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Efeitos terapéuticos dos fitosterdis e fitostandis na colesterolemia

Silvia L. C. Martins’, Heliénia F. Silva’, Maria Rita Carvalho Garbi Novaes®, Marina Kiyomi Ito’

Departamento de Nutri¢do. Faculdade de Ciéncias da Satide. Universidade de Brasilia!. Faculdade de Medicina. Fundagio
de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Satide. Brasilia-DF, Brasil?

RESUMO. Os ésteres de esterol e estandis vegetais sdo reconhecidos
como componentes “funcionais” dos alimentos por apresentarem
propriedades hipocolesterolémicas. Os fitosterdis sdo compostos
esteréis osbtidos de 6leos vegetais. Neste estudo foi realizado uma
analise criticarevisdo de estudos experimentais e clinicos recentes,
publicados em base de dados Medline e Lilacs, abordando a agdo
farmacoldgica dos fitoesterdis e fitoestandis na colesterolemia. Os
efeitos hipocolesterolemiantes s@o observados pela ingestédo de doses
macigas, em dose tinica ou miltipla, de até 2,5 g/dia destes compostos.
O consumo disrio por durante quatro semanas tem evidenciado a
redugdo dos niveis sanguineos de colesterol total (CT) e LDL-
colesterol (LDL-c) em cerca de 10%. O mecanismo de agdo na
diminui¢do da colesterolemia se deve, possivelmente, a sua
semelhanga estrutural com o colesterol, o que favorece uma
competigio na absorgo intestinal, entre ésteres de esterol e/ou estanol
e o colesterol. Efeitos adversos da suplementagéo de fitosterdis e
fitostanéis ocasionaram a diminui¢do da absorgdo de algumas vita-
minas e antioxidantes lipossoliveis.

Palavras-chaves: Fitosterdis, fitostandis, colesterolemia.

INTRODUCAO

Os efeitos dos fitosteréis na redugdo da colesterolemia tem
sido amplamente estudados desde a década de 50 e,
atualmente, s3o reconhecidos como componentes “funcionais”
por apresentarem propriedades hipocolesterolémicas (1,2).

Os ester6is sio componentes essenciais 3 membranas das
células, e podem ser produzidos por animais e plantas. Os
fitosterdis s@ao compostos esterdis oriundos dos Sleos vegetais
e apresentam grande similaridade estrutural com o colesterol
(1). S3o compostos com 28 ou 29 carbonos, diferindo do
colesterol (27 carbonos) pela presenga de um radical metila
ouetila adicional na cadeia carbdnica (3). Os fitosterdis mais
estudados: [B-sitosterol e campesterol apresentam uma
insaturacdio em sua estrutura, similar ao colesterol. Quando
essa dupla ligagdo nio estd presente ou & desfeita
artificialmente, temos os andlogos B-sitostanol € campestanol
(Figura 1) (3). Os estandis sdo os esterdis saturados e podem
ser extraidos dos alimentos ou produzidos artificialmente por
meio de hidrogenag@o, sendo menos abundantes nos alimentos
in natura do que os esteréis (1).

SUMMARY. Therapeutic effects of phytosterols and phytostanols
in cholesterolemia. Plant sterol and stanol esters are called
“functional” compounds due to their hypocholesterolemic properties.
The objective of this review is to update recent findings concerning
the effect of phytosterols in the blood cholesterol, emphasizing the
results from experimental and human studies. The
hypocholesterolemic effect is observed with the intake of 2.5g/day
of phytosterols or phytostanols. Daily intake, usually of stanols, for
4 weeks has shown to to be effective in lowering blood total- as well
as LDL-cholesterol by about 10%. The mechanism of action in
lowering blood cholesterol comes from their structural similarity to
cholesterol, hence they act by competing with cholesterol at the
luminal absorption site. The adverse effects of a high intake of
phytosterols and phytostanols are the lower absorption of some
liposoluble vitamins and antioxidants.

Key words: Pphytosterols, phytostanols, blood cholesterol.

Embora na literatura sejam relatados outros efeitos dos
fitoster6is, como sua a¢io estrogénica no sistema reprodutivo
e inibi¢cdo do crescimento de certos tipos de cancer (4), o
objetivo desta revisao € analisar os estudos mais recentes sobre
os efeitos dose fitosterdis e fitostandis especificamente sobre
a colesterolemia.

METODOLOGIA

Foram selecionados artigos experimentais e clinicos,
randomizados, duplo-cegos e pallacebo-controlados, publi-
cados nos ultimos dez anos, em bases de dados Medline e
Lilacs, cujos objetivos eram avaliar o efeito de fitosteréis e
fitostanéis na redug@o de hipercolesterolemia leve ou mode-
rada. '

Fontes alimentares

Existe uma grande variedade de fitosterdis presentes nos
alimentos, sendo identificadas mais de 40 substincias (1). Os
mais abundantes nos produtos in natura sio o f-sitosterol, o
campesterol e o estigmasterol, que podem ocorrer tanto na
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forma cristalina quanto esterificada a acidos graxos livres,
acidos fendlicos ou aducares (5). Estes fitosterdis sao os que
mais se assemelham ao colesterol, pois sao do tipo 4-
desmetilesterdis, ou seja, nao contém grupo metila no carbono
4 (1). Dentre os alimentos ricos em fitosterois e fitostandis,
destacam-se a soja, os frutos oleaginosos e os 6leos vegetais
em geral, principalmente de cafidla, arroz e girassol (6). A
dieta ocidental prove cerca de 100-300 mg de fitosterdis por
dia, sendo seu consumo no norte europeu estimado em 200-
300 mg/dia, enquanto japoneses e vegetarianos consomem em
torno de 300-450 mg/dia (7-9). Com relagao aos fitostanois, a
dieta ocidental fornece entre 20 e 50 mg por dia (7).

Desde 1980, reconhece-se que os fitoesterdis poderiam ser
adicionados aos alimentos. No entanto, a adig4o de fitostérois
e fitostanois cristalinos a alimentos industrializados nao é a
melhor opgao, pois as alteragoes organolépticas inerentes ao
uso destas substancias isoladas limitam seu uso. Estes
compostos cristalinos, além de deixarem um sabor “rangoso”,
sa0 também pouco soliveis quando adicionados aos alimentos,
ao contrario dos esterificados (fitosterol-ester). Por isso, 0s
estudos mais recentes tém avaliado a aplicagéo de fitosterois e
fitostanois esterificados a &cidos graxos. Alguns trabalhos
utilizam o6leo de girassol como veiculo, por promover boa
solubilidade junto a fase oleosa de margarinas e cremes
vegetais (5,10), mas alguns autores também relatam o uso de
emulsées lipidicas mistas, contendo 6leos de milho, soja e
cafidéla, ou algum destes isoladamente (11,12). Como
conseqliencia, a industria alimenticia tém investido na adigao
de fitosterdis e fitostandis em margarinas, cream-cheeses,
cremes vegetdis e molhos para salada, incorporando-os em
maior quantidade na dieta humana (1).

