hemolisina responsable de la hemélisis tipo B que
caracteriza a las colonias de L. monocytogenes en agar sangre
y en el presente trabajo, 88,9% de los aislamientos presentaron
este tipo de hemolisis.

Diversos trabajos han demostrado que las escasas cepas
no hemoliticas de este patdgenos suelen ser avirulentas debido
aque, aunque llegan a ser invasivas, son incapaces de escapar
de la vacuola fagocitica. No obstante, éste es un tema
polémico, ya que como lo establecen Lopez et al., un solo
factor de virulencia puede estar atenuado y aun asi, el
aislamiento puede ser patogeno (31).

La invasividad a células de origen humano también ha
sido utilizado como marcador de virulencia para L.

monocytogenes. Varias lineas celulares han sido utilizadas
para este tipo de prueba, entre ellas las Caco (20). La invasion
de L. monocytogenes a estas células es promovida por la
proteina internalina A (33), a diferencia de otras lineas
celulares como las Hela y Vero donde es promovida por la
internalina B (34). E122,2% de las cepas evaluadas presentaron
un porcentaje de invasion superior a la cepa control, poniendo
de manifiesto que los alimentos pueden ser transmisores de
cepas con capacidad de invasion y por ende potencialmente
patogénicas.

Con los datos anteriores, se demuestra la presencia de L.
monocytogenes potencialmente patoégena en derivados lacteos
de origen costarricense por lo que es importante hacer un
llamado a las autoridades en salud con el fin de monitorear la
presencia de esta bacteria en alimentos listos para su consumo,
y promover técnicas de procesamiento que ofrezcan alimentos
mas seguros para los consumidores, con el fin de disminuir la
morbilidad y mortalidad asociada a esta bacteria.
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RESUMEN. La pasta de sémola es un alimento altamente consumido,
cuyo valor bioldgico es bajo porque su proteina es deficiente en lisina.
Sin embargo, si se extiende la sémola con leguminosas ricas en este
aminoacido esencial, no s6lo se produce una complementacion
aminoacidica, sino que se incrementa el contenido de fibra dietética
y de minerales. En este trabajo se produjeron a escala de planta piloto
y se analizaron, pastas extendidas con 10% de Phaseolus vulgarisy
Cajanus cajan. Se evalu6 la calidad de coccion y las caracteristicas
fisicas, quimicas y nutricionales de las pastas, asi como la
aceptabilidad sensorial con ancianos institucionalizados.
Posteriormente, se transfirio esta tecnologia a una cooperativa
productora de pastas artesanales. La extension de las pastas con harina
de leguminosas incremento el tiempo dptimo de coccion de 15 a
20%, el peso entre 20% y 25% y las pérdidas de solidos por coccion.
El valor funcional de las pastas aument6 al incrementarse el contenido
de minerales y de fibra dietética total. La proteina, asi como la
digestibilidad proteica in vitro también se incremento, no obstante,
disminuyeron los parametros de color L, a 'y b y el contenido de
almidon total. A nivel de consumidores las pastas extendidas tuvieron
una buena aceptabilidad, por lo que se concluyd que es
tecnoldgicamente factible la extension de la sémola con harinas de
leguminosas en la elaboracion de pastas.

Palabras clave: Semolina, pastas funcionales, leguminosas,
transferencia de tecnologia.

INTRODUCCION

La pasta es un alimento con alta aceptabilidad a nivel
mundial debido a que forma parte de los habitos alimenticios
de muchas poblaciones y es relativamente econdmico, versatil,
de facil preparacion y almacenamiento (1).

En Venezuela, la pasta forma parte de los alimentos basicos
de la poblacion, sirviéndose como plato principal de las mas
diversas maneras, de dos a tres veces por semana. La oferta
de pasta en el mercado venezolano es amplia, siendo su
disponibilidad para el afio 2002 de 20,19 /persona/dia, lo que
representaba el 30% de la oferta de los alimentos elaborados
en base a trigo (2). En la actualidad, el consumo de pasta en
Venezuela es de aproximadamente 13 kg/persona, con lo cual
se ubica al pais como el segundo consumidor de pasta a nivel
mundial, después de Italia (3).
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SUMMARY. Development and technological transfer of func-
tional pastas extended with legumes. Semolina pasta is a highly
consumed foodstuff, the biological value of which is low because
its protein is deficient in lysine. However, if the semolina is ex-
tended with legumes rich in this essential aminoacid, not only and
aminoacid supplementation is produced, but also the dietary fibre
and minerals are increased. In this work, pastas extended in 10%
with a white variety of Phaseolus vulgaris and with Cajanus cajan
were produced on a pilot plant scale, and this technology was trans-
ferred to a cooperative producing artisanal pastas. The cooking quali-
ties and the physical, chemical, and nutritional characteristics of the
pastas were evaluated, as well as the sensorial acceptability in insti-
tutionalized elderly people. The extension of the pastas with legume
flours increased the optimum cooking time (15 to 20%), the weight
(20% and 25%), and the loss of solids by cooking. Similarly, the
functional value of the pastas increased by increasing the contents
of minerals and dietary fibre. The protein content, as well as the
protein digestibility in vitro also increased; however, the parameters
of colour L, a and b, and the total starch content of the pastas de-
creased. At consumer level, the pastas extended with legumes had a
good acceptability, for what it was concluded that the extension of
the semolina with legume flours in the manufacture of pastas is
technologically feasible.

Key words: Semolina, functional pastas, legumes, technological
transfer.

Desde un punto de vista nutricional la pasta de sémola es
reconocida como una fuente de carbohidratos complejos, con
poca grasay de baja calidad proteica, debido a que la sémola,
su principal constituyente, es pobre en lisina (4).

En paises en vias de desarrollo como Venezuela, donde
los problemas nutricionales afectan a una proporcion con-
siderable de sus habitantes, el mejoramiento nutricional de
alimentos altamente consumidos por la poblacién como la
pasta, puede representar una alternativa que tienda a mejorar
la calidad nutricional y funcional de la dieta.

La extension de pastas con leguminosas, contribuye a
elevar su valor nutricional al producirse una complementacion
aminoacidica e incrementarse el contenido de minerales y
fibra dietética. Adicionalmente, la extension de pastas con
leguminosas como Phaseolus vulgaris y Cajanus cajan,
rubros que se producen en el pais y que forman parte de los
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habitos alimenticios de la poblacion venezolana, es una
alternativa para disminuir la dependencia de materias primas
importadas como el trigo y la soya (2- 7).

La produccion de pastas de sémola extendidas con
leguminosas podria ademés contribuir con la diversificacion
de la oferta de pastas producidas en el pais. Si adicionalmente,
la produccidn de este nuevo producto es realizado por una
pequefia industria o cooperativa, se estara contribuyendo con
el fortalecimiento de pequefias economias familiares regionales
y en Gltima instancia con el logro de la soberania alimentaria.
Por ello, y para poder lograr el objetivo de este trabajo se ubico
una cooperativa consolidada desde hace mas de 15 afios en la
produccién de pastas alimenticias y se procedi6 a la
transferencia de la tecnologia, entendiendo por transferencia
tecnoldgica la transmision de conocimientos sistematicos para
la fabricacion de un producto, para la aplicacion de un
procedimiento o para la prestacion de servicios (8).

La transferencia de la tecnologia para producir pastas
extendidas con leguminosas a la cooperativa, representa la
posibilidad de aumentar la diversidad de sus productos
alimenticios y la mejora nutricional de las pastas
tradicionalmente elaboradas por la cooperativa, las cuales son
de amplio consumo en la comunidad. También le permitira a
la Cooperativa ampliar su oferta de productos, a través de la
implementacion de nuevos procesos sencillos, accesibles y de
bajo costo como los propuestos para la obtencion de las harinas
de leguminosas.

El objetivo de este trabajo fue producir a escala de planta
piloto pastas largas de sémola, extendidas con harinas cocidas
de Phaseolus vulgaris y Cajanus cajan L., caracterizarlas
fisica, quimica, nutricional y sensorialmente a nivel de
consumidores, para finalmente transferir esta tecnologia a una
cooperativa productora de pastas ubicada en el Estado Lara,
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima: Se uso una variedad blanca de Phaseolus
vulgaris y una oscura de Cajanus cajan L, las cuales fueron
adquiridas en el mercado local. La sémola de trigo durum, el
afrecho en hojuelas y la harina de trigo fueron suministradas
por la Unidad de Produccién Asociacion Civil 8 de Marzo.

Previo a la preparacién de las pastas, se dicté un taller
didactico a las integrantes de la Cooperativa cuyo contenido
versé sobre la importancia de la pasta como alimento y fuente
de nutrientes en la dieta del venezolano. Asimismo, se les
explicéd como la extension con harinas de leguminosas puede
incrementar el contenido nutricional de las pastas y como
preparar e incorporar las harinas de leguminosas al producto
final.

Harinas de leguminosas: Para preparar las harinas de
leguminosas se remojaron los granos en agua en una
proporcion 1:4 (leguminosa: agua) por 12 horas a 25°C, se
drenaron y se cocinaron a presion atmosférica por 2h en una
proporcion grano: agua 1:12. Posteriormente, se secaron en
un equipo (Zagui Luciano impianti elesttrici-automazioni
modelo 0zZQESSU2G) con conveccion de aire a temperatura
de 40°C durante 48h, se molieron y tamizaron hasta obtener
una harina con una granulometria de 10 mesh, similar a la de
la sémola utilizada.

Elaboracion de las pastas: Las pastas fueron elaboradas
en la Unidad de Produccion Asociacion Civil 8 de Marzo,
ubicada en Palo Verde, Sanare, Estado Lara, con base en la
formula utilizada por la Unidad de Produccién para la
fabricacion de sus pastas, la cual incluye afrecho como
ingrediente. El afrecho es adicionado por la Unidad de
Produccién a todas las pastas que producen y comercializan,
como una respuesta social a la necesidad de mejorar la
alimentacion de la poblacion de Sanare, poniendo asi a la
disposicion de los consumidores un alimento funcional, con
un mayor contenido de fibra.

Se prepararon 3 tipos de pasta: una control (PC) producida
y comercializada habitualmente en la comunidad de Sanare y
dos pastas extendidas con 10% de harina de leguminosa; una
con harina de P. vulgaris cocida (PPC) y otra con harina de C.
cajan cocido (PCC), cuyas férmulas se detallan en la Tabla 1.

TABLA 1
Ingredientes y formulacion de las pastas
Ingredientes (%) PC PPC PCC
Sémola durum 90 80 80
Harina integral de trigo 4 4 4
Afrecho en hojuelas 6 6 6
Harina de leguminosa 0 10* 10**

* Harina de Phaseolus vulgaris cocida, ** Harina de Cajanus cajan
cocida. PC: pasta control; PPC: pasta con harina de Phaeolus vul-
garis; PCC: pasta con Cajanus cajan.

Las pastas se elaboraron utilizando un equipo mezclador
extrusor Pargiana 43036 Fidenza (PR) Modelo 080 Tipo N,
en el que se mezclaron los ingredientes sélidos con 30% de
agua a 30°C, utilizando una temperatura en el barril de
extrusion de 45°C y una boquilla que daba la forma de cinta
de 1cm de ancho a la salida del extrusor. El corte longitudi-
nal de las cintas fue realizado manualmente con un cuchillo,
formando pastas de aproximadamente 40 cm de largo. Una
vez cortadas las pastas fueron colgadas en carros de acero
inoxidable y secadas durante 24 horas en un equipo (Zagui
Luciano impianti elesttrici-automazioni modelo 0zQESSU2G)
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con conveccion de aire a temperatura de 45°C y 65%HR.

Calidad de coccién y color de las pastas: Se midid el
tiempo Optimo de coccion, el incremento de peso por coccion
y la pérdida de sélidos por coccion, segin los métodos 50-66
del AACC (9). El color instrumental se cuantificé a traves de
los parametros L, a, b, utilizando un colorimetro triestimulo
Hunter Lab.

Composicion quimica y valor nutricional de las pas-
tas: Las pastas fueron cocidas por 16 min, escurridas y secadas
en una estufa con conveccion de aire a 40°C durante 48h.
Posteriormente se molieron hasta un tamafio de particula de
80 mesh. Las harinas provenientes de las tres pastas fueron
analizados en sus contenidos de humedad (método 925.10),
cenizas (método 923.03), grasas (método 920.39) y proteinas
(método 960.52) de la AOAC (10). El contenido de
carbohidratos totales fue calculado por diferencia,
substrayendo el porcentaje de humedad, proteinas, grasas y
cenizas a 100. Lafibra dietética total, insoluble y soluble fueron
cuantificadas a través del método enzimatico gravimétrico
propuesto por Prosky et al. (11) y el almidén total y disponible
utilizando el método enzimatico colorimétrico de Holm et al.
(12). Como parametros nutricionales se midieron los minerales
hierro (Fe), calcio (Ca), magnesio (Mg), fosforo (P), zinc (Zn),
sodio (Na) y potasio (K) aplicando la técnica de espectroscopia
de emisién atomica utilizando un equipo de Plasma Inducido
Acoplado (ICP), la digestibilidad in vitro, usando el método
de Hsu et al (13) y la lisina disponible mediante el método de
Kakade y Liener (14). La calidad proteica de cada pasta se
cuantificé mediante el computo aminoacidico, utilizando como
proteina patron la sugerida por la FAO/WHO/UNU (2002) y
corrigiendo con la digestibilidad proteica medida in vitro.

Evaluacion sensorial: Las pastas desarrolladas fueron
sensorialmente evaluadas por 50 potenciales consumidores,
adultos mayores, sanos, pertenecientes al club del Instituto
Nacional de Geriatria y Gerontologia (INAGER), Unidad
Geridtrica Dr. Joaquin Quintero, ubicado en Caricuao, Caracas.
En esta institucion se sirve pasta como plato principal una vez a
la semana. Ese dia se sirvid a cada panelista una racion de 125g
de cada pasta a evaluar acompafiada por el resto del menu: sopa,
carne, y platano, ensalada y jugo. Cada pasta se evaluo dos veces,
con dos aderezos diferentes: en un caso se sirvié con una salsa
de tomate y en el otro con mantequilla y perejil. En total se
evaluaron 6 almuerzos, cada uno en una semana diferente.

Calculo del aporte nutricional de las pastas: El valor
calorico de las pastas se estimd considerando la composicion
porcentual de cada uno de ellos y un aporte de 4 kcal/g para
carbohidratos y proteinas y 9 kcal/g para las grasas. Se
utilizaron los requerimientos de ingesta diaria (RID)

recomendados por el Instituto Nacional de Nutricién (15,16)
para la poblacién Venezolana como referencia para indicar el
porcentaje que aportan de cada uno de los nutrientes por
porcion de 1259 de pasta. La informacion nutricional obtenida
se utilizé para proponer un etiquetado nutricional para las
pastas, con base en los requisitos establecidos en la Norma
COVENIN 2952y la 2952 (17).

Andlisis estadistico: Todos los resultados, excepto los de
la evaluacion sensorial, fueron expresados como el promedio
de 3 determinaciones + desviacion estandar. La comparacion
de medias se realiz6 mediante un analisis de varianza de una
via (ANOVA), con posterior comparacion de medias (test de
Duncan) usando el programa Excel de Windows. El nivel de
probabilidad empleado para todos los analisis estadisticos fue
de p< 0,05.

RESULTADOS

En laTabla 2 se presentan los resultados de las pruebas de
coccion y del color medido a las pastas. Al comparar las pas-
tas extendidas con leguminosas (PPC y PCC) con la pasta
control (PC) se encontré un incremento significativo (p< 0,05)
en el tiempo de coccion de PPC y PCC. Los 14,2 min.
cuantificados para PC se incrementaron a 16,3 min. y 17 min.
para PPC y PCC, respectivamente, no encontrandose
diferencias significativas entre las 2 pastas extendidas. De igual
manera, los incrementos de peso por coccién aumentaron
significativamente (p< 0,05) en 23% y 25% para PPC y PCC,
no variando estas significativamente entre si. Respecto a las
pérdidas de sélidos por coccidn, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05), entre PC y PPC, sin
embargo, PCC present6 un 20% de pérdidas de sélidos.

TABLA 2
Calidad de coccidn y color de las pastas
PC PPC PCC
Tiempo 6ptimo
de coccion (min.) 142+032* 16,3+0,6° 17+0°

Aumento de peso (%) 120,1 +0,8% 151,9+ 159" 1472+4,6°
Pérdida de sélidos

por coccién (%) 98+26* 108+282 201+21°
Color

L 59,1+22% 541+34° 482+26°?

a 49+03¢% 56+04°? 3,1+06°"

b 96+0¢ 9,3+0,3? 3,8+05°"

PC: pasta control; PPC: pasta con harina de Phaeolus vulgaris; PCC:
pasta con Cajanus cajan. Letras diferentes en una misma fila indi-
can diferencias significativas p< 0,05. Todos los resultados se pre-
sentan en base seca.
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El color también se vio afectado por la sustitucion de la
sémola por harinas de leguminosas, observandose una dismi-
nucion en el indice de blancura (L) de 8,5% y de 18,4% para
PPC y PCC. El color rojo, evidenciado a través de resultados
de (a) positivos, no vario significativamente (p<0,05) entre
PC y PPC, pero si disminuyé en 36% para PCC, respecto a
PC. Por otra parte el amarillo, representado por un valor de
(b) positivo disminuy6 con la sustitucion en 3% y 60% para
PPC y PCC, respectivamente, lo que implica que las pastas
extendidas fueron menos amarillas que las de sémola.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la caracteriza-
cién quimica de las pastas control y extendidas. El contenido
de proteina se incrementd significativamente (p<0,05) de 3,2%
cuantificado para PC a 3,7% para PPC y 3,7% para PCC, no
encontrandose diferencias significativas entre las 2 pastas ex-
tendidas. Respecto al contenido de grasa de las pastas evalua-
das este fue inferior al 1%, no encontrandose diferencias sig-
nificativas (p<0,05) entre la pasta control y las extendidas
con leguminosas.

TABLA 3
Composicion quimica de las pastas, g/100g

Composicién PC PPC PCC
Humedad 86+0¢2 8,0+0,3" 6,2+0,1¢
Proteina 32+022 3,7+0,2" 3,7+0,1"
Grasa 0,7+0,22 0,8+05¢2 06+24¢2
Ceniza 0,8+0,1¢2 1,1+0° 12+0°
Carbohidratos totales * 86,7 86,3 88,1
Fibra dietética total 41+02¢2 75+0,2°b 6,9+0,40°
Fibra dietética insoluble 3,6 + 0,2 2 6,5+0,2" 59+0,4°
Fibra dietética soluble 05+0,2¢ 1,02+0,22% 10+0/4°"
Almidoén total 743+11® 719+4+042 729+18*
Almiddn disponible 61,3+242 591+122 603+29¢*

* Calculados por diferencia. PC: pasta control; PPC: pasta con hari-
na de Phaeolus vulgaris; PCC: pasta con Cajanus cajan. Letras dife-
rentes en una misma fila indican diferencias significativas p<0,05

El contenido de cenizas de PC fue significativamente infe-
rior (p<0,05) al de las pastas extendidas con leguminosas, las
cuales no variaron entre si. Se cuantificaron valores de 1,2%
para PPC y 1,3% para PCC, lo que representa un incremento
de 40% en el contenido de ceniza con respecto a PC, incre-
mento que se atribuye a la presencia de las harinas de las legu-
minosas. Al calcular por diferencia el contenido de
carbohidratos totales se obtuvieron valores de 86,7%, 86,4%
y 82,3% para PC, PPC y PCC, respectivamente.

Respecto a la fibra dietética cuantificada, en la Tabla 3 se
presentan los resultados correspondientes a la fibra total, in-
soluble y soluble, observandose diferencias significativas
(p<0,05) entre PC y las pastas extendidas con leguminosas.

En estas ultimas se cuantificaron contenidos de fibra dieté-
tica total entre un 71% y un 86% superiores a los de PC, re-
presentando la fibra insoluble en todas las pastas entre un
85% y un 88% de la fibra total, mientras la fibra soluble re-
presento entre un 12% y un 15% de la fibra dietética total. En
relacion a los contenidos de almidon total, disponible y resis-
tente, no se encontraron diferencias significativas (p <0,05)
entre las pastas extendidas con leguminosas y PC.

El contenido de minerales y demas parametros
nutricionales se presentan en la Tabla 4. Las pastas extendi-
das con leguminosas presentaron un incremento significativo
(p<0,05) de 14%, 16% y 70% en el contenido de magnesio,
fosforo y potasio, respectivamente y una disminucion (p<0,05)
en la concentracion de sodio respecto a PC. El hierro y el
calcio no variaron significativamente (p<0,05).

TABLA 4

Calidad proteica y contenido de minerales
Composicién PC PPC PCC
Digestibilidad proteica
in vitro (%) 759+21* 762+05* 798+0/5"
Lisina disponible** 22+0¢2 22+0¢2 23+0¢2
Hierro* 46+05¢2 49+04¢2 47+0,1%
Calcio* 356+042 395+262 375+0,32
Magnesio* 60,6+032 69,1+14> 698+1,1°
Fosforo* 159,0+ 0,32 183,9+2,2" 184,1+0/5"
zZinc* 90+02% 11,1+0,1° 701+0,1%
Potasio* 1080+ 152 1815+6,8°> 1912+0,9°"
Sodio* 16,4+762% 8,7+24°2 71+7,0¢2
CA 22,7 26,6 26,7
CACDP 17,3 20,2 21,3
Aminoéacido limitante Lisina Lisina Lisina

*(mg/100g), ** (g/100g proteina), PC: pasta control; PPC: pasta
con harina de Phaseolus vulgaris; PCC: pasta con Cajanus cajan.
Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas
p<0,05, CA: computo aminoacidico, CACDP: computo aminoacidico
corregido con la digestibilidad proteica.

Respecto a la digestibilidad proteica in vitro, solo se en-
contraron diferencias significativas para la pasta extendida
con quinchoncho, la cual fue 5% superior respecto a la de
PC, no encontrandose diferencias significativas en los conte-
nidos de lisina disponible. Finalmente al calcular el computo
aminoacidico se encontraron valores de 28,4; 36,4 y 35,9 para
PC, PCCy PPC, respectivamente.

En general la aceptabilidad sensorial de las pastas oscilo
entre 5,4y 6,8 en una escala de 7 puntos. Para un mismo tipo
de pasta los panelistas indicaron una mayor aceptabilidad para
la pasta servida con salsa de tomate, sobre la servida con man-
tequilla'y perejil, sin embargo, esta diferencia solo fue signi-
ficativa (p<0,05) para PCC. Numéricamente la pasta mas
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aceptada fue la extendida con harinas de Cajanus cajan, se-
guida por la extendida con harinas de Phaseolus vulgaris.

En relacion al aporte caldrico de cada racion de 100g de
pasta, éste representa el 20% de los requerimientos diarios de
energia para la poblacion venezolana, basado en una dieta de
2000 kcal/persona/dia.

DISCUSION

Cuando se sustituye parcialmente la sémola en la elabora-
cion de pastas, se espera que parametros de calidad como el
tiempo Optimo de coccion y el incremento de peso se vean alte-
rados. Particularmente, el tiempo de coccidn es especialmente
importante porque influye sobre la textura y sabor de las pastas.
Asi, si las pastas se cocinan menos de lo indicado, la textura sera
dura y resaltara el sabor a harina; si por el contrario las pastas
estan sobre-cocidas, se tornan blanquecinas, se rompen facil-
mente en pequefios trozos y presentan una textura suave, elasti-
cay pegajosa, lo cual es considerado por los consumidores como
una sensacion desagradable en la boca (18-21).

Los tiempos 6ptimos de coccion de las pastas extendidas
con harinas de leguminosas cocidas PCC y PQC fueron supe-
riores en 15% y 20%, respecto al tiempo de coccidn cuanti-
ficado para PC, el cual también result¢ alto, si se compara con
los 10 minutos reportados en promedio para pastas de sémola
(22-24). Asi mismo, la extension con harina de leguminosas
gener6 un aumento significativo (p<0,05) en el peso de estas
pastas después de cocidas, similar al reportado por otros au-
tores (6,7).

Para poder justificar los resultados encontrados hay que con-
siderar que todas las pastas elaboradas en la Cooperativa 8 de
marzo contienen como parte de los ingredientes harina integral
de trigo y afrecho, ambos considerados buenas fuentes de fibra
dietética insoluble, la cual presenta una alta capacidad para ab-
sorber agua. Si, adicionalmente se incluyen harinas de legumi-
nosas como ingrediente, se estan incrementando los componen-
tes que compiten por el agua con el almidén y la proteina pre-
sentes en la sémola, dificultando asi la gelatinizacién del almi-
don'y la formacién de la matriz de gluten en las pastas extendi-
das. Sin embargo, en este tipo de pastas una vez que se absorbe
el agua, se gelatinizan los almidones y se forman geles proteicos,
lo cual origina el incremento en volumen y en peso (23). Por
otra parte, las pastas desarrolladas fueron extendidas con por-
centajes bajos de harina de leguminosa (10%), lo cual, aunado a
la baja temperatura de extrusion (45°C) y a la baja temperatura
de secado (45°C) favorecio la absorcion de agua, sin afectar la
estructura proteica del gluten. De acuerdo a Ferreira et al. (23)
altos tiempos de coccion, como los determinados para estas pas-
tas, favorecen alin mas la absorcion de agua y el consiguiente
aumento de peso.

En relacién a las pérdidas de sdlidos por coccién, se ha
reportado que la extension de pastas con ingredientes dife-

rentes a la sémola genera un aumento en la pérdida de sélidos
por coccion proporcional al porcentaje de sustitucion, debido
a la disrupcion en la matriz proteica del gluten (24-27). Sin
embargo, estas pérdidas suelen estar alrededor del 10%, in-
cluso cuando se ha sustituido en un 40% la harina de trigo por
otros ingredientes como harinas de leguminosas, cereales,
tubérculos, huevo entero, concentrados y aislados proteicos o
mezclas de ellos (7,22,24, 26). Cuando los extensores utiliza-
dos son harinas de leguminosas previamente cocidas, se han
reportado pérdidas de solidos de hasta 16,5%, las cuales fue-
ron atribuidas al aumento de solubilidad de los almidones
debido a la pre-gelatinizacion (7). Asimismo, se ha reportado
que el uso de bajas temperaturas para el secado de las pastas
incrementa las pérdidas de solidos por coccion (26). La com-
binacion de estos dos factores estuvo presente en las pastas
desarrolladas, de alli la respuesta observada.

En relacion a la composicién quimica de las pastas desa-
rrolladas, todos los componentes quimicos de las pastas se
incrementaron al sustituir parcialmente la sémola por las ha-
rinas de leguminosas. El incremento observado se debe al
aporte en proteinas, cenizas y fibra dietética, tanto insoluble
como soluble, de las harinas de leguminosas. Resultados si-
milares han sido reportados por varios autores, quienes sefia-
lan que al aumentar el porcentaje de extension de las pastas
con leguminosas, aumenta el contenido nutritivo de las pastas
(6-8,23,27). Particularmente, en lo referente al contenido de
polisacaridos, los resultados encontrados ademas de coinci-
dir con los reportados por otros autores (7,27) ponen en evi-
dencia las caracteristicas funcionales de las pastas desarrolla-
das, si se considera el efecto benéfico para la salud de la fibra
presente, tanto insoluble como soluble.

La disminucién de un 58% en el contenido de sodio y el
incremento en el potasio potencia el uso de las pastas extendi-
das con leguminosas para personas con problemas de
hipertension y retencion de liquidos (28). De igual manera,
los incrementos en el magnesio y el fosforo contribuyen al
valor nutricional y funcional de las pastas desarrolladas.

La digestibilidad proteica in vitro fue similar para PC y
PPC, observandose solo un 5% de incremento no significati-
vo para PCC. Este podria ser atribuido al menor contenido de
almidon resistente de esta pasta, el cual debe originar una
menor interferencia en la digestion y por tanto, mayor
digestibilidad. De igual manera, al calcular el computo
aminoacidico se evidencio un pequefio incremento en las pas-
tas extendidas, aunque el aminoacido limitante siguié siendo
la lisina. Esto podria deberse a que la proporcién de cereal y
leguminosa utilizada no fue la adecuada para obtener una
buena complementacion de aminoacidos. De acuerdo a
Bressani et al (29) la mezcla que origina la mejor
complementacion aminoacidica es la de 70% de cereal y 30%
de leguminosa, sin embargo, tecnolégicamente esta mezcla
no es factible de ser usada para la produccidn de pastas, sin
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afectar negativamente su calidad. En la produccion de pastas,
niveles de sustitucion de la sémola superior a un 10% o 15%
originan una disminucion en la cantidad de gluten y por ende
en la matriz proteica, que posteriormente se refleja en la cali-
dad de coccién de las pastas. En virtud de lo anterior, se po-
dria considerar que las pastas desarrolladas si bien no presen-
tan un balance de aminoécidos ideal, representan buenas fuen-
tes de compuestos funcionales como la fibra dietética y los
almidones resistentes.

Una vez evaluada la calidad nutricional se procedié a me-
dir la aceptabilidad, porque de acuerdo a Wittig (30) antes de
lanzar un nuevo producto al mercado es conveniente realizar
pruebas de aceptabilidad, para asi conocer la posible reaccion
del publico consumidor y detectar y corregir a tiempo las de-
ficiencias del producto. Las pastas elaboradas estan dirigidas
a adultos mayores, poblacion vulnerable que representa el 6,7%
de la poblacion venezolana, segun el censo del afio 2001.

Las pastas desarrolladas fueron bien aceptadas por los
panelistas, siendo mayor la aceptabilidad cuando se sirvieron
con salsa de tomate. Esto podria deberse a que la salsa de
tomate estad mas asociada a los habitos alimenticios de la po-
blacion y enmascara mas los olores de las pastas extendidas
con harina de leguminosas (20). No obstante, al comparar la
aceptabilidad de los tres tipos de pastas servidas con mante-
quillay perejil (Tabla 5), la mas aceptada fue la extendida con
harina de Cajanus cajan cocida. Estos resultados son contra-
rios a lo reportado en la literatura, donde se indica que al ex-
tender pastas con harina de leguminosas disminuye la
aceptabilidad, haciéndose significativamente mayor esta dis-
minucidn al incrementar el porcentaje de sustitucion (6-8,22).

TABLA 5
Aceptabilidad sensorial por consumidores

Tipo de pasta Tipo de Salsa

Mantequilla y perejil Salsa de tomate

PC 54+232% 6,4 + 1,52
PPC 58+1,8% 6,0 + 1,52
PCC 62+15¢ 6,8+0,7

PC: pasta control; PPC: pasta con harina de Phaseolus vulgaris; PCC:
pasta con Cajanus cajan. Letras diferentes en una misma fila indican
diferencias significativas p<0,05.

Como parte de la transferencia de la tecnologia a la Coo-
perativa, se genero el etiquetado nutricional de las pastas de-
sarrolladas, para que fuese incorporado al empaque del pro-
ducto. En la Tabla 6 se evidencia que, independientemente de
la salsa con la que se sirva, una porcion de 125g de las pastas
extendidas cocidas aportan el 25% de los requerimientos dia-
rios de energia para la poblacion venezolana, basado en una
dieta de 2000 kcal/persona/dia. Asimismo, aportan el 45% de

la fibra dietética recomendada diariamente. Para las tres pas-
tas el aporte de proteinas y carbohidratos de una racion re-
presentan respectivamente el 6% y 35% del RID para estos
nutrientes. Respecto al aporte de grasa es bajo, menor a 3g
por racion de 125g.

TABLA 6
Etiquetado nutricional de las pastas cocidas

Informacion nutricional
Pasta alimenticia con caraota (Phaseolus vulgaris) cocida

*Excelente fuente de fibra dietética, baja en grasa
Tamafio de porcion: 125g Porciones por empaque: 8

Nutriente Unidades Cantidad/Porcion %RID
Valor energético kcal 460 25
Grasa total g 1 0
Proteinas g 5 6
Carbohidratos totales g 108 35
Fibra dietética total g 9 45
Hierro mg 6 50
Calcio mg 49 5
Magnesio mg 86 29
Fosforo mg 230 34
Zinc mg 14 107
Potasio mg 227 -
Sodio mg 11 -

Los porcentajes de requerimientos diarios (%RID) estan basados en
una dieta de 2000 kcal/persona/dia. Valores de referencia de energia
y nutrientes para la poblacion venezolana (MSDS, 2000; INN, 1999).