Dessa forma, os estudos descritos a seguir avaliam os efeitos
de fitosterodis e fitostandis adicionados industrialmente a
margarinas e cremes vegetais.

Efeitos sobre a colesterolemia

O relatdrio de estratégias para redugdo de colesterol
sanguineo do Programa Nacional Americano de Educagéo
em Colesterol (NCEP - National Cholesterol Education
Program) estima que para cada 1% de redugao na concentragao
de colesterol sanguineo, o risco de doengas cardiovasculares
diminuiria em 2% (13). Segundo essas diretrizes, a terapia
dietética é primeiro passo para a diminuigdo do colesterol
sanguineo, que pode favorecem urnadiminuigdo de 10a 13%
do LDL-colesterol (LDL-c) de forma lenta. Logo, um
suplemento a dieta que seja seguro e bem tolerado pode ser
Gtil no manejo nao farmacolégico da hipercolesterolemia
visando redugao mais rapida do LDL-c (13,14).

A margarina contendo ésteres de fitostanol foi langada na
Finlandia em 1995. Naquele mesmo ano, resultados de um
ensaio clinico realizado naquele pais mostraram que a
margarina com ésteres de estanol vegetal pode efetuar urna

redugéo significativa no colesterol total e no LDL-c de 10 ae
14%, respectivamente, em pacientes com hipercolesterolemia
leve (15).

Arevisao de estudos (1), avahando aeficacia de margarinas
com adigao de fitosterdis e fitostandis, identificou urna
diminuigdo média de 14% no LDL-c com urna dose diaria
igual ou maior que 2 g/dia, para individuos com idade entre
50 e 59 anos. Em pessoas com idade entre 40 e 49 anos, a
diminuigdo do LDL-c foi de 9%. Dados observacionais de
ensaios randomizados mostraram que, em pessoas de 50 a 59
anos, adiminuigdo do LDL-c em 0,5 mmol/L diminuiu o risco
cardiovascular em 25% depois de dois anos de suplementagao.
Em pessoas maisjovens, a diminuigdo do colesterol foi menor,
mas houve a associagao entre niveis de colesterol e doengas
cardiovasculares mais forte. Dos estudos descritos, um néo
apresentou redugao significativa de colesterol, apesar do
consumo diério de 3g de fitostanol. Este ensaio (16) diferiu
dos outros trabalhos em dois aspectos metodoldgicos:
Primeiro, os individuos estudados ndo consumiram urna dieta
com composigédo fixa, o que prejudicou a comparagao dos
resultados. Segundo, o sitostanol utilizado foi administrado
em capsulas, ao invés de adicionado & gordura das refeigoes.
Isto pode ter dificultado a sua dispersao e solubilizagao no
lumen intestinal e, consequentemente, limitadorndo os
efeitosa eficacia dena redugéo do colesterol.

Recentemente, outrosmais ensaios clinicos, randomizados,
duplo-cegos e placebo-controlados, foram publicados,
possibilitando maior conhecimento quanto & agao
hipocolesterolemiante dos fitostandis. A Tabela 1 resume
alguns dos trabalhos que testaram a capacidade de esterdis e
estandis vegetais em reduzir a absorgdo do colesterol.

FIGURA 1
Estrutura quimica de fitosterdis e fitostanois. Os fitosterois
sdo compostos semelhantes ao colesterol, porém
apresentam um grupamento metila ou etila extra na cadeia
carbdnica linear. Os fitostanois sdo moléculas similares aos
fitosterdis, porém néo apresentam a insaturagao
do anel carbdnico
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TABELA 1
Efeitos da suplementagio fitosteréis e/ou fitostan6is na redugdo do LDL-colesterol- Estudos clinicos
Autores Estudo n Idade média  Tempo Composto  Dose Redugdo
(g/dia) LDL
Jones PJH Randomizado 32 25260 anos 50 dias Estanol +1,5 23a31%
etal., (12) duplo-cego (22 mg/kg/dia)
Hallikainen Randomizado 42 30a65anos 12 semanas Esterol e 2,02 esterol Estanol= 12,7%
MAetal, (17) duplo-cego estanol (com 0,10 estanol) Esterol= 10,4 %
2,06 esterol
(com 0,09 estanol)
e placebo
( com 0,09 g total
estanol)
Lottenberg Randomizado 60 > 30 anos 8 semanas  Esterol 3 10a12%
AMPetal, (19) duplo-cego cruzado
PlatJ. 21) Randomizado 43 16 a65 anos 12 semanas Estanol 2,5 (dose tinica 9a10%
duplo-cego cruzado eu ou fracionada
em 3 vezes)
Nestel P, 2000 Randomizado 37 60 anos 12 semanas Esterol e 2,4 esterol e 13,6 %
imples-cego (de34 a estanol 2,4 estanol
70 anos)
Maki CK, (14) Randomizado 40 21a75anos 5semanas Esterol 2 doses diferentes: High =10,2%
duplo-cego High Sterol (2,2) Low=7,1%
Low Sterol (1,1)
Neil HAW, Randomizado 63 18 a69 anos 4 meses Esterol 2,5 15%
Meijer GW, duplo-cego
Roe LS, (10) cruzado
Gylling H & Randomizado 30 66 anos 1 ano Estanol + 2 27%
Miettinen TA, duplo-cego Sinvastatina
an
Judd JT., (18) Randomizado 53 25a65anos 8semanas Esterol 2,2 10%
duplo-cego

Obs : Em nenhum dos trabalhos encontrou-se diferenga estatisticamente significativa-entre os géneros masculino e feminino.

Hallikainen et al. (17) avaliaram a ingestdo de margarina
com ésteres de fitostandis ou fitosterdis., em pacientes
hipercolesterolémicos. Os pacientes consumiram durante 4
semanas fitostanois ou fitosteréis, na dose de 2,01 a 2,04 g/
dia. Houve reducao significativa (p < 0,001) do colesterol
total (CT) em 9,2 ¢ 7,3 % ¢ de LDL-c em 12,7 ¢ 10,4%,
respectivamente, para estandis e esterdis. Nao houve diferenga
na eficiéncia de reduc@o entre estandis e esterdis.

Resultados semelhantes foram obtidos por Judd et al.
(18) que utilizaram em molhos para salada 3,6 gramas de
fitosterdis e obtiveram diminuigio no (CT) de 7% e no LDL-

c de 10%, enquanto o HDL permaneceu inalterado. A
diminui¢do de CT e LDL-c com manutengio dos niveis de
HDL tém intensa ligagdo com a diminui¢do de risco
cardiovascular. Segundo Lottenberg et al. (19), a utilizagdo
de 3g/dia de fitoster6is na dieta deforma de margarina por 60
adultos brasileiros, portadores de hipercolesterolemia
moderada, promoveu reducéo de 10% do CT e de 12% do
LDL-c em um més de intervengio. Resultados similares foram
obtidos por Neil et al (10), com 32 pacientes a uma dose de
2,5g/dia de fitosteréis, durante quatro meses.