Informacion nutricional
Pasta alimenticia con quinchoncho (Cajanus cajan) cocida

*Excelente fuente de fibra dietética, baja en grasa.
Tamafio de porcion: 125g Porciones por empaque: 8

Nutriente Unidades Cantidad/Porcion %RID
Valor energético kcal 470 25
Grasa total g 1 0
Proteinas g 4 6
Carbohidratos totales g 110 35
Fibra dietética total g 8 45
Hierro mg 6 49
Calcio mg 47 5
Magnesio mg 87 30
Fosforo mg 230 34
Zinc mg 9 67
Potasio mg 240 -
Sodio mg 9 -

Los porcentajes de requerimientos diarios (%RID) estan basados en
una dieta de 2000 kcal/persona/dia. Valores de referencia de ener-
gia y nutrientes para la poblacion venezolana (MSDS, 2000; INN,
1999).
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CONCLUSIONES

La extension de pastas con 10% de harinas de legumino-
sas origino un producto con un mayor contenido de fibra die-
tética, fosforo y potasio, aceptado por el consumidor y cuya
elaboracion puede ser transferida a una cooperativa o peque-
fia empresa para su produccion.
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RESUMO. Avaliacao de diferentes métodos de extracao lipidica
sobre a composi¢éo de acidos graxos poliinsaturados em leite de
vaca. Estudos comparativos entre 4 (quatro) diferentes métodos de
extracdo de lipidios totais foram avaliados em relacéo a eficiéncia de
extracdo lipidica e as implicagdes sobre a composicéo de acidos graxos
no leite de vaca. As extracOes de lipidios totais foram realizadas de
acordo com métodos convencionalmente utilizados no mundo, essas
metodologias incluem os métodos de: Bligh e Dyer (BD), Folch et al.
(FLS), Roese-Goottlieb (RG) e Gerber (GE). Os resultados mostram
que ndo houve diferenca significativa (p<0,05), no teor de lipidios totais
entre os métodos de extracdo. As menores concentragoes de acidos
graxos dmega-6 e acidos graxos poliinsaturados foram observadas no
método GE, possivelmente devido a degradacdo pelo acido sulfurico,
o qual foi utilizado na metodologia. As maiores concentracfes dos
acidos graxos poliinsaturados da série dmega-3 (n-3) foi observada no
método BD, especialmente para a razdo dmega-3/6mega-6 e os acidos
alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e
docosahexaendico (DHA, 22:6n-3), com diferengas significativas das
demais metodologias. Os resultados das diferentes metodologias de
extracdo influenciaram decisivamente nos resultados da composicdo
quantitativa de acidos graxos e, as avaliagdes indicaram o método BD
como o melhor e a 0 método de GE como a pior na determinagéo
quantitativas de acidos graxos poliinsaturados em leite de vaca.
Palavras chave: Leite de vaca, lipidios totais, acidos graxos, métodos
de extrac&o.

INTRODUCAO

A gordura do leite de vaca é importante contribuinte na
ingestdo de acidos graxos essenciais e vitaminas,
especialmente as lipossolGveis (1), apresentando tipicamente
acidos graxos saturados (AGS) os quais sdo apontados como
precursores da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
responsavel por doencas cardiovasculares (2). No entanto, ha
de considerar a participagdo dos acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI) e
conjugados (CLA) que apresentam em baixas concentraces
(3), mas que sdo alimentos funcionais, promovendo dentre
eles areducdo da incidéncia de doencas coronarianas, aumento
de lipoproteina de alta densidade (HDL) (4), reducgdo de
gordura corporal (5), protecdo contra o cancer (6), efeito
antidiabético (7) e antioxidante (8).
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SUMMARY. Different lipid extraction methods on fatty acids
composition in cow milk. Comparative studies among 4 (four) dif-
ferent methods of total lipids extraction were carried out to evaluate
the lipid extraction efficiency and fatty acids contents in cow milk.
Total lipids extraction methods were Bligh e Dyer (BD), Folch et al.
(FLS), Roese-Gottlieb (RG) and Gerber (GB). There were non-sig-
nificant (p<0.05) difference, in total lipids content among the ex-
traction methods. The smallest concentrations of omega-3 (n-3) fatty
acids and polyunsaturated fatty acids (PUFA) were observed on
method GE, possibly due degradation of PUFA immersed in sulfu-
ric acid used during analysis of total lipids. The highest concentra-
tions of n-3 PUFA were observed by BD method, especially to
omega-3/omega-6 ratio and alpha-linolenic acid (LNA, 18:3n-3),
eicosapentaenoic (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic (DHA,
22:6n-3), significant differences were observed among the meth-
ods. The results demonstrate that the different extractions influenced
decisively on quantitative fatty acids composition and evaluations
indicated the methods BD as better and GE as the worst to polyun-
saturated fatty acids determination.

Key words: Cow milk, total lipids, fatty acids, extraction methods.

Estudos sobre a composic¢do lipidica do leite de vaca,
especialmente sobre a composicao em acidos graxos, vém
sendo intensivamente realizados devido ao grande interesse
mundial pelos profissionais da salde, tendo grande
importancia para estudos bioquimicos, fisiolégicos e
nutricionais (9,10). A extracédo dos lipidios é uma etapa critica
nas analises de lipidios totais especialmente sobre a
composicdo de acidos graxos, podendo ocorrer erros na
analise quimica, assim como, contaminagao ou extragdo
inadequada do componente de interesse e consequentemente
ird remeter a resultados e interpretagdes erroneas (11). Durante
a extracao lipidica, as amostras devem ser preparadas e
analisadas cuidadosamente para evitar a oxidacéo dos lipidios,
hidrdlises, pois a producdo de artefatos pode comprometer a
identificacdo e quantificacdo dos componentes da fracdo
lipidica (12).
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Com objetivo de encontrar método eficiente para obtencao
da fragdo lipidica desejada, nos Gltimos anos, pesquisadores
vem realizando trabalhos comparando diferentes métodos de
extracao de lipidios.

N extracdo de lipidios totais do leite de vaca, os métodos
mais utilizados no mundo séo: Folch et al. (13) e Bligh e Dyer
(14), ambos utilizando solventes cloroférmio:metanol, no
entanto, os volumes de solventes utilizados no método de Folch
et al. (13) s&o muitos elevados em relacdo aos utilizados no
Bligh e Dyer (14). Os solventes usados para extracdo de
lipidios devem solubilizar todos os compostos lipidicos e serem
suficientemente polares para promoverem as dissocia¢Ges das
membranas celulares ou com lipoproteinas sem que ocorra
reacdo quimica (15, 16). Outros métodos utilizados para
extracao de lipidios do leite sdo os métodos Roese-Gottlieb
(17), que é realizado em meio alcalino (hidroxido de amonio)
e de Gerber (18) que envolve processo de separacdo fisico
quimica meio acido (acido sulfurico).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de extracéo
dos lipidios totais em leite de vaca, utilizando quatro diferentes
métodos de extracdo, e avaliar o efeito destas metodologias

sobre a composicao quantitativa de acidos graxos.
MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

As amostras utilizadas para este experimento foram
constituidas 27 (vinte e sete) caixas de leite longa vida integral
(esterilizado por UHT), pertencentes a mesma marca e lote,
comercializados no Brasil. Amostras constituidas de 9 (nove)
caixas foram homogeneizadas e, a partir das aliquotas foram
realizadas as analises em 6 (replicatas)/método.

Determinacgéo de umidade
A determinacdo de umidade foi realizada conforme
técnicas da AOAC (17).

Extracgdo de lipidios totais
As extracOes de lipidios totais foram realizadas de acordo
com os métodos de Bligh e Dyer - BD (14), com cloroférmio,
metanol e agua (1:2:0,8); Folch et al. - FLS (13), com
cloroférmio, metanol e 4gua (2:1:1); Roese-Gottlieb - RG (17),
com NH, a 25% e Gerber — GE (18), com éacido sulfarico e
alcool isoamilico.

Andlises dos ésteres metilicos de acidos graxos

As transesterificacOes dos lipidios totais foram realizadas
conforme método 5509 da ISO (20). Os ésteres metilicos de
acidos graxos foram separados utilizando um cromatografo
gasoso 14-A (Shimadzu, Japéo), equipado com detector de
ionizacgdo de chama e coluna capilar de silica fundida CP Sil-

88, coluna capilar (100 m, 0.25 mm e 0,25 um de cianopropil
polisiloxano). Foi programada temperatura de coluna a 2°C /
min de 180°C a 240°C. O ponto de injecdo e detector foi
mantido a 220°C e 245°C, respectivamente. Os fluxos dos
gases (White Martins), foram de 1,4 mL.min para o gas de
arraste (H,); 30 mL.min" para o make-up (N,) e 30 mL.min’
'e 300 mL.min* para o0 H, e para o ar sintético da chama,
respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi de
1/100. ldentificacdo de acidos graxos foi feita comparando
os tempos de retencdo relativo dos picos de (EMAG) de
amostras com padrOes de ésteres metilicos de acidos graxos
(Sigma), por co-eluigdo (spiking) de padrfes junto com a
amostra. As areas de picos foram determinadas pelo
Integrador-Processador CG-300 (CG Instrumentos
Cientificos, Brasil). Dados como porcentagens de area
normalizada dos &cidos graxos.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey, através do software Statistica, versdo 5.0 (21).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a composicdo em lipidios totais
(gordura), acidos graxos, somatorios e razao entre 0s grupos
de &cidos graxos de leite de vaca submetido aos diferentes
métodos de extracao de lipidios.

Nos valores encontrados na Tabela 1 em percentagem de
lipidios totais, ndo houve diferenca significativa entre 0s
diferentes métodos de extracdo. Na composicao lipidica do
leite foram detectados 24 acidos graxos, sendo em média
64,44% de acidos graxos saturados (AGS), 30,54%
monoinsaturados (AGMI) e, 4,02% poliinsaturados (AGPI).
As elevadas porcentagens de AGS no leite s&o conseqiiéncias
da biohidrogenacao microbial do rumem (3). Dentre os acidos
graxos saturados, os predominantes para quatro métodos de
extragdo foram os acidos graxos 12:0 (laurico), 14:0
(miristico), 16:0 (palmitico) e 18:0 (estearico) e com
diferencas significativas entre os métodos, exceto para o 16:0.

DISCUSSAO

Dentre os &cidos graxos da série 6mega-6, a concentracdo
do &cido linoléico (LA, 18:2n-6) e 0 somatorio n-6 apresentou
os menores valores no método GE, possivelmente devido a
reatividade dos poliinsaturados com o &cido sulfurico utilizado
na metodologia, este resultados refletiram no somatério dos
acidos graxos poliinsaturados (AGPI), nestes somatorios
houve diferenca significativa entre 0 método GE (menor valor)
e 0s métodos FLS, BD e RG (maiores valores), porém sem
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Composicdo de lipidios totais, acidos graxos, somatorios e razdo de grupos de acido graxo

TABELA 1

BENEDETTI TONIAL et al,

em leite de vaca

Métodos

Composicao Folch et al. Bligh eDyer Roese-Gottlieb Gerber

(FLS) (BD) (RG) (GE)
Lipidios totais (%) 3,51+0,15 3,63 +0,43 3,41+ 0,43 3,70 £ 0,29
Acidos graxos
4:0 2,00 £ 0,072 1,93+0,07¢° 1,23 £ 0,08° 1,99 + 0,03¢
6:0 1,62 £ 0,032 1,31 £0,03%® 1,69 £ 0,112 1,96 £ 0,07
8:0 1,23 £0,10° 1,01 £0,05° 1,33+0,08°¢ 1,21 +0,09°
10:0 2,44 +£ 0,232 2,66 £ 0,022 2,68 £0,072 3,11 +0,09°
11:0 0,22 £ 0,012 0,24 +0,01° 0,15+0,01¢ 0,20 £ 0,012
12:0 2,78 £ 0,062 2,66 + 0,062 2,04 £0,10° 3,20 £ 0,202
14:0 12,36 £ 1,062 10,20 £ 0,11° 11,21 £ 0,54° 12,18 £ 0,94
14:1n-9 0,92 + 0,08 0,71 +0,01 0,82 + 0,04 0,91 + 0,07
15:0 1,10 £ 0,052 1,21+ 0,042 1,26 £ 0,08 0,98 + 0,04°
15:1n-9 0,28 £ 0,022 0,25+ 0,012 0,21 + 0,02° 0,28 +0,02°
16:0 28,63 + 1,37 27,80 + 0,09 28,33+ 0,61 28,24 +1,11
16:1n-9 1,04 £ 0,06 1,02 £ 0,01 1,02 £ 0,01 1,01 £ 0,05
17:0 0,69 £ 0,012 0,68 + 0,012 0,18 +0,01° 0,68 + 0,012
17:1n-9 0,25+ 0,012 0,31 +0,02° 0,37 £ 0,02 0,33+0,01°
18:0 13,08 £ 0,752 13,87 £0,14° 13,94 £ 0,20° 12,92 +0,86°
18:1n-9 26,63 1,702 29,36 £ 0,08° 28,48 £ 0,54° 26,29 £1,912
18:1n-7 0,40 + 0,02 0,45 + 0,01 0,42 + 0,02 0,39 + 0,03
18:2n-6 1,53 +0,12¢° 1,47 +£0,13% 1,67 £0,03° 1,35+0,07°¢
20:0 0,28 £ 0,252 0,39+0,16° 0,36+ 0,08° 0,30 £ 0,252
18:3n-3 0,56 + 0,022 0,64 +0,01° 0,58 + 0,022 0,56 + 0,032
18:2¢9t11 1,29 £ 0,062 1,16 £ 0,08° 1,35+0,11° 1,22 £0,01%®
20:4n-6 0,43 + 0,03 0,39 + 0,02 0,42 + 0,08 0,45 + 0,02
20:5n-3 0,11 + 0,062 0,15+ 0,12° 0,12 +0,10° 0,10 £ 0,012
22:6n-3 0,13 £ 0,322 0,16 + 0,34° 0,14 £ 0,05 0,14 £ 0,072
Somatorios e razdo
AGS 66,43 £ 2,442 63,96 + 0,24° 64,40 £1,01° 66,97 £2,422
AGMI 29,52 £ 0,102 32,10 £ 0,04° 31,32 +£0,05° 29,21 +£0,092
AGPI 4,05+ 0,752 3,97 £ 0,14 4,28 + 0,212 3,82+0,86°
n-6 1,96 £ 0,75%® 1,86 £0,14° 2,09 £0,202 1,80 £0,86°
n-3 0,80 + 0,03° 0,95 + 0,01° 0,84 + 0,01° 0,80 + 0,04
n-3/n-6 0.44 +£ 0,062 0,50 + 0,09° 0,40 £ 0,06° 0,44 £ 0,072

Valores médios + desvio padréo de 6 replicatas.

3_etras sobrescritas diferentes na horizontal representam valores estatisticamente diferentes (P < 0.05).
Abreviaturas: AGS - Acidos Graxos Saturados; AGMI - Acidos Graxos Monoinsaturados; AGPI - Acidos
Graxos Poliinsaturados; n-3 —Acidos Graxos O0mega-3; n-6 — Acidos Graxos Omega-ﬁ.

diferenca significativa entre os trés métodos. Desta forma, nao
é recomendado o método GE para a determinacéo de acidos
graxos poliinsaturados em leite. A escolha entre os métodos
FLS e BD, deve-se dar preferéncia para o0 método BD,
considerando o reduzido volume de solvente utilizado em
relagdo ao método FLS.

Nos acidos graxos da série 6mega-3, o método BD foi 0
que apresentou 0s maiores resultados, dentre os &cidos 0s

teores de LNA (0,64%), EPA 20:5n-3 (0,15%), DHA (0,16%)
e 0 somatorio de 6mega-3 (0,93%) foram sempre superiores
e com diferenca significativa em relagdo aos demais métodos,
deve se lembrar que estes acidos sdo de importante valor
nutricional e sempre estudas nas pesquisas. O elevado valor
do somatdrio de 6mega-3, encontrado pelo método de BD,
resultou na maior razdo 6mega-3/6mega-6 (n-6/n-3=0,51) e
com diferenga significativa dos demais métodos, o que indica
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que diferentes metodologias de extracdo podem influenciar
decisivamente nos resultados e consequentemente nas

interpretaces.
CONCLUSAO

O conteldo de lipidios totais extraido foi independente do
método utilizado na extracdo. O método Gerber foi o pior
método na avaliagdo do conteldo lipidico, enquanto que o
método de Bligh e Dyer foi o que apresentou melhores
resultados em relacdo a composicao de acidos graxos
poliinsaturados, especialmente os dmega-3. Desta forma, o
método Bligh e Dyer é recomendado paraas avaliagdes do
conteudo lipidico, especialmente na determinagéo de acidos
graxos em leite de vaca.
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Contenido de aceite, acidos grasos y escualeno en variedades
crudas y procesadas de grano de amaranto
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RESUMEN. Seis variedades de Amaranto fueron procesadas para
dar una harina cruda, una nixtamalizada, una cocida en agua, otra
expandida, una malteada y una laminada después de un tratamiento
térmico. Los valores analiticos en estas muestras se compararon con
los valores en una muestra cruda. Los granos crudos contenian de
14.5% a 15.1% de proteina, 5.9 a 6.7 de grasa, y 2.3% a 3.2% de
cenizas. Las harinas de las variedades de diferentes procesos dieron
un contenido de grasa que varia entre 6.4% - 7.0%. Las harinas de
procesos en seco contenian mas aceite que las de procesos en hiimedo
(cocida en agua). El aceite de tres variedades y de 4 procesos fue
analizado por su contenido de &cidos grasos, dando en promedio
17.85% de C16:0, 68.1% de oleico + linoléico, 3.86% C18:3, 5.1%
de C20:0 y cantidades menores de C20:1y C22:0. El contenido de
escualeno en el aceite de las harinas de los diferentes procesos fue de
7.0-9.6 9/100 g para la harina cruda, de 8.1-12.6 g/100 g para la de
coccién himeda, 9.0-12.7 g/100 g para la nixtamalizada, 10.1-12.8
9/100 g para la expandida, 9.0-11.2 g/100 g para la malteada y 6.0-
9.5 ¢/100 g para la harina laminada.