O efeito dose depende foi testado em esteres de estanol



260

(20), tendo sido observada redugio significativa do LDL-c a
partir do consumo de 1,6 g/ dia de estanol. O aumento da dose
didria de 2,4 para 3,2 g nido resultou em efeito adicional
clinicamente importante, indicando a existéncia de saturagdo
do efeito do estanol sobre o colesterol sanguineo a partir de
2,4 g/ dia.

A influéncia da forma de administragdo € posologia sobre
os efeitos terapéuticos destes compostos, também foram
avaliados estudados. No estudo de Plat et al. (21), individuos
normocolesterolémicos ou levemente hipercolesterolémicos
consumiram, em ordem aleatdria: placebo, 2,5 g de fitosterol
no almogo ou 2,5 g de fitosterol divididos em trés doses,
administradas junto as trés principais refei¢des (0,42g no
desjejum; 0,84g no almogo e 1,25g no jantar). Cada periodo
de administragfo das doses durou 4 semanas. Observou-se uma
diminui¢do similar de LDL-c (9,4%) tanto na populagédo que
ingeriu 3 porg¢des de fitosterol fitostanol por dia quanto na que
ingeriu apenas 1 porg¢do. Este estudo mostra que nio €
necessario ingerir o fitostanol junto com colesterol dos
alimentos. Os autores especulam quanto a existéncia de outras
acoes do fitosterol, além da solubilidade micelar do colesterol,
no lumen intestinal ou na interagio com os enterdcitos.

Um fator que otimizou a a¢io dos fitostan6is foi sua ligagdo
com a lecitina de soja. Ostlund et al. (22) demonstraram que,
para promover redug@o do colesterol sérico, a administragio
de cépsulas de lecitina de soja enriquecidas com 700, 300 ou
100 mg/dia de sitostanol foi mais eficiente do que o sitostanol
isolado (1000 mg/dia), promovendo reducao de 36,7%, 34,4%,
5,6% e 11,3%, respectivamente. Este estudo sugere que a
lecitina de soja pode promover maior solubilizagdo do
fitostanol na fase micelar da digestdo, indicando um efeito
sinérgico, potencializando a a¢@o hipocolesterolémica.

Os fitosterdis também podem colaborar com a agdo das
estatinas, drogas inibidoras da hidroximetilglutaril-coenzima
A (HMG-CoA) redutase, acelerando a redugdo no colesterol
sérico e do LDL-c (10,11).

Relativamente poucos estudos foram publicados quanto
ao efeito dos fitosterdis naturalmente presentes nos alimentos.
Considerando que, além dos triacilglicerdis, os fitosteréis
constituem o principal componente de 6leos vegetais
refinados, Ostlund et al. (23) utilizando técnica inédita de
remogao do fitosterol contido no éleo, avaliou o efeito do 6leo
de milho com e sem fitosteréis na absor¢do de colesterol
hexadeuterado ([26,26,26,27,27,27-2H6], colesterol) em
humanos. A adicdo de 150 mg/ refeigdo teste de fitosterol
diminuiu em 12,1% a absorgdo de colesterol. Estes resultados
indicam a existéncia do efeito hipocolesterolemiante dos
fitosterois presentes nos 6leos de milhos comerciais, atribuido
anteriormente somente aos dcidos graxos destes éleos.

Uma maior produg@o hepitica de colesterol pode ocorrer
quando ha maior consumo de fitosterdis e fitostandis, como
uma adaptagio do organismo na sentido de recuperar os niveis
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séricos anteriores. No entanto, tal resposta depende da
predisposi¢do genética, uma vez que existe uma variabilidade
grande entre os individuos no que se refere a absor¢io do
colesterol. Vanhanen et al. (24) mostraram que a maior
redugio do LDL-c, quando suplementados com sitostanol-
eéster, ocorreu no grupo homozigoto para apoproteina (apo)
E-4, ao contririo do grupo apo E-3, pois € em individuos
portadores do alelo E-4 que hd maior absor¢io de colesterol.
Isso sugere que, mesmo havendo um feedback hepatico, a
reducio do LDL-c se sobressai.

Recentemente, Tammi et al. (25) avaliaram, durante sete
meses, o efeito da suplementago randomizada de fitosterdis
na dieta de desmame de criangas sauddveis em relagio ao
controle da colesterolemia. As criangas eram participantes do
projeto finlandés: Special Turku Coronary Risk Factor
Intervention Project for Children (STRIP). Os autores
compararam o desmame tradicional, que incluia leite de vaca
integral, com o desmame experimental, cujo leite de vaca era
desnatado e adicionado de dleo vegetal para manter o mesmo
teor lipidico. A oferta média de fitosteréis era duas vezes maior
na dieta experimental do que na dieta controle (132 e 65 mg/
dia, respectivamente). Os resultados demonstraram que o
grupo controle, exposto a um maior consumo de gordura
saturada, apresentau valares séricos maiores de substancias
precursoras do colesterol (A-8-colestenol, desmosterol e
latosterol) do que o grupo exposto aos fitosteréis e 6leo
vegetal, cujos valores permaneceram inalterados. Isto sugere
que a exposigdo destes individuos & maior ingestdo de
fitosterdis ndo induziu a um aumento na produgio hepatica
de colesterol, como postulado anteriormente. Portanto, essa
possivel compensacdo enddégena, secundéria a privagio de
colesterol exégeno, precisa ser elucidada a luz de mais estudos
controlados, esclarecendo os fatores determinantes desse
processo.

Mecanismos de ac¢do dos fitosterdis

Apesar das semelhangas estruturais em relagdo ao
colesterol, os fitoesterdis e estanéis sdo diferentes quanto a
sua utilizagdo pelo organismo. Heinemann et al. (26)
observouaramou uma redug¢io de 50% na absor¢do do
colesterol com o uso de fitosterol, assim como de 85% com
fitostanol. Além disso, Becker et al. (27) verificaram que houve
aumento na excregdo fecal de colesterol apés a utilizagio
destas substincias, onde 1,5 g/dia de sitostanol aumentou a
excreg@o fecal de esteréis totais em 88%, enquanto que
sitosterol, a 6g/dia, aumentou em 45%.

A diferenca nas taxas de absor¢do entre esterdis e estandis
varia de acordo com o tamanho da cadeia carbSnica € com o
grau de saturacao. Com relagdo ao tamanho da cadeia, as
maiores estruturas apresentam menor absor¢io, devido & maior
hidrofobicidade destes compostos.

Comparando estas diferengas, verifica-se que, enquanto
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a absor¢do de colesterol (C-27) varia entre 20 ¢ 80% do
ingerido; os fitoster6is campesterol (C-28) e sitosterol (C-29)
sdo absorvidos em torno de 15% e 1,5-5%, respectivamente
(1,3). Com relagdo ao grau de saturag@o, a absor¢ao € menor
em compostos saturados. Os fitostanéis, portanto, sdao os
compostos que apresentam as menores taxas de absor¢io, pois
além de serem saturados, assumem estruturas com 28 ou 29
carbonos. O sitostanol € absorvido na ordem de 0 a 3%, € o
campestanol apresenta niveis igualmente baixos de absor¢do
(28-31).