Palabras clave: Aceite, &cidos grasos, escualeno, amaranto en grano
crudo y procesado.

INTRODUCCION

Historicamente, el grano de amaranto, es probablemente
junto al maiz, el grano que tiene su presencia en América cuatro
mil afios antes de Cristo. Los primeros en utilizarlo fueron
los Mayas y los Aztecas en sus ceremonias religiosas que
fueron abolidas por los conquistadores, logrando con eso una
caida sustancial de la produccion y disponibilidad a pesar de
sus grandes bondades nutricionales (1-3).

La familia Amaranthacea comprende mas de 60 géneros y
800 especies. EIl Amaranthus hypochondriacus y el
Amaranthus cruentus cultivados en Mesoamérica (México y
Guatemala) y el Amaranthus caudatus cultivado en el Perd,
se producen en panojas llenas de una pequefia semilla. Ademas
de las especies que producen granos, existen otras especies
que ofrecen sus hojas como verdura de alto valor nutritivo
tanto por su contenido de proteina como de vitaminas y
minerales (4,5).
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SUMMARY. The oil, fatty acid and squalene content of variet-
ies of raw and processed grain amaranth. Six amaranth grain
varieties were processed to yield a nixtamalized flour, one cooked
in water, one expanded, a malted one and a laminate samples after a
thermic treatment. The chemical values of the raw samples con-
tained from 14.5% to 15.1% protein, 5.9 to 6.7% ether extract and
from 2.3% to 3.2% ash on a dry weight basis. The flours from the
different processes yield products with a fat content which varied
from 6.4% to 7.0% for the 6 varieties. The flours coming from dry
heat processing contained higher oil levels than those flours
coming from wet processes. The oil from only 3 varieties and from
4 processes were analyzed from its fatty acid composition. The oil
contained on the average 17.85% of C16:0, 68.1% of stearic, olic
and linoleic acids, 3.86% of C18:3, 5.1% of C20:0 and small amounts
of C20:1 and C22:0. The squalene content in the oil of the pro-
cessed flours varied from 7.0 to 9.6 g/100 g for the raw flour, 8.1 -
12.6 g/100 g for the flour from wet cooking in water, 9.0 -12.7g/
100 g for the flour from the nixtamalization process, 10.1-12.8g/
100 g for the expanded grain flour, 9.0 to 11.2 g/100 g for the malted
flour and 6.0 -9.5 g/100 g for the laminated grain flour. The squalene
averages per process showed statistical significant differences.
Key words: Oil, fatty acids, squalene, amaranth grain, raw and pro-
cessed.

Por su tolerancia a condiciones ambientales adversas, el
grano de amaranto ofrece gran potencial para ser cultivado
en varias regiones de Guatemala reportando buenos
rendimientos (6,7). La composicion quimica y el valor
nutritivo de las variedades de amaranto cultivadas en Guate-
mala, han sido ampliamente estudiadas (6,8,9) y su contenido
proteico (14%-18%) es de alta calidad bioldgica por su
contenido en aminoacidos esenciales en particular lisina.
Ademas es un excelente complemento a la proteina del maiz,
sorgo, arroz y trigo y de otro tipo de alimentos como el frijol,
leche, soya y avena (9-11).

El aceite procedente del grano de amaranto (5%-8%)
presenta un atractivo balance de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados (12-16). No se han
publicado muchos estudios que indiquen si las diferencias en
el contenido de grasa y de &cidos grasos sea debido a efectos
genéticos o a efectos ambientales. Saunders y Becker (4)
indican que variables agronémicas son responsables por las
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diferencias en el contenido de acidos grasos. Estos resultados
han sido respaldados por Ayorinde y col (15) y Berganzay col
(16). EIl procesamiento al cual se somete la semilla para su
consumo también puede afectar el contenido de &cidos grasos.
Singhal y Kulkarni (14) informaron de una reduccién
significativa, entre 75.5% y 62.3% en el porcentaje de
insaturacion en el aceite, siendo el &cido linoléico el mas
afectado con una disminucion de 27.0% a 40.8%.

El aceite de amaranto es considerado como una fuente rica
en escualeno (16-18) que se aproxima a los contenidos
informados para el aceite de tiburén (19). Aunque los valores
en el amaranto son muy variables, esta variabilidad depende
de los genotipos estudiados y de la cantidad de insaponificables
aislados del aceite, pues la molécula del escualeno presenta
alta estabilidad (16,17). Lyony Becker (12) informan valores
de 7.4% en el aceite de amaranto de especie Amaranthus
Cruentus, mientras que Ayorinde y col. (15) informan valores
de 3.01% 1 0.81% de escualeno en el aceite de 13 variedades,
con una variacion de 1.88% a 4.66% del aceite.

Laaplicacion de procesos de coccion al grano de amaranto,
hace que se tenga un control en la elaboracién de productos
de amaranto, particularmente si se utiliza harina de amaranto
expandido. Durante el proceso de expansion, el grano de
amaranto es expuesto a temperaturas muy elevadas aunque
por corto tiempo, y en algunas ocasiones se expone a aire a
contracorriente, para obtener un maximo rendimiento en
volumen, lo que provoca la aparicion de productos de
oxidacion proveniente de los acidos grasos. Este proceso segun
Singhal y Kulkarni (14) indujo un aumento del 15.5% en el
contenido de escualeno. Lyony Becker (12) indicaron que el
refinamiento alcalino del aceite de amaranto es responsable
del aumento en escualeno observado por esos autores, en donde
el escualeno aumento de 6.96% a 8.01% del aceite. El efecto
de otros procesos sobre el contenido de escualeno del amaranto
no ha sido informado. El escualeno es un compuesto
isoprenoide similar en su estructura al beta-caroteno y es un
metabolito intermedio en la sintesis de colesterol. El escualeno
consumido se distribuye en el tejido animal con una
concentracion alta en la piel. No es muy susceptible a la
peroxidacion siendo protector a la exposicion de radiacion UV
y radiacion ionizante (20,21). EI principal uso terapéutico
hoy dia del escualeno, es como de terapia adjunta para una
variedad de cancer (24).

MATERIALES Y METODOS
Materiales
Variedades de Amaranto
La semilla de seis variedades de Amaranthus Cruentus,

fueron cultivadas en el area subtropical de Guatemala a una
altura de 100 m sobre el nivel del mar en parcelas de 3 metros

de ancho y 50 metros de largo. Después de 120 dias se cosechd
el grano y se traslado al laboratorio en donde fue limpiado de
residuos de cosecha. Muestras de cada variedad fueron
tomadas para producir harina de amaranto crudo, harinas de
amarando cocido en agua, cocido por nixtamalizacion
(coccidn alcalina), expandido, malteado y laminado. Las
harinas se produjeron moliendo el grano procesado ya seco
en un Cyclone Sample Mill de la UDI Corporation.

Métodos

Tratamiento de los granos de las variedades de amaranto

Una muestra de 1.5 kg de grano entero de cada variedad
fue lavada con una solucion al 0.5% de bicarbonato de sodio
y luego con agua destilada. Después de eliminar el agua su-
perficial se puso en un horno de conveccion a 50°C para secar
el grano.

Coccion en agua

Una muestra de 300 g de grano limpio se cocin6 en agua
por 35 minutos a ebullicién. El agua se descartd y el grano
cocido fue secado a 65°C a peso constante y se molié a 80
mesh.

Nixtamalizacion

Una muestra de 300 g fue cocida en agua con 0.6% de cal
del peso de grano por 10 minutos. Luego se lavo y se secé a
peso constante (22) para finalmente molerlo a 80 mesh.

Expansion

El grano limpio (300 g) se expandi6 poniéndolo sobre
una superficie a 180° — 200°C por 20 — 30 segundos. Como
en los casos anteriores se moli6 a 80 mesh.

Laminado

El método consistio en moler el amaranto cocido y hacer
una masa con la cantidad suficiente de agua para después
pasarlo por un laminador y obtener hojas de 0.1 mm de
espesor.

Malteado

Luego de dejar el grano limpio en remojo por 12 horas se
puso a germinar por 24 — 48 horas a 36°C manteniéndolo
himedo. Al aparecer el brote de germinacién el grano se
maltea poniéndolo a 60°, 75° y 95°C por 1 hora en cada
temperatura. Luego se molié a 80 mesh.

Extraccion de aceite

Una muestra de 5 + 0.001 g de harina de amaranto crudo
o procesado se colocé en una unidad extractora tipo Soxhlet,
por un espacio de 8 horas segun lo recomendado por el método
oficial de la AOAC (23). Se utiliz6 como disolvente, éter de
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petroleo (bp 40 — 60°). El aceite extraido fue almacenado en
frio a 4°C hasta su posterior analisis.

Extraccion y aislamiento de escualeno

La extraccion, aislamiento y cuantificacion de escualeno
del aceite de amaranto ha sido realizada por los métodos de
laAOAC (25) y del método utilizado por He y col (17). Todas
las muestras fueron analizadas en duplicado.

Obtencion de los insaponificables

5.0 £ 0.001 g de aceite de amaranto crudo y procesado
fueron pesados en una balanza analitica para disolverlos en
una mezcla de 20 ml de etanol 95% y 3 ml de solucién
concentrada de KOH, manteniendo la mezcla en ebullicion
por 30 minutos, agitando constantemente. Después se enfrio
rapidamente y se transfirié la mezcla a un separador donde se
lavé con 20 ml de etanol 95% y 40 ml de agua. Los
insaponificables obtenidos fueron extraidos 5 veces con 50
ml de éter de petroleo cada vez para eliminar la solucién
jabonosa (17,25). Los resultados de los 5 extractos fueron
lavados con fracciones de 25 ml de agua cada vez, agitando
vigorosamente, hasta que el agua de lavado quedo libre de
alcali, es decir hasta que el agua de lavado no dio coloracion
rosa al contacto con indicador de fenolftaleina a 1% en etanol.

La solucidn etérea fue secada por filtracién con sulfato de
sodio anhidro y el éter de petréleo fue removido
completamente de la muestra por evaporacion. Finalmente
se pesaron los insaponificables.

Purificacién de los insapnificables en columna
cromatogréafica de absorcion

Los insaponificables obtenidos en la etapa anterior, fueron
purificados y aislados por adsorcién en una columna
cromatografica de 8 mm i.d. y 30 cm de longitud, con tope de
teflon y 25 ml de capacidad.

Se adicion6 alimina adsorbente a la columna hasta
aproximadamente 10 ml de altura, aplicando suficiente presion
para compactarla. En los extremos superior e inferior se ha
usado algodon como filtro (17,23).

Se acondiciond la columna lavandola con 15 ml de éter de
petroleo y manteniéndola hiimeda hasta su utilizacion.

Para cargar la columna con la muestra, se disuelven los
insaponificables en 5 ml de éter de petrdleo y se transfieren a
la columna de adsorcion con una pipeta pasteur. Cuando la
solucidn esté dentro de la columna, se adicionan 5 ml de éter
de petréleo usados previamente para lavar el recipiente de
contencion de la muestra. Luego se siguié adicionando éter
de petrdleo de 5 en 5 ml hasta haber eluido un volumen total
de 50 ml. Lavelocidad de elusion no debe ser mayor de 1 ml/
min. Al terminar la elusion, lavar la columna con 40 ml de
éter de petroleo y acondicionar nuevamente hasta la siguiente

elusion. Finalmente todo el disolvente de la muestra es
removido hasta total sequedad.

Cuantificacion de escualeno

El residuo inadsorbido por la columna de adsorcién, fue
redisuelto en 5 ml de diclorometano y se afiadid luego una
cantidad suficiente de solucion de sulfato-bromo-piridina para
obtener un exceso del 50% o mas del halégeno, o sea
aproximadamente 10 ml.

Se mezcl6 en la oscuridad por 5 minutos y a la reaccion
resultante se le agregaron 5 ml de Kl al 10% juntamente con
40 ml de agua, agitando vigorosamente. Por dltimo se utilizo
una solucién de tiosulfato de sodio 0.05 N para la titulacion
del halégeno.

Al mismo tiempo se examiné un blanco de reactivos, y el
célculo del contenido de escualeno se basé en las proporciones
sugeridas en el método oficial de laAOAC (23). Los resultados
se han reportado como mg de escualeno/100 g de aceite.

Andlisis de acidos grasos

Los acidos grasos del aceite de amaranto han sido
analizados por cromatografia de gases (GC) utilizando el
método propuesto por la AOAC (23) para la preparacion e
identificacion de ésteres metilicos (FAMES) de &cidos grasos.

El sistema cromatogréafico utilizado fue un HP-5890 I1/
Chemistation equipado con ionizador de flama FID. Se utilizé
una columna cromatografica SPB-5 (30 m x 0.53 mm i.d. x
0.5 um).

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron:
corriente de nitrégeno (47 psi) con split, acarreador 2 psi en
cabeza de columna, helio como gas inherte 12 psi, aire 35
psi, temperatura del inyector 250°C, temperatura del detector
FID 260°C, temperatura del horno 200°C con una rampa de
temperatura de 10°C/min hasta 250°C, 17 min, volumen de
inyeccion 1.0 microlitro. Los picos fueron identificados por
comparacion de estandares de FAMEs (SIGMA, Aldrich).

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los datos de composicién quimica de
las 6 variedades de amaranto de grano. A pesar del contenido
bajo de humedad, el contenido de proteina vari6 de 14.5% —
15.1%, y el de grasa entre 5.9% — 6.7%. La Tabla 2 resume el
porcentaje de aceite encontrado en las 6 variedades de
amaranto sometidas a procesamiento. El contenido de aceite
promedio por proceso fue mayor en muestras de procesos en
seco como el expandido, el malteado y el laminado que de
los procesos en himedo.
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Composicion quimica proximal de variedades de amaranto crudos, g/100g

TABLA1
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Variedad Humedad Proteina Grasa Ceniza Fibra Cruda Carbohidratos
K-227 9.4 +£0.1ab 15.1+0.7 6.2+0.1 2.6 £ 0.1abc 40+0.2 62.6 +0.4
D-70-1 9.1 +£0.2ab 148+0 6.2+0.1 2.4 + Oabc 42+0 63.2+0.2
A-200-D 9.0+0.1b 14.8+0.1 6.5+0 2.3 + Oabc 41+0 63.4+0.1
Don Armando 9.2 +£0.6ab 145+0.1 6.4+0.2 3.2+ 0.1abc 3.8+£0.3 62.9+05
Alegria Disciplinada 9.7+£0.3ab 145+0.1 59+04 2.9+0.2ab 47+13 62.2+21
Montana 10.2 £ 0a 145+0.4 6.7+0.1 3.3+0.1a 3.8+0.2 61.6+1.6
S Ns ns S ns Ns

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente diferentes.

TABLA 2
Contenido de aceite en variedades de grano de amaranto con respecto al proceso, g/100g

Variedad Crudo Coccion Agua  Coccion Alcalina Expandido Malteado Laminado Promedio
K-227 6.5+ 0.13 6.6 £ 0.03 6.8+ 0.22 7.6%0.29 6.9+ 0.22 6.5+ 0.13 6.81
D-70-1 6.7+ 0.19 6.5+ 0.47 6.2+ 0.70 7.4+0.70 6.6 £0.70 6.5%0.03 6.65
A-200-D 6.8+0.21 6.9+ 1.38 6.3+1.45 6.7+ 0.19 731145 6.5+ 0.52 6.75
Don Armando 6.3+0.18 6.08 £0.19 6.6 £0.12 6.1+0.12 6.1+1.63 7.3+1.37 6.53
Alegria Disciplinada 6.4 + 0.04 6.6 £0.17 6.9+ 0.22 6.9+ 0.35 86%0 6.6 £ 0.22 7.00
Montana 6.9+ 0.36 5.2+0.22 6.9+ 0.16 7.21+0.25 6.1+0.17 8.6 + 3.06 6.82
Promedio 6.60 6.43 6.61 6.98 6.93 7.00

Las diferencias entre variedades de grano no fueron
significativas estadisticamente como tampoco fueron las
diferencias entre procesos. La Tabla 3 presenta datos de acidos
grasos en el aceite de 3 variedades que fueron procesadas por
coccion en agua, por nixtamalizacion y expansion. El acido
palmitico se encontré en un rango de 14.6% a 20.6%. No se
obtuvo un fraccionamiento limpio entre el &cido esteérico,
oleico y linoleico, representando el mayor contenido en el
aceite. Esta cifra esta dada en sumayor cantidad por el linoleico

de acuerdo a la literatura consultada y por el acido oleico
(13-15). Los procesos himedos en la semilla incrementan el
contenido en comparacion con el control, 0 sea no procesado,
mientras que el grano procesado en seco reduce la cantidad
de estos tres acidos grasos. La cantidad de &cidos grasos C20:0
(araquidonico) parece aumentar en procesamiento de la
semilla en seco. También se detectaron pequefias cantidades
de C20:1y C22:0.

TABLA 3
Composicion de acidos grasos en aceite de amaranto crudo y procesado (%)
Muestra C14:0 C16:0 C18:0+18:1+18:2C18:3  C20:0 C:201 C22:0
Crudo D-70-1 - 20.65 75.52 3.82 - - -
A-200-D 0.18 18.47 73.69 4.04 0.35 0.90 0.38
Don Armando - 18.38 48.17 3.45 - - -
Cocciénagua  D-70-1 - 17.01 75.41 3.83 0.49 0.88 0.42
A-200-D - 18.83 70.53 4.63 1.92 1.24 0.41
Don Armando - 18.77 71.98 4.16 2.44 0.37 0.37
Nixtamalizado D-70-1 - 15.66 73.40 3.54 0.62 5.40 0.44
A-200-D - 18.94 71.88 4.57 1.15 0.91 0.34
Don Armando - 18.21 61.17 3.40 8.91 1.14 0.36
Expandido D-70-1 - 14.59 59.37 3.40 19.53 1.72 0.40
A-200-D - 15.50 66.21 3.69 11.39 1.23 0.39
Don Armando - 19.12 70.00 3.73 3.83 1.34 0.38

C14:0 acido miristico; C16:0 acido palmitico; C18:0 acido estéarico; C18:1 n-9 éacido oleico; C18:2 n-6 acido linoleico; C18:3 n-3 &cido
alfa-linolénico; C20:0 acido araquidico; C20:1 &cido cis-eicosaenoico; C22:0 acido behénico
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TABLA 4
Contenido de escualeno en harinas crudas y procesadas de amaranto de grano (g/100 g aceite)

Variedad Crudo Coccion agua Coccion alcalina Expandido Malteado Laminado
K-277 92410 10.30 £ 0.09 9.43+0.29 12.47 £0.57 11.18 £0.45 8.15+0.45
D-70-1 9.29+0.27 12.66 + 0.87 11.05+0 10.16 £0.18 10.88+0 8.04+0
A-200-D 7.99 £0.08 1214+ 0 8.78£0.01 10.05+£0.33 9.64+0.31 552+0
Don Armando 9.64 £0.21 11.32+0.30 11.69+0 1234+ 0 946+ 0 6.95+0.01
Alegria Disciplinada  8.05+ 0.54 10.81 £0.23 1273+ 0 12.88 £ 0.63 8.92+0 7370
Montana 6.98 £ 1.05 8.13+0 1174+ 0 10.68 £ 0.30 9.59+0.20 9.57+0
Media 8.53e 10.89ab 10.90ab 11.43a 9.94abcd 7.60e

Letras diferentes indican diferencias estadistica

Finalmente la Tabla 4 resume el contenido de escualeno
en el aceite de los materiales crudos y procesados del presente
estudio. Hubo diferencias estadisticamente significativas por
variedad, asi como también por proceso.

DISCUSION

La composicion quimica proximal de las 6 variedades de
amaranto son comparables a datos publicados anteriormente
(6-8). Sin embargo el contenido de proteina se esperaba que
fuera un poco més elevado. Las diferencias en el promedio de
humedad fue significativo entre muestras, asi como también
en el contenido de cenizas. El contenido de aceite de las harinas
obtenidas del amaranto procesado (Tabla 2) varia con respecto
al contenido de aceite del amamanto crudo. Los materiales
procesados en seco (expansion, malteado, laminado) contienen
mas aceite que las muestras crudas y las procesadas en medio
liquido. La causa podria ser el rompimiento de la célula,
permitiendo una mejor penetracion del solvente y extrayendo
por consiguiente mayores niveles de grasa.

Los principales acidos grasos encontrados en el aceite de
amaranto (Tabla 3) son el palmitico (16:0) en un porcentaje
promedio de 18%, el &cido oleico (18:1 n-9) que juntamente
con el &cido linoleico (18:2 n-6) hacen un total de 75% del
total de &cidos grasos, y el &cido linoleico (18:3 n-3) presente
en un 3% del total de &cidos grasos. Puede advertirse que la
diferencia entre genotipos es minima en cuanto al porcentaje
de &cidos grasos, sin embargo, es significativa entre los
procesos de coccion himeda y expandido en los que se observa
una diferencia de un 10% menos en el &cido linoleico, no
siendo asi para el proceso de nixtamalizacion. Cabe mencionar
que la identificacion realizada para los &cidos grasos sélo es
una aproximacion de los valores totales individuales. En
experiencias futuras se estudiara la composicion cuantitativa
de los acidos presentes en el aceite de amaranto.

El proceso de nixtamalizacion — expandido, dieron niveles
de acidos grasos insaturados en menor cantidad que el de
coccion en agua y el crudo. Los valores de las extinciones a

234 —268 nm reflejan que la aparicion de productos primarios
y secundarios de oxidacion es minima tanto para el proceso
nixtamalizado (con coccidn) — expandido con el proceso de
nixtamalizado (sin coccion) — expandido.

El aceite de amaranto extraido contiene cantidades
considerablemente altas de escualeno (Tabla 4). Los valores
obtenidos estan comprendidos en un intervalo de 7 a 9.6 g/
100 g en el amaranto crudo y entre 6 y 12.8 g/100 g en el
amaranto procesado, mismos que difieren de los citados en la
literatura (4% — 8%) (12,15). La mayor variabilidad se observa
en el amaranto tratado por expansion en el que los valores
son superiores a los obtenidos en los otros procesos (10.1 —
12.8 g/100 g) que puede ser causado por la formacion de
productos de oxidacion durante el proceso y que pueden ser
contados como impurezas por lo que es aconsejable verificar
la estructura del escualeno mediante analisis cromatografico
0 espectrometria de masas.

CONCLUSIONES

El aceite de amaranto puede ser considerado como una
fuente vegetal alternativa en la obtencién de escualeno (8 —
12 g/100 g). Este porcentaje varia en proporcion a la cantidad
de insaponificables aislados durante la extraccion. Los datos
mostraron diferencias de escualeno entre variedades. Con la
excepcion del proceso de laminado del grano, los procesos
de coccidn en agua, la coccion alcalina, el de expansion y
malteo dieron valores mas altos de escualeno que los valores
en la muestra cruda. Puede ser considerado también como
fuente importante en la obtencidn de acidos grasos esenciales
como el linoleico y linolénico.
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SUMMARY. Naranjilla (Solanum quitoense Lam.) is a native fruit
of'the Andes, cultivated and consumed mainly in Ecuador, Colombia,
and Central America. Because of its pleasant aroma and attractive
color, it has high potential as an ingredient of products such as juices,
nectars, and jams. The main characteristics of mature naranjilla fruits
cultivated in Costa Rica were assessed, including sugar content, total
titratable acidity, total soluble solids, oxygen radical absorbance
capacity (H-ORAC), and total polyphenolic and ascorbic acid content.
Carotenoid and volatile compound identification was also done. The
samples showed sucrose, glucose, and fructose content of 1.6 £ 0.3,
0.68+0.05,and 0.7+ 0.1 g/100 g, respectively. Total titratable acidity
was 2.63 + 0.07 g citric acid equivalent / 100 g and total soluble
solids amounted to 9.1 + 0.5 °Brix. H-ORAC value was 17 + 1 pmol
Trolox equivalent / g, total polyphenolic content was 48 + 3 mg
gallic acid equivalent / 100 g and ascorbic acid content was 12.5 +
0.0 mg/100 g. Carotenoid content of the whole fruit and pulp was
333 £ 0.6 and 7.2 + 0.3 ng/g, respectively. The predominant
carotenoid among the compounds identified in the whole fruit was
3-carotene. Ten volatile compounds were identified in naranjilla pulp,
the predominant being methyl butanoate. The chemical composition
of naranjilla cultivated in Costa Rica does not seem to differ from
that previously reported in studies at different locations.

Key words: Solanum quitoense Lam., chemical composition,
antioxidants, volatile compounds.

INTRODUCTION

Naranjilla (Solanum quitoense Lam.) is a native fruit of
the Andes, cultivated and consumed mainly in Ecuador, Co-
lombia, and Central America. The tree grows best between
1200 and 2300 m above sea level (m asl); it is neither a tropi-
cal nor a temperate plant (1). The fruit is round and its peel is
covered with brittle hairs. During ripening, naranjilla turns
from green to orange, and the fruit is climacteric, with a rela-
tively low respiration rate even during the climacteric peak
(2). Even though the fruit is sometimes consumed and pro-
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RESUMEN. Caracterizacion quimica, propiedades antioxidantes
y constituyentes volatiles de naranjilla (Solanum quitoense Lam.)
cultivada en Costa Rica. La naranjilla (Solanum quitoense Lam.) es
una fruta nativa de los Andes, cultivada y consumida principalmente
en Ecuador, Colombia y América Central. Las principales
caracteristicas de frutas de naranjilla maduras cultivadas en Costa Rica
fueron evaluadas, incluyendo contenido de azucares, acidez titulable
total, solidos solubles totales, capacidad de absorbancia de radicales
de oxigeno (H-ORAC) y contenido de polifenoles totales y acido
ascorbico. La identificacion de carotenoides y compuestos volatiles
fue también realizada. Las muestras presentaron contenidos de sacarosa,
glucosa y fructosa de 1.6 = 0.3, 0.68 + 0.05 y 0.7 = 0.1 g/100 g,
respectivamente. La acidez titulable total fue 2.63 +0.07 g equivalentes
de acido citrico / 100 g y los sélidos solubles totales fueron 9.1 + 0.5
°Brix. El valor de H-ORAC fue 17 + 1 pmol equivalentes de Trolox /
g, el contenido de polifenoles totales fue 48 + 3 mg equivalentes de
acido galico / 100 g y el contenido de acido ascorbico fue 12.5 + 0.0
mg/100 g. El contenido de carotenoides de la fruta completa y la pulpa
fue 33.3 £ 0.6 y 7.2 + 0.3 ng/g, respectivamente. El carotenoide
predominante en los compuestos identificados en las frutas completas
fue B-caroteno. Diez compuestos volatiles fueron identificados en la
pulpa de naranjilla, siendo el predominante el butanoato de metilo. La
composicién quimica de naranjilla cultivada en Costa Rica aparenta
no diferir de aquella reportada previamente en estudios realizados en
lugares diferentes.

Palabras clave: Solanum quitoense Lam., composicion quimica,
antioxidantes, compuestos volatiles.

cessed at earlier stages of maturity (due to the pulp’s attrac-
tive greenish color), total soluble solids increase with matu-
rity, which results in a sweeter pulp at later stages. The pH
does not vary significantly with maturation (3).

The fruit contains four compartments separated by mem-
branous partitions and filled with pulp, which has a some-
what acidic flavor and a pleasant delicate aroma. It has nu-
merous flat and hard seeds. The flavor of naranjilla has been
described as sweet, similar to a mixture of banana, pineapple,
and strawberry (4).

According to Heiser and Anderson (1), naranjilla trees
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were introduced over a half century ago to Costa Rica. Current
estimates indicate about 30-50 ha cultivated with the crop. Fruits
are usually sold fresh in local markets and supermarkets and are
used to produce beverages, with the addition of water and sugar.
As for processed products, naranjilla jam may be the only cur-
rently produced in commercial quantity in Costa Rica.

Despite the fact that naranjilla pulp is mostly consumed in
Latin America, either in fresh form or as a sweetened drink,
authors agree that the fruit has high potential as an ingredient
for products such as juices, nectars, ice creams, candies, jams,
jellies, toppings, sherbets, sauces, and other cooked confec-
tions (5, 6). The pulp’s green color may be an advantage for
the food industry, but it should be protected from oxidation so
it does not turn brown that quickly.

Since ripe naranjilla fruits are highly susceptible to me-
chanical damage and fungal attack, fruits are usually harvested
green, but when they reach physical maturity. Therefore, fruits
are more easily managed and marketed for a longer time. It
should be considered that fruits harvested at later maturity
stages show better quality characteristics when ripe that those
harvested at earlier stages (3). At ambient temperature, the
shelf life of physiologically mature fruits is only 6-8 d long
after harvest (2, 5). Arango et al (2) recommended several
postharvest handling systems for naranjilla and concluded that
fruits at physiological maturity can be maintained green for
50 d when packed inside polyethylene bags with an ethylene
absorber and refrigerated at 7.5°C. Morton (5) indicated that
fruits picked half-colored can be stored for 1 or 2 mo at 7.22-
10°C and relative humidity of 70-80%.

As for volatile constituents of naranjilla, Brunke et al (4)
used gas chromatography / mass spectrometry analysis and
sensory evaluation with a gas chromatographic sniffing de-
tector to identify components and determine their influence
on the flavor of the fruit. It was determined that the methyl
and ethyl esters of lower carboxylic acids contributed much
to the typical naranjilla flavor, but it was not possible to find
one or more impact compounds, which made researchers sus-
pect that the yet unidentified substances that possess strong
odors play an important role in the flavor complex of the fruit.
Osorio et al (7) concluded that glycosides isolated from
Solanum quitoense leaves have a role as flavor precursors
because they produce several volatile compounds with pleas-
ant sensorial notes by the action of some enzymes present in
the fruit. These generated volatile compounds may be impor-
tant with respect not only to the fruit flavor but also to the
flavor of the processed products because they would be re-
leased during processing. In a different study, with the aid of
multilayer coil countercurrent chromatography, subsequent
acetylation, and liquid chromatographic purification of a gly-
cosidic mixture obtained from S. quitoense leaves, three C13-
norisoprenoid glucoconjugates were isolated by Osorio et al
(8) in pure form.

There is great similarity between S. quitoense L. and S.
vestissimum D. with regard to both the shape of the plant and
the aspect of the fruit. However, aromas are rather different.
Authors have extensively studied the volatile constituents of
the second fruit (9), glycosidically bound aroma compounds
from its pulp and peelings (10), change in volatile compounds
during maturation (11), and volatile constituents from its
peelings (12).

The characterization of naranjilla cultivated in Costa Rica,
in terms of chemical composition, antioxidant properties, and
volatile constituents will be critical in increasing this crop’s
value in local and regional markets, as a fresh fruit and as raw
material for processed products.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Fully mature naranjilla fruits were harvested from several
trees in a plantation located in Heredia, Costa Rica (Helénica
Proverde S.A.). The agroecological characteristics are as
follows: geographical position 10° 01' 59" N, 84° 02' 41" E;
soil of volcanic origin; altitude, 1360 m asl; annual average
precipitation, 2479.7 mm; annual average temperature, 18.7°C;
and annual average relative moisture, 87%. Fruits were
manually sorted for physical and microbiological damage and
then cleaned, washed, and sanitized by immersion for 3 min
in a 150-ppm solution of sodium hypochlorite. Only ripe fruits
(75-100% orange color in peel) were analyzed.

Methods of analysis

Analyses were conducted on four separate fruit lots (ob-
tained from the same location but on different dates). Fruits
were cut in halves and pulp was extracted by using an indus-
trial finisher with a 1.5-mm sieve. After the pulp was obtained,
one part was taken for moisture, total titratable acidity, pH,
total soluble solid, and color analyses. The rest of the pulp
was immediately frozen by immersion in liquid nitrogen, and
a portion was used to determine total polyphenolic content.
The remainder was then freeze-dried and stored at -20°C in
laminated bags until further analyses. For carotenoid and vola-
tile compound analyses, whole fruits from two of the four lots
were frozen until analyses.

Moisture, ash, protein, dietary fiber, total titratable acidity
(expressed as citric acid equivalent) and pH were determined
using standard AOAC methods (13). Fat content was deter-
mined using the Soxhlet method (ether extraction) (14).
Available carbohydrate content was determined by difference,
from moisture, ash, protein, fat, dictary fiber, and total
titratable acidity analyses. Total sugars (sucrose, glucose, and
fructose) were determined using a Shimadzu LC-6A high-
performance liquid chromatography (HPLC) system, equipped
with an Alltech Econosphere NH, column with a mixture of
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acetonitrile and bidistilled water for the mobile phase. En-
ergy content was calculated using the general factors of 4, 4,
and 9 calories per g of protein, carbohydrate, and fat, respec-
tively (15). Color was measured with a HunterLab ColorFlex
CX1192 colorimeter.