Os fitosterdis s3o potencialmente tdo aterogénicos quanto
o colesterol, mas a aterogénese dificilmente ocorre devido &
menor absor¢do dos fitosterdis, mantendo os niveis séricos
entre 0,3 ¢ 1,7 mg/dL (32). A aterogénese secunddria a
absor¢io macica destes compostos s6 ocorre na presenca de
fitosterolemia, uma desordem autossGomica recessiva rara
cujos valores séricos de fitoster6is excedem os niveis de
normalidade. O acdimulo sangiiineo de fitosterdis,
principalmente $-sitosterol, campesterol, estigmasterol e
avenosterol, favorece o aparecimento de aterosclerose
coronariana e adrtica, assim como de xantomas, artrite,
hemélise e infarto (25,33).

O defeito nas proteinas transportadoras ABCGS e ABCGS
foi recentemente identificado como a causa desta hiper-
absorg#o de fitosterdis (34). O estudo destas proteinas tem
permitido avangos importantes na compreensdo dos
mecanismos de transporte intestinal dos esteréis. A absor¢éo
do colesterol, fitosteréis e fitostanGis pelos enterocitos é um
processo rapido (35). Entende-se atualmente que as proteinas
transportadoras ABC s&o capazes de discriminar entre
colesterol e outros esterois, sendo as responsaveis pelo
transporte reverso das moléculas de fitosterdis para o lumen
intestinal (36). Investigag¢Ges utilizando animais transgénicos
dao suporte 2 hip6tese de que a discriminago ocorre no efluxo
destes compostos para o lumen intestinal e para a bile. Animais
gencticamente alterados para as proteinas ABCGS5 e/ ou
ABCGS8 hiper-absorvem n#o apenas o colesterol mas também
os fitosterois. Pesquisa recente, em camundongos, de avaliagio
das taxas de captagao intestinal, absor¢do, discriminagdo e
excregio biliar de esteréis marcados reforga a hipétese de
efluxo seletivo de esteris como o principal componente que
favorece maior absor¢do para a corrente sanguinea de
colesterol em relagio aos fitosterois (35). Segundo os autores,
a identificagdo dos receptores nucleares hormonais 6rfaos, tais
como o RXR e receptor X farnesdide, sugere a possibilidade
de outras proteinas ABC transportadoras estarem envolvidas
no transporte intestinal dos esteréis, sendo atualmente drea de
intensa investigagao.

Reacées adversas e toxicidade do fitosterdis
As principal rea¢des adversas de ingestio de altas doses
de fitosteréis estdo associadas 3 disminuigdo plasmaticas das

vitaminas e antioxidantes lipossolidveis (1,37). Ensaios
randomizados € maior em relag@o aos carotendides mais
lipofilicos, tais como os o e 8 carotendides e o licopeno. A
disminui¢@o pode variar de 12 a 26% para B-caroteno, 10 a
12% para o ¢ até 20% para o licopeno sérico apés
suplementagdo de fotosterdides e fitostandis (1,28). Esta
disminui¢@o € minimizada, porém se mantén mesmo quando
controlada em relag@o s mudangas nos niveis sunguineos de
LDL-colesterol (1,18). Por outro lado, os niveis séricos de
retinol, vitaminas D e K parecem n3o ser afectados (1,17,18).
A ingestio de fontes dietéticas de carotendides, na proporgédo
de uma por¢@o a mais de frutas e hortalicas ricas em
carotendides por dia, foi suficinete para manter as
concentracdes plasméticas destes carotendides (38). Em
relacdo a toxicidades dos fitosterdis e fitostan6is, em ratos, a
administracéo de 6,6 g/kg/dia durante 90 dias ndo foi suficiente
para gerar alteragdes toxicoldgicas significantes (39). Além
disso, outros estudos realizados a curto € médio prazo, entre
50 dias e 12 meses, ndo evidenciaraménciam efeitos colaterais
no trato gastrointestinal durante a fase experimental, e nenhum
efeito tardio foi relatado.

Meétodos experimentais, in vivo e in vitro utilizando, em
ratas, foram utilizados para avaliaram o efeito estrogénico dos
fitosterdis (5). Foi, tendo sido verificado que estes compostos
n3o apresentam propriedades de ligacdo aos receptores de
estrégeno, acdo transcripcional dos genes responsivos  estes
receptores ou atividade uterotréfica.

Regulamentac@io da adigio de fitosterdis e fitostanéis a
alimentos industrializados

No ano de 2000, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou os uso terapéutico dos ésteres de esterol ou estanol
vegetal na redugdo do risco de doengas cardiovasculares (40).
Esta decisdo permitiu que alimentos adicionados com estas
substincias, como margarinas, cremes vegetais, molhos
cremosos para salada, apresentassem a explicagdo de que
ajudam a prevenir a doenga cardiovascular (40). Segundo o a
FDA, essesos alimentos devem conter no minimo 1,7g de
fitostanol-éster em cada porgdo, devendo ser administrados
duas vezes ao dia, somando 3,4g/dia. O fitosterol-éster deve
estar presente na quantidade de 0,65g por porgo, totalizando
1,3g/dia. Portanto, a rotulagem dos alimentos que contém
ésteres de fitosterol ou fitostanol devera incluir a seguinte
informagdo: “uma porgdo de (nome do alimento) fornece XX
gramas de fitoster6is/fitostanéis” (40). O rétulo poder4,
também, ser acompanhado da-seguinte frase, exemplificada
com fitostandis: “Alimentos que contém pelo menos 1,7
gramas por porgdo de ésteres de estanol vegetal, ingeridos
duas vezes por dia nas refei¢Oes, resultando em uma ingestéo
didria total de pelo menos 3,4 gramas, como parte de uma
alimentacdo com baixos teores de gordura saturada e
colesterol, podem reduzir o risco de doengas cardiacas” (40).
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Embora nos Estados Unidos (41) e Europa (42) existam
produtos sendo comercializados com aditivos contendo
fitosterdis, no Brasil, ainda ndo existe regulamentagao
especifica 2 de rotulagem de alimentos adicionados de
fitosterdis ou fitostandis. O dnico produto existente no mercado
brasileiro foi registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) aos moldes da regulamentagdo do da
FDA.

CONCLUSAO

Os fitosterdis e fitostanbis sdo compostos eficientes na
redugdo da colesterolemia, podendo ser utilizados de forma
isolada ou combinados a outros agentes
hipocolesterolemiantes. Estes efeitos sdo observados pela
ingestdo de doses macigas, de até 2,5 g/ dia destes compostos,
ndo encontrados em alimentos naturais. As evidéncias
existentes sdo principalmente de produtos alimenticios nos
quais estes compostos que foram aditivados. Poucos estudosa
informacao tém sido do publicados enfatizando os efeitos dos
fitosterbis e fitostandisquanto, naturalmente presentes nos
alimentos, no controle do colesterol sanguineo.

O efeito adverso atribuido ada suplementagio de fitosterdis
e fitostandis, refere-se € a discreta diminuigao da absorgdo de
vitaminas lipossoliveis, especialmente vitaminas A e E, o que
poderia ser compensado com 0 aumento no consumo de frutas
e hortaligas i

O resultados benéficos obtidos observado nas pesquisas
clinicas realizadas, associados ae a elucidagao dos mecanismos
de absorcdo destes compostos pelo organismo humano,
sugerem um papel importante dos fitosterdis e estandis na
alimentacdo contemporinea, além de apresentarem-se como
adjuvantes importantes no tratamento da hipercolesterolemia
e, conseqiientemente, na prevengdo da doencga arterial
coronariana.
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RESUMEN. La lipemia postprandial como factor asociado a
aterogénesis esté correlacionada con el desarrollo de Enfermedades
Crénicas No Transmisibles (ECNT). Con el objetivo de determinar
factores que modifican lipemia postprandial en respuesta a ingesta
mixta de carbohidratos-lipidos en adultos jévenes de diferentes etnias,
se realiz6 estudio descriptivo no aleatorio con 51 sujetos (23.8+4afios)
sanos, con registro de datos personales, clasificacién étnica; Test Corto
Insulina, prueba de lipemia postprandial, calculo de indice masa cor-
poral (IMC) y Area Bajo laCurva(ABC) para evaluacién postprandial.
Alta porcentaje (80%) con antecedentes familiares de ECNT y
sedentarismo. Los resultados mostraron promedios altos de ABC de
glucosa, triglicéridos y Acidos Grasos No Esterificados(AGNE); El
ABC de glucosa con diferencias por edad(p<0.05), sin diferencias
por etnia, género, IMC o sensibilidad a insulina. La curva de
trigliceridemia mostré dos picos en mestizos (40%) y tres en negros
(27%). Sujetos con patrén de cuatro picos tenian IMC elevado; igual-
mente fue mayor en blancos y mestizos que en negros (p<0,05);
mayor en grupo mayores de 29 afios y en hombres(p<0.05). El cam-
bio en trigliceridemia sin diferencias por etnia, mayor en
hombres(p<0.05) y en sujetos mayores (p<0.05). Correlacién
(r’=0.70) entre IMC vy trigliceridemia, entre IMC y cambio en
trigliceridemia en etnias blanca y negra. Los AGNE descendieron
hasta las 2 horas y a las 6-7h alcanzaron concentracién mayor que la
basal . ABC de Triglicéridos y AGNE mayores que lo reportado. Por
alta correlacién en casi todas las etnias IMC serfa un posible indica-
dor de magnitud de trigliceridemia postprandial. Existe respuesta
anormal a dieta de grasa, con liberacién temprana de AGNE.
Palabras clave: Lipemia postprandial, etnia, factores de riesgo, en-
fermedades crénicas no trasmisibles, glicemia postprandial.

Procedencia de apoyo:Trabajo financiado por: El Instituto Colombiano
para el Desarrollo de la Ciencia y la Tecnologia “Francisco José de Caldas”
- COLCIENCIAS y La Universidad del Valle.

Abreviaturas: IMC: Indice de Masa Corporal, AGNE: Acidos Grasos No
Esterificados, ECNT: Enfermedades Crénicas No Transmisibles, ABC: Area
Bajo la Curva, ECV: Enfermedad Cardiovascular, TCTFI: Test Corto de Tole-
rancia a la Insulina, TG: Triglicéridos, LDL-C: Colesterol en lipoproteina de
baja densidad. HDL-C: Colesterol en lipoproteina de alta densidad, VLDL-C:
Colesterol en lipoprotefna de muy baja densidad. C/C: Relacion cintura / ca-
dera.

SUMMARY. Postprandial lipemia in Colombian young adults
from different ethnias. Postprandial lipemia has been associated
with atherogenesis an other non infectious chronic diseases. A de-
scriptive, non aleatory study of 51 healthy young adults (23.8 + 4
years) of different ethnic background was carried out to identify pos-
sible personal or life style factors associated with the response of
plasma lipids after a mixed carbohydrate and lipid load. Personal,
family, life styles including use of drugs and activity and ethnic back-
ground were recorded. Anthropometrical measurements, # short in-
sulin and postprandial lipemia tests were done. From these observa-
tions body mass index (BMI) and area under ti:¢ curve (AUC) for
lipids and glucose were calculated. High mean values were observed
in AUC for glucose, triacylglycerol and nonesterified fatty acids
(NEFA). Postprandial glucose with differences by age (p=0.05
Bonferroni) but no ethnic, gender, BMI or insulin sensitivity related
significant differences were found. Mestizos (40%) showed two,
and Negroes three (27%) postprandial triglyceridemia peaks. Note-
worthy, subjects presenting four peaks had elevated BMI. Higher
triglyceridemia values were found in white and mestizos (p<0.05),
in subjects older than 29 and in males(p<0.05). Statistical correla-
tion (r?=0.70) between BMI and triglyceridemia and change in post-
prandial trigliceridemia was found in white and black subjects. NEFA
declined up to the second hour, but at 6-7 hours they reached levels
higher than base values. Higher than reported values for UCA and
BMI and an abnormal response to fat intake with an early release of
NEFA was found. The high correlation between BMI and postpran-
dial trigliceridemia suggests that body mass index could be a good
predictor of postprandial trigliceridemia .

Key words: Postprandial lipemia, ethnic, risk factors, chronic no
transmitted diseases, postprandial glicaemia.

INTRODUCCION

Estudios realizados en poblacién hispénica y caucésica
muestran que tanto nifios como adultos de origen hispano son
ma4s obesos, tienen mayor relacidn cintura/cadera (C/C), ma-
yor resistencia a la insulina , niveles similares de adiposidad y
mayor distribucidn central de grasa (1). En general estos gru-
pos en paises de altos ingresos son los de menor ingreso y no
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representan una etnia en particular.

Mas recientemente se ha demostrado la importancia de las
alteraciones en la lipemia postprandial como factor de riesgo
de mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV) en po-
blacién aparentemente sana. Los estudios sugieren que en adul-
tos las alteraciones en el metabolismo postprandial pueden
contribuir o ser ellas mismas factores determinantes en el de-
sarrollo y progresién de lesiones de ateroesclerosis (2) y tam-
bién que las alteraciones del perfil lipidico como
hipertrigliceridemia, bajas concentraciones de lipoproteinas
de alta densidad (HDL-C) y la presencia de particulas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) pequefias y densas
estdn relacionadas con la duracién prolongada de la lipemia
postprandial (3).

En nifios se ha observado que existe asociacién entre una
prolongada respuesta postprandial de triglicéridos (TG) a una
ingesta de grasa y concentracién alta de triglicéridos con con-
centraciones bajas de HDL-C en ayunas. En adultos, esto mis-
mo se atribuye a interacciones metabdlicas entre HDL-C vy
lipoproteinas ricas en triglicéridos. De acuerdo con lo anterior
se podria pensar en predictores comunes de concentraciones
postprandiales para adultos y nifios (4).