Antioxidant capacity was measured in terms of hydrophilic
oxygen radical absorbance capacity (H-ORAC), following the
method described by Ou et al (16) and adapted for manual
determination by Vaillant et al (17), expressing results as pumol
Trolox equivalent / g. Total polyphenolic compounds were
determined by using a modified Folin-Ciocalteu assay
described by Georgé et al (18) with gallic acid as standard
and expressing the results as mg gallic acid equivalent / 100
g, after corrections for interfering substances. By the same
methodology, ascorbic acid content was determined (using
an ascorbic acid standard) and results were expressed in terms
of mg ascorbic acid/100 g (18).

For total carotenoid analyses, frozen fruits were thawed
and contents were assessed on the whole fruit (pulp and peel),
pulp, and seedless juice. Homogenized samples were mixed
with acetone for extraction of carotenoids. The liquid was then
filtered and concentrated, and the carotenoids were extracted
with ethylic ether/n-hexane (50/50, v/v). The organic phase
was dried under a nitrogen flow, and the remnant was
dissolved in ethylic ether and saponified by mixing with po-
tassium hydroxide. The organic phase was separated and the
aqueous phase was extracted again with ethylic ether/n-hex-
ane (50/50, v/v). The total organic phase was mixed with a
sodium chloride solution to eliminate alkali, and then sepa-
rated and dried under a nitrogen flow. A precise amount of
n-hexane was added to a portion of the remnant and absor-
bance was read at 450 nm with a UV-1700 Shimadzu UV-
visible spectrophotometer. Total content of carotenoids was
estimated by using the extinction coefficient of B-carotene at
a 1% concentration in n-hexane (2500). The same sample was
used for identification of carotenoids, using a Hewlett Packard
1050 reverse-phase HPLC system coupled to a diode array
detector. The HPLC was equipped with a Spherisorb ODS-2
HP (250 mm % 4 mm X 5 pm) column. The mobile phase was
a mixture of acetonitrile, dichloromethane, and methanol
(82:13:5); flow rate was set at 1.5 mL / min; and the determi-
nation was performed at 20°C. For identification of caro-
tenoids, only whole fruits were analyzed.

To identify the volatile compounds, frozen whole fruits
were thawed and aroma compounds were assessed on the
seedless pulp. Extracts were obtained by mixing 2 g of pulp
with 30 mL of pentane/ether (50/50, v/v) and then
homogenizing using a Potter Elvejhem homogenizer for 5 min
at room temperature. The organic phase was recovered, dried
with anhydrous sodium sulfate, and concentrated at 37°C to 1
mL with a 25-cm Vigreux distillation column (19). GC-MS
analysis was used to identify volatile components using a

Hewlett-Packard 6890 gas chromatograph coupled to a
Hewlett-Packard 5973 quadrupole mass spectrometer. The
column was a DB-WAX fused silica capillary column (30 m,
0.32 mm i.d., 0.25 pm film thickness), preceded by a 2 m,
0.32 mm i.d. uncoated pre-column. Oven temperature was
set at 40°C for 3 min, then increased to 245°C at 3°C/min, and
kept at this temperature for 20 min. The on-column injector
was heated from 20°C to 245°C at 180°C/min. The detector
and injector temperatures were 250°C. Helium was the carrier
gas at 1.1 mL / min. The electron impact energy was 70 eV
and the ion source and quadrupole temperatures were 230°C
and 150°C respectively. Electron impact (EI) mass spectra
were recorded in the 40-600 amu range at 1-s intervals.
Injection volume was 2 pL of extract. Volatile compounds
were identified by comparing their spectra with those of the
Wiley 275 and NIST MS libraries.

RESULTS

The chemical characterization of Costa Rican naranjilla
pulp, as well as results found in literature for ripe fruits from
Colombia and Ecuador are summarized in Table 1. When com-
paring results, factors such as sampling, plotting, sample
preparation, extraction, and measurement, besides genetic and
environmental factors (maturity, UV light exposure, etc.)
should be considered. Total antioxidant capacity of naranjilla
pulp was measured in terms of H-ORAC (Table 2). Total
polyphenolic and ascorbic acid content are reported as well.

Total carotenoid content was determined in naranjilla whole
fruits, pulp, and seedless juice (Table 3). Carotenoid identifica-
tion in naranjilla whole fruits is presented in Table 4, where B-
carotene was the main carotenoid found. No carotenoid identi-
fication in naranjilla fruit has been previously reported. Using
GC-MS analysis, 10 volatile compounds were identified in
naranjilla pulp (Table 5). In this study, the predominant aroma
constituent found in the fruit’s pulp was methyl butanoate, a
volatile compound described as sweet and fruity.

DISCUSSION

Main characteristics

When compared with the characteristics of naranjilla fruits
from Colombia as reported by Arango et al (2), Romero (20),
and Guzman et al (21), moisture content in the Costa Rican
fruits (Table 1) was lower, ash content higher, protein content
similar, fat content lower (no fat detected in Costa Rican
samples), sugar content higher (sucrose and glucose content
higher and fructose content lower compared with samples
analyzed by Guzman et al [21]); and total soluble solids lower.
Compared with the Ecuadorian fruit characteristics reported
by Davila (22), total soluble solids of Costa Rican fruits were
higher, pH was lower, total sugars were higher, and ash con-
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tent was higher. Morton (5) reported results of analyses per-  moisture and fiber contents within the reported range, but they
formed on fresh naranjilla fruits in Colombia and Ecuador.  had higher protein and ash, and lower fat content.
When compared with these results, Costa Rican fruits showed

TABLE 1
Chemical characterization and color parameters of Costa Rican naranjilla pulp (data expressed on a fresh weight
basis and reported as mean =+ standard deviation, n = 4 lots), and results reported in literature for ripe naranjilla
fruits from different locations

Colombia
. Colombia Colombia Colombia Ecuador and
Component Costa Rica @) 0) @1 22 Ecuador
(&)
Moisture (g / 100 g) 90.6+£0.3 92.2 92.5 91.95 90.67 85.8-92.5
Protein (g/ 100 g) 07402  0.6%0.1 0.6 0.72 NR 0.107- 0.6
Fat (g/ 100 g) ND * 0.0001 0.1 0.16 NR 0.1-0.24
Available carbohydrates 3¢ 55t NR! 5.7 NR NR 5.7
(g/100 g)
Dietary fiber (g/ 100 g) 14402 NR 0.3 0.53 NR 0.3-4.6
Sugars (g /100 g) 30+04 291+0.2 NR 24 2.51 NR
Sucrose (g/ 100 g) 1.6+£0.3 NR NR 1.08 NR NR
Glucose (g/ 100 g) 06%; NR NR 0.52 NR NR
Fructose (g/ 100 g) 0.7+0.1 NR NR 0.75 NR NR
Ash (g/100 g) 069§4i 0.7 0.8 0.88 0.54 0.61-08
Energy value (kcal/100 g) 18+2° 24 23 NR NR 23
Total titratable acidity 263+
(g citric acid equivalent ) 3.65+0.1 NR 2.30 1.92 NR
0.07
/100g)
320+
pH 0.04 3.1+0.1 NR 33 33 NR
Total soluble solids 9105 9505 NR NR 8 NR
(°Brix)
Hunter parameter L* 40+3 NR NR NR NR NR
Hunter parameter a* 7.8+1.0 NR NR NR NR NR
Hunter parameter b* 40+3 NR NR NR NR NR
* ND = not detected. * Determined by calculation. NR = not reported.
TABLE 2 TABLE 3
H-ORAC value, total polyphenolic, and ascorbic acid Total carotenoid content of naranjilla whole fruits, pulp,
content in naranjilla pulp (data expressed on a fresh weight and seedless juice (data expressed on a fresh weight basis
basis and reported as mean + standard deviation, and reported as mean + standard deviation, n = 2 lots)
n =4 lots except for ascorbic acid: n = 3)
Sample Carotenoid content (ug / g)
Component Result
Whole fruits 333+0.6
H-ORAC (umol Trolox equivalent/g) 17+1 Pulp 72+03
Total polyphenolics (mg gallic acid equivalent/100 g) 48+3 Seedless juice 4.60 + 0.08

Ascorbic acid (mg/100 g)

125+ 0.0
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TABLE 4

Carotenoid identification in naranjilla whole fruits

Carotenoid Retention Proportion of identified
time (min) carotenoids (%)

B-carotene 10.1 58.4

Lutein 34 322

Cis-B-carotene 11.0 6.1
Violaxanthin 2.2 32

Antioxidant properties

The H-ORAC value of naranjilla was higher than those of
banana, cantaloupe, honeydew, kiwi fruit, nectarine, pineapple,
and watermelon (among others); similar to those of red grape-
fruit, navel orange, peach, pears, and tangerine; but lower than
those of apples, cherry, plums, and all berries (Wu et al [23]).
Total polyphenolic content was similar to values found in ba-
nana, pineapple, and lemon (24). Ascorbic acid content was
lower than values reported by other authors, of 25 (20) and in
the range of 31.2-83.7 mg / 100 g (5). Authors have reported
contents of total vitamin C of 37.5 (21), 47.5 (22), and 95 mg
/100 g (2) for Colombian and Ecuadorian naranjilla samples.

ACOSTA et al.

Carotenoid content and identification

For Colombian and Ecuadorian naranjilla samples, Morton
(5) reported carotene contents of 0.71-2.32 pg/ g and Guzman
et al (21) indicated B-carotene content among Colombian
naranjilla samples of 2.212 nug / g (in edible portion). Costa
Rican naranjilla seemingly had higher contents. However, to-
tal carotenoid content in the edible portion of naranjilla from
different locations was lower when compared with fruits with
high content (more than 20 pg / g), such as grapefruit, pa-
paya, and nectarine (25). Carotenoid content found in the
whole naranjilla fruit (pulp and peel) was similar or higher
than those found in vegetables with high total carotenoid con-
tent, such as kale, red paprika, and parsley (25). Carotenoid
content in naranjilla peel was higher than in its pulp, which
was noticeable when the colors of both parts were compared.
Carotenoid identification in naranjilla whole fruits indicate
that 3-carotene and lutein, two of five carotenoids on which
most nutrition research has focused (26), were predominant.
3-carotene, the main carotenoid found in naranjilla, has pro-
vitamin A activity and can be converted in the body to retinol
(26). Epidemiologic reports suggest that the sum of lutein
and zeaxanthin, the retinal carotenoids forming the macular
pigment, had the strongest protective effect against
neovascular age-related macular degeneration, when dietary
intakes of different carotenoids were analyzed (27).

TABLE 5
Volatile compounds identified in naranjilla pulp

Proportion of identified

Volatile compounds
identified by Brunke et al

Volatile compound volatile compounds (%) (4) (area percent in Odor description (28)
gas chromatograms)
Methyl butanoate 54.30 12.1 Sweet, fruity
4-hydroxy-4-methyl-2- 13.25 Not found Not reported
pentanone
Butanoic acid 8.38 0.4 Sour, reminiscent of
rancid butter
Methyl benzoate 5.75 0.3 Pungent, heavy sweet,
deep-floral
Ethyl butanoate 4.02 26.7 Fruity, suggestive of
banana and pineapple
Methyl hexanoate 3.81 0.4 Sweet, 9f pineapple-
apricot type
Methyl (E)-2-butenoate 3.40 0.9 Sharp and green-fruity
Methyl 3- . .
< 2
hydroxyhexanoate 2.87 0.1 Fruity-winey
Herbaceous, sweet,
v hexalactone 2.33 8.2 tobacco-like, coumarinic
type
2-methyl-2-pentenal 1.90 Not found Grassy green and fruity
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\olatile compounds

In a previous study, Brunke et al (4) identified 59 compo-
nents in a solvent extract (80/20, v/v of ether/pentane) of
Ecuadorian naranjilla fruit juice after silica gel flash chroma-
tography. Authors also sensorially characterized compounds
by sniffing GC. From the list of compounds that Brunke et al
(4) identified, with concentrations higher than 0.9% (reported
as area percent in gas chromatograms), only ethyl acetate,
3-methylbutyl acetate, ethyl (E)-2-butenoate, ethyl
3-hydroxybutanoate, ethyl 3-hydroxyhexanoate, ethyl
3-acetoxyhexanoate, linalool, and acetic acid were not found
in the present study. All of the compounds found in Costa
Rican samples were also reported by Brunke et al (4), except
for 2-methyl-2-pentenal and 4-hydroxy-4-methyl-2-
pentanone.

CONCLUSION

The chemical characteristics of samples of naranjilla (S.
quitoense Lam.) fruits cultivated in Costa Rica were analyzed.
The fruits exhibited a chemical composition similar to those
previously reported in different locations. Information on
chemical composition, antioxidant properties, and volatile
constituents may increase this crop’s value in local and re-
gional markets as a fresh fruit and as raw material for pro-
cessed products.
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Contenido de sulforafano (7-isotiocianato-4-(metilsulfinil)-butano)
en vegetales cruciferos
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RESUMEN. El sulforafano es un isotiocianato con propiedades
antimicrobianas y anticarcinogénicas, se encuentra en una amplia
variedad de vegetales del género Brassica oleracea, considerandose
las mas importantes el brocoli y repollo. El objetivo de esta
investigacion fue cuantificar sulforafano en las partes comestibles
de brocoli y en hojas de repollo por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). La preparacion de la muestra para la
cuantificacion del sulforafano incluye la conversion de glucorafanina
a sulforafano (45 = 2°C durante 2,5 h), extraccion con diclorometano,
purificacion del extracto en columnas de extraccion de fase solida, y
deteccion por HPLC-UV. En brécoli la concentracion de sulforafano
esta en el rango de 214 ng/g bs (tallos) a 499 pg/g bs (inflorescencias).
El repollo morado (101,99 pg/g bs) presentd valores mayores de
sulforafano que el repollo verde (7,58 pg/g bs). Las inflorescencias
de brocoli y las hojas de repollo morado son ricos en sulforafano.

Palabras clave: Sulforafano, glucorafanina, brocoli, repollo, HPLC.

INTRODUCCION

Las plantas del orden Brassicales y de la familia Cruciferae
o Brassicaceae comprenden alrededor de 350 géneros y mas
de 2000 especies, entre ellas se incluyen algunas plantas de
interés comercial como la col (repollo), coliflor, coles de
Bruselas y brocoli (1). Otros cultivos de esta familia son los
rabanos, mostaza silvestre y numerosas hierbas de jardin (2),
los cuales se utilizan para preparar condimentos o
guarniciones, pero su aportacion de nutrientes a la dieta es
minima. En cambio las cruciferas que se consumen como
verduras son una fuente concentrada de nutrientes como
vitaminas, minerales, fibra dietética, ademas de sustancias
quimioprotectoras como los glucosinolatos y flavonoides (3,4).

Una caracteristica de las plantas cruciferas es la sintesis
de compuestos ricos en azufre, como los glucosinolatos (5).

Esta investigacion forma parte del proyecto no. 66073 financiado con Fondos
Mixtos del Gobierno del Estado de Sonora y el Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (FOMIX-CONACYT) en colaboracién con el Sr. Antonio
Gandara Astiazaran.
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SUMMARY. Sulforaphane (1-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)-
butane) content in cruciferous vegetables. Sulforaphane is an
isothiocyanate which has antimicrobial and anticarcinogenic
properties, this compound is found in a wide variety of plants from
genus Brassica oleracea, being the most important broccoli and
cabbage. The objective of this research was to quantify sulforaphane
in the edible parts of broccoli and cabbage leaves by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Sample preparation
for the quantification of sulforaphane include the conversion of
glucoraphanin to sulforaphane (45 = 2 °C for 2.5 h), extracted with
dichloromethane, purification of the extract in columns of solid phase
extraction and detection by HPLC- UV. Sulforaphane concentration
in broccoli is in the range of 214 pg/g DW (stems) to 499 pg/g DW
(inflorescences). The purple cabbage (101.99 pg/g DW) has values
greater than the green cabbage (7.58 pg/g DW). The inflorescences
of broccoli and red cabbage leaves are rich in sulforaphane.

Key words: Sulforaphane, glucoraphanin, broccoli, cabbage, HPLC.

Estos vegetales y algunas plantas comestibles del orden
Caparrales son la fuente de todos los glucosinolatos de la
dieta humana. Se han identificado mas de 100 compuestos
diferentes, los cuales se encuentran distribuidos en toda la
planta, aunque su concentracion depende del tipo de tejido
(6). Los glucosinolatos se clasifican como S-glucésidos, ya
que son el resultado del enlace de un azucar reductor y el
azufre de una molécula que no tiene caracter de hidrato de
carbono (conocida como aglucona), estos compuestos son
no volatiles y carecen de fragancia (7). Los glucosinolatos se
sintetizan y almacenan en las plantas como precursores
relativamente estables de los isotiocianatos. Los
glucosinolatos son solubles en agua debido a que la molécula
de glucosa imparte caracteristicas hidrofilicas a diferencia
de los isotiocianatos que presentan propiedades hidrofobicas
(8).