Debido a la escasez de estudios epidemiolégicos y a la
observacién de que la concentracién de 4cidos grasos no
esterificados (AGNE) es muy variable entre individuos de-
pendiendo de su estado nutricional, de su actividad fisica, de
situaciones de stress y del habito de fumar, no se han conside-
rado las concentraciones elevadas de AGNE en plasma como
factores de riesgo para enfermedad coronaria, pero se piensa
que las alteraciones en los mecanismos de regulacién de estos
niveles como por ejemplo resistencia a insulina, e
hipertrigliceridemia entre otros, particularmente en el perio-
do postprandial si podrian estar relacionadas con el desarrollo
de factores de riesgo (5).

Actualmente en Colombia, el 35% de las causas de muerte
lo constituyen las Enfermedades crénicas no trasmisibles
(ECNT) como diabetes, infarto agudo del miocardio, accidente
cerebrovascular no hemorragico, cancer de colén y cancer de
seno (6-9) con el consecuente alto costo social reflejado en la
disminucién de afios de vida productivay tratamientos médi-
cos de costos elevados.

En estudios realizados en varios paises se ha reportado que
algunos grupos étnicos tienen un mayor riesgo de desarrollar
estas enfermedades, cuando son sometidos a cambios en el
estilo de vida caracterizado por dietas de alta densidad cal6ri-
€ay poca préctica de actividad fisica. Lo anterior sugiere que
estas poblaciones posiblemente presentan alteraciones en el
metabolismo de lipidos, tales como una mayor permanencia
de estos en el plasma y una disminuci6n en la concentracién
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), lo cual influye
en el desarrollo de ECV. Se ha encontrado por ejemplo que la
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alteracién en el metabolismo postprandial de TG en respues-
ta a la ingestién de grasa puede estar asociada a resistencia a
insulina y al riesgo de padecer ECV (10). Igualmente se ha
observado en estas poblaciones una mayor prevalencia de re-
sistencia a insulina asociada al desarrollo de ECNT (11,12).

Como es poco el conocimiento que se tiene sobre el ma-
nejo postprandial de lipidos y sobre la existencia en la pobla-
cién latinoamericana en este caso de nacionalidad colombia-
na, de posible asociacién entre alteraciones en el estado
postprandial y el pertenecer a un grupo étnico, el objetivo del
presente estudio fue determinar la probable influencia del ori-
gen étnico sobre: la lipemia postprandial, el comportamiento
del proceso postprandial en respuesta a una comida rica en
grasa, y la relacién con factores de riesgo de ECNT como
son el fndice de Masa Corporal (IMC), la edad, el género y
la resistencia a insulina.

METODOS

Estudio descriptivo no aleatorio efectuado en adultos j6-
venes aparentemente sanos seleccionados de un grupo de 115
sujetos a quienes previamente se les habia aplicado el test
corto de tolerancia a insulina (TCTI) (13) y los siguientes
criterios de exclusién: nacionalidad diferente a la colombia-
na, el padecer algin tipo de ECNT, consumir una dieta espe-
cial y haber presentado un cambio reciente de peso. Se les
solicité su participacién voluntaria con la intencién de contar
con un nimero similar de sujetos en cada uno de los grupos
étnicos. Aceptaron 15 blancos, 14 negros, 20 mestizos y 8
indigenas. El protocolo fue sometido al Comité de ética de la
Universidad del Valle - Facultad de Salud y todos los partici-
pantes firmaron previamente un consentimiento informado.

A todos los participantes se les aplic6é una encuesta para
recoleccién de datos personales, antecedentes familiares y per-
sonales de ECNT, hébito de tabaquismo, consumo de medi-
camentos y sedentarismo, catalogando a un sujeto como se-
dentario cuando realiza una actividad fisica constante duran-
te 30 min. y menos de 3 veces a la semana. Se tomaron las
siguientes medidas antropométricas: peso en kilogramos y
un decimal con una balanza marca Health o meter talla en
metros y dos decimales con un tallimetro marca TANITA y
se calculé el IMC mediante la formula: peso en kg/talla en
metros al cuadrado.

Para la clasificacién por grupo étnico, se utilizé el méto-
do de auto clasificacién, datos del lugar de nacimiento, ape-
llidos, procedencia geogréfica de los padres y observacién
directa del sujeto por los investigadores para determinar ca-
racteristicas del fenotipo. Los grupos étnicos definidos fue-
ron: blanco, negro, mestizo e indigena.

Después de 12 a 14 h de ayuno se canaliz6 la vena
antecubital derecha y se recolect una muestra basal de san-
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gre de 7 ml en tubo seco. Enseguida se proporcioné un desa-
yuno que suministré el 25% de los requerimientos cal6ricos
diarios totales (calculados de acuerdo al género, edad, peso,
talla, IMC y actividad fisica) con 64% de kcal totales deriva-
das de grasa, 26% de carbohidratos y 8% de proteina para un
total promedio de 632+140 kcal. (14). Después del desayuno
se recolectaron muestras de sangre a los 20, 40, 60, 90, 120,
180, 240, 270, 300, 360 y 420 minutos durante los cuales los
sujetos solamente tomaron agua (15,16).

Las muestras de sangre fueron conservadas a 4° C (por un
periodo menor a 1 hora) hasta separacién del plasma por
centrifugacién a 3000 rpm por 15 min., y almacenadas a-20°C.

A la muestra en ayunas se le determiné colesterol total
(CT), triglicéridos (TG), colesterol HDL (HDL-C), glucosa
y AGNE y en las muestras del periodo postprandial se cuanti-
ficaron triglicéridos, AGNE y glucosa en el autoanalizador
BTS-370 de Biosystems®, todas las muestras se cuantifica-
ron por métodos enziméticos, el HDL-C previa precipitacién
con reactivos de Biosystems® (17,18). Para el cilculo de
colesterol VLDL y Colesterol LDL, se utilizaron las
ecuaciones de Friedewald (19): VLDL = TG/S y C-LDL =CT
—C-HDL - VLDL. En cada una de las técnicas los coeficien-
tes de variacién no excedian de 2%.

Los AGNE se determinaron por el método de Acil-CoA
Sintetasa / Acil CoA Oxidasa / Peroxidasa, mediante quimica
himeda marca Randox® (20) y se cuantificaron en el
autoanalizador BTS-370 de Biosystems.

Como guia para la evaluacién de los datos de concentra-
cién obtenidos se tuvieron en cuenta as consideraciones del
Panel de Expertos en el Tercer Reporte Nacional del Progra-
ma de Educacién en Colesterol de Septiembre de 2002 (21).

La lipemia postprandial, se evalué segiin la linea de
Dawson (22). Para glucosa, TG y AGNE (mmolxL'xmin) se
analizé6 el ABC, llamada lipemia postprandial total o magni-
tud de lipemia postprandial o trigliceridemia postprandial.
Para los TG se analiz6 ademds el 4rea entre la curva y una
linea imaginaria trazada a partir de la concentracién en ayu-
nas, este valor corresponde al llamado cambio en
trigliceridemia. También se tuvo en cuenta el comportamien-
to de las curvas promedio para cada uno de los metabolitos
analizados, nimero de picos de aumento de triglicéridos du-
rante la lipemia postprandial y la capacidad de retornar al va-
lor en ayunas.

Anadlisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico SPSS 10.01. Las varia-
bles se analizaron en forma estratificada por grupo étnico, y
cuando se consideré necesario se evaluaron con respecto a la
edad, género, sensibilidad a insulina e IMC. Se identificaron
los casos y la proporcién de ellos con valores de mayor ries-

go. Se tomaron también los cuartiles extremos de la distribu- -
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ci6n para el andlisis y un valor de significancia p<0.05

Las diferencias en la lipemia postprandial se evaluaron
mediante ANOVA y se utilizaron pruebas (post hoc) de
Bonferroni y Dunnet T3. Se determiné la correlacién de
Pearson entre las variables de lipemia postprandial y el IMC
y se calculé el valor predictivo positivo (VPP) para los valo-
res que mostraron correlaciones significantes.

RESULTADOS

Al iniciar el estudio se contaba con la participacién de 8
sujetos de la etnia indigena pero en el momento de la prueba
6 de ellos se habfan retirado por razones personales y familia-
res; se reportan entonces los resultados obtenidos con los dos
sujetos restantes de este grupo étnico, pero no se utilizan para
sacar conclusiones con respecto a las caracteristicas.
metabdlicas. )

Todos los participantes eran individuos clinicamente sa-
nos con edad promedio de 24 afios y bajo consumo de taba-
co. Todos se habian sometido previamente a un test corto de
insulina. El 51% realiza actividad fisica pero de modo poco
frecuente. Se observa una distribucién homogénea de los gra-
dos de sensibilidad a insulina en los grupos étnicos (Tabla 1).
La mitad de los casos en los grupos blanco y mestizo tenian
antecedentes familiares de obesidad y diabetes y el 50% de
los grupos mestizo y negro tenian antecedentes de
hipertensién; 33% de los blancos y 29% de los negros con la
proporcién mas elevada de familiares muertos por enferme-
dad cardiovascular.

La mayoria de los valores correspondientes al IMC, al perfil
lipidico y a las ABC de glucosa, triglicéridos y AGNE, tiene
medias dentro de limites considerados de bajo riesgo pero
con gran dispersién excepto para HDL-C que present6 un pro-
medio bajo. No se encontraron diferencias significativas en-
tre estas variables (Tabla 2 y 3).

La curva de glucosa postprandial tuvo un pico de aumen-
to seguido de disminucién hasta el valor basal en un tiempo
méximo de 3 h. (Figura 1). Los dos indigenas presentaron un
segundo aumento a los 120 min. No se encontraron diferen-
cias significativas en los promedios de glucosa postprandial
por grupo étnico, IMC o género, como tampoco se encontra-
ron diferencias entre el valor de glucosa en ayunas y los valo-
res postprandiales para ninguno de los grupos analizados.
Hubo diferencias en el valor de ABC (p<0.05 Bonferroni) por
edad entre el grupo de > 30 afios y el grupo de 24 a 26 afios
(Figura 2).
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TABLA 1
Caracteristicas generales de los sujetos segiin grupo étnico (n = 51)

Grupo etnico

Caracteristica Blanco Negro Mestizo Indigena Total

Genero! Masculino 6(40) 8(58) 11(55) 1(50) 26(51)
Femenino 9(60) 6(42) 9(45) 1(50) 25(49)

Edad? (afios cumplidos) 23+2,3 24+3,8 2343,7 3445,6 24+4,0

Intervalos de edades* <21 3(19) 4(29) 4(20) 11(22)
21-23 7(47) 2(14) 9(45) 18(35)
24-26 4(27) 4(29) 2(10) 10020)
27-29 3(21) 4(20) 7(14)
>29 1(7) 1(7) 1(5) 2(100) 509)

Grado de ’

sensibilidad

alainsulina * < cuartil 25 3(20) 4(29) 6(30) 13(25)
Cuartil 25 - cuartil 50 5(33) 2(14) 6(30) 13(25)
Cuartil 50 - cuartil 75 3(20) 5(36) 4(20) 1(50) 13(25)
> cuartil 75 4(27) 321) 4(20) 1(50) 12(25)

Practica de deporte* } 6(40) 5(36) 13(65) 2(100) . 26(51)

Consumo de ‘

medicamentos* T 427 2(14) 3(15) 2(100) 11(22)

Fuma* 2(13) 5(25) 7(14)

Total 15 14 20 2 51

3 Ndimero (Porcentaje)
4 Promedio + Desviacién estandar

TABLA?2
Niveles promedio (X 1 DS) de los pardmetros bioquimicos del perfil lipidico e IMC de los sujetos
de acuerdo al grupo étnico

Variables Grupo etnico
Perfil lipidico E IMC Blanco Negro Mestizo Indigena Total
C-total (mmol/L) 41,1199 43,2 17,8 40,8 7,5 42,1 8,3
26,8 — 55,9 34,8-67,3 26,3- 58,2 48,4 -55,9 26,3 -67,3
LDL-C (mmol/L) 25,5 46,8 28,6 7,0 27,3 18,1 27,6 7,5
15,3-39,0 22,4 -50,2 14,8 -~ 50,4 32,8-40,8 14,8 - 50,4
HDL-C (mmol/L) 9.4 +2,1 10,4 £2,3 9,4 129 9,6 £2,6
6,5-13,8 7,8-16,1 5,5-17,7 6,0-10,9 55-17,7
TG (mmol/L) 1,3 40,8 0,9 +0,4 1,0 +£0,5 1,1 £0,6
0,5-3,1 0,6-1,8 0,4-2,0 1,0-1,9 0.4-3,1
IMC (kg/m?) 21.6+2.3 22.6 £2.7 229 42.7 224 2.6
18.6 - 26 19.5-30.8 18.4-27.0 20.3-242 18.4-30.8

TG: Triglicéridos, LDL-C: Colesterol en lipoproteina de baja densidad. HDL-C: Colesterol en lipoproteina de alta densidad.
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
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TABLA 3
Niveles promedio (X+DS), Desviacidn estandar, minimo y maximo de las Areas Bajo la Curva postprandial de glucosa,
triglicéridos, AGNE y de cambios en triglicéridos por grupo étnico expresado en mmolxL'x min.-'

Areas bajo
La curva Blanco Negro
Glucosa 2023+204 18851150
1629 -2743 1721 -2189
Triglicéridos 695 + 480 476 +227
357-2001 261 - 1109
AGNE 334127 3601180
154-634 115-786
Cambio en
trigliceridemia 164+193 821101
-15- 685 -11-379

AGNE: Acidos grasos no esterificados.
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05)

FIGURA 1
Valores promedios postprandiales de glucosa, AGNE y TG
en los diversos grupos étnicos segln tiempo.
A: Glucosa, B: AGNE y C: TG. 0) Blancos, (n) Negros,
(s) Mestizos, (0) Indigenas. TG: Triglicéridos, AGNE:
Acidos grasos no esterificados