Los glucosinolatos se hidrolizan cuando el tejido del
vegetal se rompe a consecuencia de un daflo mecanico,
entonces la enzima tioglucosidasa (E.C. 3.2.3.1.) o mirosinasa
se pone en contacto con el sustrato y libera moléculas de
glucosa, de bisulfato y de la correspondiente aglucona;
posteriormente, esta ultima experimenta un acomodo
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intramolecular que genera isotiocianatos, nitrilos,
metilisotiocianatos, metilnitrilos y tiocianantos (todos de bajo
peso molecular), los cuales son responsables del aroma y olor
tipico de estos productos (9,10). Los glucosinolatos intactos tienen
actividad biologica limitada, pero aumentan su actividad cuando
son hidrolizados a isotiocianatos (5).

El brocoli es la principal fuente natural del isotiocianato
sulforafano (1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)-butano), su
precursor glucorafanina constituye mas del 80 % de los
glucosinolatos totales presentes en este vegetal (11). Las practicas
de cultivo, condiciones de almacenamiento y la preparacion del
alimento tienen un impacto potencial en el contenido de
glucosinolatos. Por ello, estos factores pueden cambiar la
proporcion de formacion del sulforafano en brocoli. También se
ha reportado que el pH durante la hidrdlisis tiene influencia en la
actividad de la mirosinasa y en la cantidad de sulforafano nitrilo
formado durante el rompimiento del tejido del brocoli (12). El
sulforafano se considera un potente inductor de la detoxificacion
de sustancias potencialmente carcinogénicas (13,14), debido a
que aumentan su solubilidad lo cual facilita su excrecion (15).
Este compuesto ha comprobado ser una poderosa estrategia en
contra del proceso de carcinogénesis, mutagénesis y otras formas
reactivas del oxigeno (16).

Actualmente los métodos cromatograficos son utilizados
para la cuantificacion de sulforafano, entre los cuales destacan
la cromatografia de gases (CG) y la cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC). La utilizacion de HPLC presenta
ventajas en cuanto a su sensibilidad, su facil adaptacion, su
capacidad para la separacion de especies no volatiles o
termolabiles (17,18). El sulforafano se ha cuantificado por
HPLC en germinados de semillas de brocoli (19), en extractos
de semillas de brocoli (20), en brocoli y repollo frescos (21),
los métodos publicados presentan variaciones importantes en
la conversion de glucorafanina a sulforafano, ademas utilizan
altos volumenes de solventes para la extraccion del analito.
En el presente trabajo se realizo la cuantificacion de sulforafano
por HPLC en brocoli y repollo frescos recolectados en el
comercio local. También se compard el contenido de
sulforafano en las diversas partes del brocoli, y en repollos
verdes y morados.

MATERIALES Y METODOS

Estandar y reactivos

El estandar de sulforafano y acetonitrilo grado HPLC
fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El
diclorometano (CH,Cl,) y metanol grado HPLC fueron de
EMD Chemicals Inc. (Darmstadt, Germany). El acetato de etilo
y las columnas de 3 ml Bakerbond SPE silica gel (SiOH) se
adquirieron en J.T, Baker S.A. (Xalostoc, México). El acido
clorhidrico fue de Productos Quimicos Monterrey (Monterrey,
Nuevo Leon México). El pH del agua acida se ajusto utilizando

una solucion de acido clorhidrico 0.1 N

Material vegetal

Se utilizaron muestras frescas de brocoli (Brassica
oleracea L. var. italica) y repollos verdes y morados (Brassica
oleracea L. var. capitata) procedentes del mercado de abasto
de Cd. Obreg6n, Sonora, México. Todas las muestras se
lavaron con agua corriente para eliminar las particulas de
tierra, se elimino el exceso de humedad y se procedid a su
preparacion. De las cabezas de brocoli se separaron las
inflorescencias, hojas y tallos, y de los repollos fueron
separadas hojas externas e internas. Todas las muestras se
trituraron y homogenizaron utilizando una batidora de
inmersion (Oster, modelo 2616, Sunbeam Mexicana) y
después se maceraron en un mortero, finalmente se realizo la
extraccion del sulforafano.

Determinacion de humedad

El contenido de humedad se determind por secado en
estufa de conveccion a 70 °C hasta peso constante (22). Todas
las determinaciones se realizaron por triplicado en las muestras
trituradas.

Preparacion de las muestras

Conversion de glucorafanina a sulforafano. Se pesaron
las muestras (1 g de brocoli 6 4 g de hojas de repollo) en
vasos de precipitados de 50 ml, se adicionaron 4 ml de agua
acida, y se incubaron a 45 + 2°C en baio de agua durante 2,5
horas. Al final de la incubacion debe asegurarse la eliminacion
del agua (se evaporo6 hasta aproximadamente el 70% del peso
inicial de la muestra-agua acida).

Extraccion de sulforafano con diclorometano. El
sulforafano fue extraido del residuo utilizando 20 ml de
diclorometano por sonificacion durante 1 minuto; después se
reposo | hora a 25 °C. El extracto se filtré en papel Whatman
No.41, realizando 2 lavados con 3 ml de diclorometano.

Purificacion en columna SPE. El extracto organico
obtenido en la etapa anterior se purificé en un cartucho de 3
ml SPE (SiOH) de acuerdo al método de Bertelli et al (23).
El cartucho se activo pasando 3 ml de diclorometano, luego
se paso todo el extracto organico. A continuacion se enjuagod
el cartucho con 3 ml de acetato de etilo para eliminar las
impurezas. Para eluir el sulforafano de pasaron 3 ml de
metanol. La solucion colectada se seco en estufa de vacio a
45 °C (se requirieron en aproximadamente 2 horas). El residuo
se disolvid con 2 ml de acetonitrilo por sonificacion durante
30 segundos, y el extracto se filtr6 a través de una membrana
de celulosa de 0,45 um. Finalmente, se inyectaron 20 ulen la
columna del HPLC.
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Equipo y condiciones cromatograficas

Se utiliz6 un sistema HPLC (GBC, Dandenog, Australia)
equipado con autoinyector LC1650, desgasificador de
solventes en linea LC1460, software para el analisis de los
datos WinChrom, bomba LC1150, termostato para columna
LC1150, detector de arreglo de diodos LC5100 y una columna
analitica (250 mm X4,6 mm d.i.) SS-Exil ODS C18 con un
tamafio de particula de 5 i m (SGE, Dandenong, Victoria,
Australia). Las condiciones HPLC fueron las siguientes: fase
movil acetonitrilo:agua en proporcion 30:70 (v/v). La
velocidad del flujo fue constante a 0.6 ml/min y la temperatura
de la columna fue de 36°C. La deteccion se realizé por
ultravioleta a 202 nm. Se utilizé un gradiente isocratico, el
tiempo total entre inyecciones fue de 20 min.

Anélisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + DS (desviacion
estandar). Para el analisis estadistico se utilizé el programa
SPSS version 11.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL).

RESULTADOS

Identificacion y cuantificacion de sulforafano

La identificacion del sulforafano se realizé comparando
los tiempos de retencion del pico del estandar de sulforafano
y con el de la muestra, asi como a su espectro UV obtenido de
un barrido de longitudes de onda (L) de 190 a 300 nm,
considerandose la A de 202 nm como la dptima para registrar
las areas de los picos. La curva de calibracion se genero a
partir de seis concentraciones diferentes del estandar de
sulforafano en el rango de 4 a 64 pg/ml. La ecuacion obtenida
al graficar la concentracion y el area de los picos (y =72443,2x
- 9072,6) presenta una adecuada relacion entre las variables
de la curva expresada como coeficiente de determinacion (12
= 1). Durante el analisis de las muestras simultineamente se
analizo un estandar de sulforafano.

Contenido de humedad

En la Tabla 1 se presenta el contenido de humedad para
las muestras de bréocoli y repollo crudos. Estos vegetales
presentaron elevado contenido de agua, con un rango de 85,42
a 91,44 g/100 g. En general, las inflorescencias presentaron
los niveles mas bajos de humedad.

Contenido de sulforafano en bracoli

En la Tabla 2 se presenta el contenido de sulforafano en
las muestras de inflorescencias, tallos, hojas y cabeza entera
de brocoli, la cabeza entera fue una mezcla de las tres
fracciones anteriores. Los valores promedio varian de 499
(inflorescencias) a 214 ng/g bs (tallos). La cabeza entera
presentd un contenido promedio de 246,21 pg/g bs de
sulforafano. En general el contenido de sulforafano es muy

variable entre las fracciones de brocoli analizadas aun cuando
todas las muestras fueron compradas el mismo dia en un sitio
de venta seleccionado con la finalidad de asegurar, en lo
posible, condiciones semejantes de manipulacion y anaquel.
Solo una cabeza de brocoli presentd contenido bajo de
sulforafano en todas las fracciones con un rango entre 108,82
ng/g bs a 239,04 pg/g bs, lo cual se podria atribuir a que esta
muestra mostréo mayor madurez y ligeros signos de flacidez.

TABLA 1
Contenido de humedad de brocoli y repollo

Muestra Humedad (g /100 g)

Brocoli:

Inflorescencia 85,42 + 0,87

Tallo 91,44 £ 0,48

Hoja 88,35+ 0,44

Integral 90,10 £+ 1,00
Repollo:

Morado 91,37 £ 0,62

Verde 91,40 = 1,85

TABLA 2

Contenido de sulforafano (jg/g peso seco) en brocoli

Cabeza Inflorescencia Tallo Hoja Cabeza entera
1 448,35 250,58 313,91 195,30
2 513,69 202,33 495,86 267,28
3 218,93 154,43 239,04 108,82
4 634,02 234,62 430,71 297,68
5 683,27 231,82 437,50 359,02
Promedio 499,65 + 183 214,75 +£38 383,40 + 104 246,21 + 97

Contenido de sulforafano en repollo morado y verde
Para cuantificar sulforafano en estos vegetales se realizaron
ensayos preliminares para optimizar el tamafio de muestra,
ademas previamente al analisis las cabezas de repollo fueron
clasificadas por su tamafio (muestra 1, didametro menor y
muestra 5, diametro mayor). En la Tabla 3 se muestra el
contenido de sulforafano en repollo verde y morado. Se puede
observar que el repollo morado contiene en promedio
aproximadamente 13 veces mas sulforafano que el repollo
verde. Ademas, la concentracion varia entre las hojas internas
y externas, para ambos tipos de repollo. En la muestra de mayor
diametro del repollo verde no se detectd sulforafano, lo cual
podria estar relacionado con el grado de madurez del vegetal.
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TABLA 3
Contenido de sulforafano (jg/g peso seco) en repollo

Repollo morado Repollo verde
Cabeza Hojas Hojas Hojas Hojas
Internas  externas Internas externas

1 65,17 71,17 9,90 18,45

2 99,30 139,28 7,11 2,57

3 170,51 97,67 8,27 5,92

4 60,39 97,08 5,82 2,94

5 114,62 119,62  No detectado No detectado
Promedio 101,99 +44 10496+26 7,78+1,7 747+7)5

En la Figura 1 se presentan los cromatogramas obtenidos
de la solucion estandar de sulforafano, una muestra de
inflorescencias de brécoli y una de repollo. Ademas, es
importante mencionar que en el presente trabajo se realizaron
ensayos para cuantificar sulforafano en coliflor (Brassica
oleracea L. var. botrytis), sin embargo en las muestras
analizadas no se logro detectar el compuesto.

FIGURA 1
Cromatogramas HPLC de la solucion estandar
de sulforafano (A), inflorescencias de brocoli (B)
y repollo morado (C)

(A)

<)

DISCUSION

Los resultados de humedad obtenidos para todas las
fracciones analizadas (brocoli y repollo) son similares a los
reportados en la base de datos de la USDA (24). Por su alto
contenido de humedad el brocoli y repollo son alimentos
perecederos, caracteristica que favorece el desarrollo de
microorganismos, las reacciones de oxidacion (enzimaticas
y no enzimaticas) afectando la calidad nutricional y
organoléptica en periodos cortos (3).

El brocoli es la principal fuente natural de sulforafano, su
precursor glucorafanina constituye entre el 81-88 % de los
glucosinolatos totales de este vegetal (11). Se ha reportado
que entre las diferentes partes de la planta existen variaciones
en el contenido de glucosinolatos (precursores de los
isotiocianatos) dependiendo del tejido analizado (6,21), esto
se observo en las fracciones de brocoli analizadas. Chiang et
al (25) cuantificaron sulforafano por cromatografia de gases
en diferentes variedades de brocoli encontrando un rango de
1885 a 3703 ng/g base seca, estos resultados son de 4 a 7
veces mas altos que los obtenidos en el presente estudio, lo
cual puede atribuirse a variaciones intrinsecas de la muestra
(brocoli recolectado en el campo) y del método utilizado para
la determinacion. Respecto a la cuantificacion de sulforafano
en brocoli fresco por HPLC los resultados obtenidos en el
presente estudio son mayores (comparacion en peso fresco) a
los reportados por Bertelli et al (23) y Liang et al (21).
Asimismo, Nakawaga et al (19) reportaron resultados similares
a los obtenidos en el presente estudio en brocoli maduro
(inflorescencias, 691 i g/g base seca). En general, las
diferencias obtenidas en la concentracion de sulforafano en
este estudio respecto a los valores reportados por otros autores,
se pueden deber principalmente a factores como la variedad,
condiciones de cultivo, clima, practicas agronomicas,
condiciones de manejo y almacenamiento postcosecha los
cuales son determinantes en la concentracion de
glucosinolatos/isotiociantos en los vegetales (11,26,27).

Es importante mencionar que existen diferencias en el
perfil de glucosinolatos entre las plantas de la familia de las
cruciferas, incluso entre las que pertenecen a la misma
variedad. Oerlemans et al (28) reportaron en repollo morado
al precursor de sulforafano (glucorafanina) como el
glucosinolato predominante en este vegetal, a esto se pueden
atribuir las concentraciones mas altas encontradas en repollo
morado en este estudio. En el caso del repollo blanco Fuller
et al (29) encontré que la sinigrina (precursor del
alilisotiocianato) es el glucosinolato mas abundante y en el
menor nivel la glucorafanina (precursor del sulforafano).
Ademas Liang et al (21) estudiaron el contenido de sulforafano
en diferentes variedades de repollo encontrando valores de
0.7 a 5.3 1 g/g base humeda, estos valores son mayores que
los obtenidos en este estudio en repollo verde y menores a los
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valores de repollo morado. Las variaciones encontradas en el
contenido de sulforafano en repollo respecto a los reportados
en otras investigaciones pueden deberse a variabilidad en las
muestras, asi como del método experimental utilizado.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran que el
contenido de sulforafano en los vegetales de la familia de las
cruciferas, tales como el brocoli y repollo frescos, es variable
con relacion a la parte de la planta analizada, la madurez y las
caracteristicas intrinsecas del vegetal. Las inflorescencias son
la principal fuente de sulforafano en brocoli, mientras que el
repollo morado presento niveles significativos de sulforafano
considerando que este vegetal generalmente se consume sin
coccion. Por lo anterior, se recomienda el consumo de las
partes comestibles del brocoli y repollo morado en su forma
fresca, con la finalidad de aprovechar las propiedades
quimioprotectoras del fitoquimico sulforafano.
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SUMMARY. The concentration of polyphenolic compounds, such
as flavanols and anthocyanins, and the antioxidant activity in apples
(Malus domestica Borkh) seem to differ with cultivar, maturity stage,
environmental conditions and the part of the fruit. In this work, the
total phenolic, flavanol and anthocyanin content and antioxidant
activity were measured in the flesh, whole fruit and peel from apple
cultivars Fuji, Epagri COOP24 and Epagri F5P283 cultivated in
Southern Brazil. Total phenolic content assayed by Folin-Ciocalteu
method, flavanol by modified p-dimethylaminocinnamaldehyde
method, anthocyanin content by pH differential method and
antioxidant activity measured using ABTS assay. One-way analysis
of variance, Tukey’s test and correlation analysis were performed.
Within each cultivar, the total phenolic, flavanol and anthocyanin
contents and antioxidant activity were highest in the peels, followed
by the whole fruit and the flesh. In the peel, whole fruit and flesh the
Epagri F5P283 apple had the highest total phenolic contents and the
highest total antioxidant activity, while that Epagri COOP24 was
highest in flavanols and anthocyanins. Total phenolic content was
positively associated with total antioxidant activity in flesh, whole
fruit and peel. These results demonstrate that phenolic compounds
have a significant contribution to the total antioxidant activity which
varies considerably depending of the part of the fruit and of the apple
cultivar analyzed.

Key words: Antioxidant activity, phenolics, flavanols, anthocyanins,

apple.

INTRODUCTION

Apple (Malus domestica Borkh) consumption has been
associated with reduced risk of degenerative diseases, such as
cancer and cardiovascular diseases (1,2). This association is
often attributed to the polyphenolics antioxidants contained
in apples, which can protect the human body against oxidative
stress by scavenging oxygen free radicals (3). Apples also
contain ascorbic acid but explain less than 0.4% of the
antioxidant activity, indicating that other factors, such as
phenolics, are the main contributors (4). Many studies show
that the concentration of phenolic compounds, such as
flavanols and anthocyanins in apple differ with cultivar,
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RESUMEN. Actividad y contenido de polifenoles antioxidantes
en fruta entera, pulpa y cascara de tres cultivares de manzana.
La concentracién de compuestos polifenoles, como flavanoles y
antocianinas, y la actividad antioxidante en manzanas (Malus
domestica Borkh) parecen diferir con la cultivar, etapa de madurez,
condiciones ambientales y la parte de la fruta. En este trabajo, el
contenido de fenoles, flavanoles y antocianinas totales y la actividad
antioxidante fueron medidos en fruta entera, pulpa y cascara de las
cultivares de manzana Fuji, Epagri COOP24 y Epagri F5P283
cultivadas en el sur de Brasil. EI contenido de fenoles totales se
midié con el método Folin-Ciocalteu, flavanoles con el método
modificado p-dimetilaminocinamaldehido, antocianinas con el
método de diferencia de pH y actividad antioxidante fue medida
aplicando el método ABTS. Se realizé analisis de varianza de un
factor, prueba de Tukey y analisis de correlacion. Dentro de cada
cultivar, el contenido de fenoles, flavanoles y antocianinas totales y
la actividad antioxidante fueron mas alto en las cascaras, seguidas
por la fruta entera y pulpa. En la cascara, en la fruta entera y pulpa,
manzana Epagri F5P283 present6 el contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante total mas alto, mientras que la Epagri COOP24
presento valores mas alto de flavanoles y antocianinas. El contenido
de fenoles totales fue asociado positivamente a actividad antioxidante
total en la pulpa, fruta entera y cascara. Estos resultados demuestran
que los compuestos polifenoles tienen una contribucién significativa
alaactividad antioxidante total, los cuales varian considerablemente
de acuerdo al de la parte de la fruta y cultivar de manzana analizada.
Palabras clave: Actividad antioxidante, fenoles, flavanoles,
antocianinas, manzana.

maturity stage, environmental conditions and the part of the
fruit (4-6). According to many authors, the content of total
phenolic compounds and the antioxidant activity is
particularly high in the peel of apples than whole fruit and in
the flesh (4-6). These facts suggested that apple peels may
possess more bioactivity than the flesh. Interestingly is the
real proportion of peel of the apple fruit (based on its weight)
to the whole apple quantity, especially as this part of fruit is
frequently discarded as a waste product during apple
manufacturing or before eating (7).

Several characterization studies of different parts of apple
in cultivars grown in the United States (5), Italy (6), Poland
(7) and New Zealand (8) have been carried out on the basis
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of their phenolic profiles. However, little attention has been
given at apple cultivars grown in the Brazil, which constitutes
the third largest producer of the South America, participating
with about 1.5% of the worldwide production. Therefore, the
objective of this study was to compare the total phenolic
content, flavanol content, anthocyanin content and antioxidant
activity in the whole fruit, flesh and peel from three apple
cultivars grown in the Brazil, of which one is commercially
important worldwide and two are new selections harvested by
Experimental Station of the Agriculture and Animal Husbandry
Research Company of the Santa Catarina (known by its
Portuguese acronym of EPAGRI). Correlations between the
antioxidant activity and total phenolic content were also
examined.

MATERIALSAND METHODS

Chemicals

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, (+)-catechin, 2,2’-Azino-
bis(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) diammonim salt
(ABTS), p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) and
Trolox® were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Gallic acid, potassium peroxydisulfate, potassium
chloride and sodium acetate trihydrate were obtained from
Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). All other chemicals were of
analytical grade.

Sample preparation and extraction procedure

Fifteen fruits of Fuji and two new selections (Epagri
COOP24 and Epagri F5P283) were purchased from orchards
of Experimental Station of the EPAGRI (Séo Joaquim, Santa
Catarina State, Brazil). All fruits were harvested under standard
ripening conditions. Immediately after harvest the fruits were
washed with deionized water, towel dried and frozen at -20°C
until preparation of the samples. They were peeled, when
necessary, with a legume knife. The flesh, whole fruit (flesh +
peel), or peels were obtained from five randomly selected
apples in each trial to minimize variation. The flesh was the
edible portion of the apple without the peel. The whole fruit
was the edible portion of the fruit with the amount of flesh
and peel maintained in the same proportions as in the whole
apple. The peels were the parts of the apple removed by the
legume knife, as a thin layer of apple flesh remained adhered
to the peel, the peel can be considered as the epidermic zone
of the apples.

Five grams (5 g) of apple-frozen peel, apple flesh or whole
apple were extracted at room temperature using a Unique
1400A ultrasonic bath (Unique, Sdo Paulo, Brazil). The
extraction was performed with 100 mL 80% acetone solution
for 15 min. The samples were centrifuged at 1000 x g for 10
min at 5°C and immediately assays were performed in the
supernatant recovered. All extracts were made in triplicate.

Total phenolic content

The total phenolic contents of the apple samples were
measured using a modified colorimetric Folin-Ciocalteu
method (9). A volume of 2.5 mL of deionized water and 0.100
mL of a known dilution of the extract were added to a
volumetric balloon of 10 mL. Folin-Ciocalteu reagent (0.5
mL) was added to the solution and allowed to react for 5 min.
Then, 1.5 mL of 20% sodium carbonate solution was aliquoted
into the volumetric balloons, and the mixture was completed
at 10 mL with deionized water. The color developed for 120
min, and the absorbance was read at 760 nm using a Hewlett-
Packard spectrophotometer model HP 8452 A (Cheadle Heath,
Stockport Cheshire, UK). The measurement was compared
to a standard curve of prepared gallic acid solutions (50; 100;
150; 250; 500mg/L) and expressed as milligrams of gallic
acid equivalents per 100 g = Standard Deviation (SD) fresh
apple component for the triplicate extracts.

Total flavanol content

The total flavanol content of the apple samples was
estimated using a modified p-dimethylaminocinnamaldehyde
(DMACA) method (10) with a standard curve prepared with
catechin solutions (2; 4; 8; 10; 12mg/L). Apple extracts (1
mL) was introduced into test tube and added 5 mL DMACA
solution (0.1% in 1 N HCI in MeOH). The mixture was
vortexed and allowed to react at room temperature for 10 min.
Following this, the absorbance at 640 nm was read using a
Hewlett-Packard spectrophotometer model HP 8452A
(Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK). The results were
expressed as milligrams of catechin equivalents per 100 g =
SD fresh apple component for the triplicate extracts.

Total anthocyanin content

Monomeric anthocyanin content of the apple peels was
measured using a spectophotometric pH differential protocol
(11). The anthocyanin content of the flesh and whole apple were
not analyzed, as apple flesh of these cultivars does not contain
anthocyanins. The apple peel extracts were mixed thoroughly
with 0.025 M potassium chloride pH 1 buffer in 1:10 ratio of
extract to buffer. The absorbance of the mixture was then
measured at 510 and 700 nm using a Hewlett-Packard
spectrophotometer model HP 8452 A (Cheadle Heath, Stockport
Cheshire, UK). The apple peel extracts were then combined
similarly with sodium acetate buffer pH 4.5, and the absorbance
of these solutions was measured at the same wavelengths. The
anthocyanin content was calculated as follows:

Total monomeric anthocyanins (mg/100 g of fresh peel) =
A XMW x 1000/(e x C)

where A is absorbance = (A, - A700)PH o~ (A - A700)]DH s
MW is molecular weight for cyanidin 3-glucoside = 449.2; ¢
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is the molar absorptivity of cyanidin 3-glucoside = 26900;
and C is the concentration of the buffer in milligrams per
milliliter. Anthocyanin content was expressed as milligrams
of cyanidin 3-glucoside equivalents per 100 g of fresh apple
peel for the triplicate extracts.

Total antioxidant activity

The total antioxidant activity of the apple components was
evaluated according with the decolorization of the ABTS
radical cation (ABTS™) as percentage inhibition (12). ABTS
was dissolved in water to a 7 mM concentration. ABTS radical
cation (ABTS™) was produced by reacting ABTS stock solution
with 2.45 mM potassium persulfate and allowing the mixture
(1:1) to stand in the dark at room temperature for 16 h before
use. The ABTS*working solution was prepared by dissolving
ABTS"radicalized solution in ethanol (1:50) to an absorbance
0f 0.700 + 0.20 at 734 nm. After addition of 1.0 mL of diluted
ABTSsolution (A_,, = 0.700+0.020) to 0.01 mL of sample
the absorbance reading was taken after of 7 min of reaction
using a Hewlett-Packard spectrophotometer model HP 8452A
(Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK). A standard curve
of Trolox (0, 75, 150, 300, 450, 750, 1050uM) was prepared
and the percentage inhibition of decolorization calculated as:
(1 - Absorbance after 7 min of reaction/Absorbance initial
without sample) x 100. The antioxidant activity of samples
were expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity

(TEAC) calculated and expressed using micromoles of Trolox
equivalents per 100 g of fresh apple.

Statistical analysis

All data were reported as mean + standard deviation of
three replicates. The results were compared by one-way
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test were carried
out to test any significant differences among the means using
STATISTICA 7.0 software (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Differences among means at 5% level (P < 0.05) were
considered statistically significant. Correlations between the
antioxidant activity and total phenolic content were examined
using Pearson correlation.

RESULTS

The Table 1 shows that the total phenolic contents were
higher in the peels within all three apple cultivars, followed
by whole fruit and flesh values. The Epagri F5P283 apple had
the highest total phenolic contents in all the parts of the fruit.

The total flavanol contents of the peels were also higher
than the whole fruit and flesh values for each cultivar and
whole fruits contents were significantly higher than that of
the flesh except for Epagri F5P283 apple (Table 2). The Epagri
COOP24 apple had the highest total flavanol contents in all
the parts of the fruit.

TABLE 1
Total phenolic content (mg gallic acid equivalents/100g) of the flesh, whole fruit and peel
of three apple cultivars

Cultivar Flesh

Whole fruit

Peel

140.91£1.98<¢
172.81+1.86%8
215.20+1.59«4

Fuji
Epagri COOP24
Epagri F5P283

167.114£4.79> €
180.39+1.79" B
233.5740.95 4

577.99+8.99= 8
569.57+3.12 8
640.85+7.41=4

Values represent mean + SD, n = 3.

=< Different superscript small letters within a row denote significant differences (p<0.05) in each apple cultivar.
A-C Different superscript capital letters within a column denote significant differences (p<0.05) between cultivars.

TABLE 2
Total flavanol content (mg catechin equivalents/100g) of the flesh, whole fruit and peel
of three apple cultivars

Cultivar Flesh

Whole fruit

Peel

18.71+£0.10=8
19.134£0.01=4
18.84+0.15 B

Fuji
Epagri COOP24
Epagri F5P283

24.59+0.15% B
27.3941.28%4
24.89+0.24> B

62.75+1.18*8
81.93+4.40* 4
69.54+6.07* 8

Values represent mean + SD, n = 3.

== Different superscript small letters within a row denote significant differences (p<0.05) in each apple cultivar.
A-C Different superscript capital letters within a column denote significant differences (p<0.05) between cultivars.
The anthocyanin contents in all apple peels were significantly different (Figure 1). The
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anthocyanin content of flesh and whole fruit were no analyzed,
as apple flesh does not contain anthocyanins.

Table 3 describes the total antioxidant activity of three
cultivars. In all cultivars, the apple peels had the highest
antioxidant activity followed by the whole fruit and the flesh.
The Epagri F5P283 apple had the highest total antioxidant
activity in flesh, whole fruit and peel.

Total phenolic content was positively associated with total
antioxidant activity in flesh (r = 0.9704, P = 0.0001), whole
fruit (r=0.9685, P=0.0003) and peel (r=0.8417, P =0.036),
suggesting that phenols have a significant contribution to the
total antioxidant capacity of all parts of the apples.

FIGURE 1
Anthocyanin content of apple peels. Values represent mean
+ SD. Different letters denote significant differences

(p<0.05)
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TABLE 3
Total antioxidant activity (umol of Trolox equivalents/100g) of the flesh, whole fruit
and peel of three apple cultivars

Cultivar Flesh

Whole fruit Peel

537.3846.86" €
654.62+33.87< "8
972.92+31.10%4

Fuji
Epagri COOP24
Epagri F5P283

750.454+27.69" &
788.87+36.93" B
1071.54437.96>4

2062.86+3.22%4
2085.94+2.99% 4
2099.13+28.22* 4

Values represent mean = SD, n = 3.

=< Different superscript small letters within a row denote significant differences (p<0.05) in each apple cultivar.
ACDifferent superscript capital letters within a column denote significant differences (p<0.05) between cultivars.

DISCUSSION

The total phenolic content, flavanol content, anthocyanin
content and antioxidant activity vary considerably depending
of the part of the fruit and of the apple cultivar analyzed.
Comparison of the values obtained in this study with those of
other studies suggests similar results although differences in
the units reported and spectophotometric standards employed
make a direct comparison difficult.

Apple peels possess higher contents of phenolic compounds
compared to flesh and whole fruit. A similar trend in the total
phenolic content of apple parts was found among studied
cultivars in different countries (4-8). The nature and distribution
of these phenolics between the flesh and the peel of the apple
is also different. Among others, the flesh contains catechins,
procyanidins, phloridzin, phloretin glycosides, caffeic acid and
chlorogenic acid, the peels possesses all of theses compounds
and has additional phenolics not found in the flesh, such as
anthocyanins and quercetin glycosides (13-15). Catechin,
epicatechin, procyanidins B1 and B2 are main flavanols present
in appreciable amounts in both the peels and the flesh (14,15).

The total flavanols contents of the peel, flesh and whole apple
under investigation were comparable to those previously
reported (16,17).

The measured anthocyanin content of the apple peels was
related to their appearance. The red color of apple peels is
due to the presence of cyanidin 3-galactoside the major
anthocyanin present in red or partially red genotypes apples
(14,15). The news selection studied Epagri COOP24 and
Epagri F5P283 apples were deep red in color and had the
most anthocyanins whereas the Fuji apple a bicolored cultivar
(bright red with green patches) had significantly less
anthocyanins. Similar results were found by other researchers
(5,15).

The results of this study were consistent with a number of
previous studies which state that apples possessed strong
antioxidant capacity and that the value varied between apples
cultivars (4,15,18). The Epagri COOP24 and Epagri F5P283
apples, which are resistant cultivars to apple scab compared
with the Fuji apple, contain higher content of phenolic
compounds and antioxidant activity, despite some results of
these two cultivars have similar levels compared to Fuji apple.
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Petkovsek et al (18) observed also that some scab resistant
apples cultivars, which have a higher natural resistance, possess
higher content of total phenolic compounds in comparison
with scab susceptible cultivars. The reason why resistant apple
cultivars exhibit higher phenolic content and higher antioxidant
activity is probably beside genotype also because the trees
are exposed to different stress factors in orchard, such as
diseases, pests, lack of mineral nutrients, which induce
accumulation of phenolic compounds (18,19).

In addition, whole apple tended contain significantly
greater total antioxidant activity and total phenolic compared
with flesh, suggesting that peel removal may induce a more
significant nutrient losses in some cultivars than others. Higher
concentration of phenolic compounds and antioxidant activity
in peel and whole fruit than flesh was also reported for other
apple cultivars (4-6,18,20).

There was a significant positive correlation between total
phenolic content and antioxidant activity and in flesh, whole
fruit and peel; however, a little weaker in the peel compared
to the flesh and whole apple. This is probably because of
polyphenolic compounds found in the peel and not in the flesh,
as well as the variation in relative proportions measured (15).
Moreover, the proportions of compounds within of these parts
of the fruit and differences between these might subsequently
result in complex changes in activity antioxidant or others
bioactivities (15).

The higher total phenolic content in apple fruits resulted
in higher total antioxidant activity (4,6,15,18). In contrast,
Wolfe et al (5) did not found any correlation between the high
antioxidant capacity and level of phenol constituents in apple.
Different methods of extraction and analysis, as well as
different apple cultivars may contribute to variance in the
reported levels of phenolic compounds and antioxidant activity
and, as a result, there can be no correlation between these test
observed.

In conclusion, the peel and whole apple possess from 1.1
to 4.1 times greater total phenolic content, from 1.2 to 4.9
times greater total flavanol content and from 1.1 to 3.9 times
greater total antioxidant activity compared with flesh. Apple
peels are often discarded in the production of processed apples
products, but clearly they possess high levels of antioxidant
and bioactive compounds, which can be used for various
purposes in the food, pharmaceutical and cosmetic industry
(21). From the nutritional point of view, the results of this
study suggest that regular consumption of apple with peel must
be recommended to maximize the dietary intake of antioxidant
compounds that may have health benefits for consumers such
as reduced risk of cardiovascular diseases and cancer.
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