Grupo étnico

Mestizo Indigena Total
19851211 19661231
1696-2686 1718-2180 1629 -2743
640 £289 6191355
255 -1185 457 -1261 255-2001
2991114 3241137
95 - 490 180-299 95 - 786
2051186 1611175
-51-702 37-457 -51 - 702

FIGURA 2

Area bajo la curva de glucosa por grupo de edad.
Promedios + Desviacién estdndar. Diferencias significativas
(p<0.05) entre grupo de 24 a 26 afios y grupo de mayores o

igual a 30
2700
2500 -
2300 -menor o igual a 20 afios
-21 a 23 afios
-24 a 26 afios
-27 a 29 afios
1900 -mayor o igual a 30 afios
1500
2 4

Grupos de edad

El patron de las curvas postprandiales de TG fue menos ho-
mogéneo (Figura 1). Se presentd un aumento progresivo de la
concentracion hasta alcanzar un valor mdximo a las 304, enla
mayoria de los sujetos y disminucidn posterior. En los menores
de 20 afios el valor méximo se alcanz6 a las 2 h. El 41% del
grupo presento un pico de aumento, el 37% dos, 18% tres y el
4% cuatro. Este Gltimo grupo se encontr6 en el cuartil superior
de IMC (Figura 3). Los dos indigenas presentaron un pico a las
2h yotro a las 4 h. EI 40% de los.mestizos presentaron 2%y el
27% de los negros 3 picos de aumento.
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FIGURA 3
Comportamiento postprandial de valores promedio de TG
en el tiempo. () Un pico, (n) 2 picos, (4) 3 picos y (®

4 picos
4
3.5 1
3
. 251
=
3
£
E 2¢
:‘-'(_’ [
1.5 1
1-
)
0.5
0 T ~r T T T +
0 50 100 150 200 250 300 350 400 500
Tiempo (min)

El 31% de los sujetos tuvieron a las 7h del periodc
postprandial un valor de TG mayor a su valor en ayunas y
tenfan adicionalmente otras caracteristicas comunes como per-
tenecer principalmente a la etnia mestiza (44%), estar ubica-
dos en los grupos de mayor edad (56%) y en los cuartiles su-
periores de IMC. Ademds hubo porcentajes importantes de
alteraciones en el perfil lipidico como 30% con triglicéridos
elevados, 62% con LDL-C aumentado y 87.5% con valores
bajos de HDL-C.

Los niveles de trigliceridemia postprandial fueron mayo-
res en blancos que en negros ajustando por género (Dunnett
T3 < 0,05) y mayores en blancos y mestizos que en negros
ajustando por IMC y género (Bonferroni p<=0.05). Fueron
més elevados en individuos >29 afios al comparar con los
tres primeros grupos de edad (<20 afios, 21 a 23 afios y 24 a
26 afios) (Dunnett < 0.05). La trigliceridemia fue mayor en
* los hombres (Bonferroni <0.05) (Figura 4).

Las concentraciones plasmaticas de AGNE disminuyeron
en las primeras dos horas de la ingesta y ascendieron en las
horas 6 y 7 a niveles superiores al basal (Figura No. 1). La
etnia negra presenté dos incrementos. Las curvas
postprandiales muestran gran variacién de los valores de AGNE
entre los grupos considerados por etnia, edad, género y por
grado de sensibilidad a insulina. No se encontraron diferen-
cias en el 4rea bajo la curva de AGNE para ninguna de las
variables analizadas.

La correlacién de Pearson fue significante entre IMC y
trigliceridemia; entre IMC y el cambio en trigliceridemia en
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blancos y entre IMC y el cambio en trigliceridemia en etnia
negra. (Tabla4). El cdlculo del valor predictivo positivo (VPP)
entre trigliceridemia e IMC fue de 87.5% y entre el cambio
en trigliceridemia y el IMC fue 55.6%.

: FIGURA 4
Valores promedio (X+DS) de trigliceridemia postprandial
por género y grupos de edad

-2
n
—&— Mascdino
s =m & —3— Femenno
£
&
g A0
G-
0
ek
=9
:'iézf -
} —&— menor o igual a 20 affos
—B— 21423 af05

an -_ . —— 24226 afios
—9— 27829 afios
—3¢— mmayor o igual a 30 aftos.

A. Trigliceridemia postprandial por género. (p<0.05). B.
Trigliceridemia postprandial por grupo de edad. El grupo >29 afios
diferente a los 3 primeros grupos (p<0.05)

El cambio en trigliceridemia fue mayor en hombres (p=
0.000 ANOVA) y en mayores de 27-29 afios (p = 0.004
Bonferroni). No se encontré diferencia por grupo étnico. La
correlacién entre el cambio en trigliceridemia y la
trigliceridemia postprandial total en cada grupo étnico, fue
mayor en blancos (R?=0.70), y menor para etnia negra
(R>=0.38).
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TABLAA4
Correlacién entre IMC y lipemia postprandial y entre trigliceridemia postprandial y cambio en trigliceridemia
por grupos étnicos. La correlacion es significante *p=<0,01 (Pearson), y T p=< 0,05

Blanco Negro Mestizo
Glucosa postprandial (mmolxL'x min™') 124 498 326
Triglicéridos postprandial (mmolxL-'x min!) ,786* J122* 312
AGNE Postprandial (mmolxL'x min™') ,165 -,099 -,146
Cambio trigliceridemia postprandial (mmolxL'x min™') 557+ ,644+ ,137
Correlaci6n entre trigliceridemia postprandial y cambio en trigliceridemia ,835% 6167 ,740*

* La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
T La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).

DISCUSION

Diversos estudios han mostrado que individuos que com-
parten origen étnico similar pueden experimentar tasas dis-
tintas de enfermedades crénicas cuando viven en areas geo-
graficas y/o culturales diversas o cuando estin expuestos a
cambios en estilos de vida. Se ha sugerido que ciertas pobla-
ciones o grupos étnicos que se han adaptado a condiciones
desfavorables de alimentacién y con labores fisicas
desgastantes llegan a ser més susceptibles a las ECNT cuando
se exponen al estilo de vida occidental caracterizado por
sobrenutricién y disminucién de la actividad fisica. Existe una
considerable evidencia de que en Colombia como en otros
paises en desarrollo el aumento en la esperanza de vida esta
asociado con cambios predecibles en el patrén de enferme-
dad y salud, lo anterior tiene gran relevancia con respecto a la
situacién en Colombia ya que las ECNT han aumentado dra-
méticamente en los dltimos 20 afios (23).

~ En el presente estudio se evalda la respuesta postprandial
entre los diferentes grupos étnicos en sujetos que se han man-
tenido en su pais de origen y se pretende determinar de esta
manera si lo reportado en otros estudios con respecto a pobla-
cién hispana se debe a caracteristicas propias de esta pobla-
cién o a los cambios sufridos por ésta al desplazarse a otros
paises. .

Las dificultades para la identificacién de etnias se hicie-
ron aparentes desde un principio como ha sido reportado en
varios estudios (24). En la poblacién colombiana, segiin las
publicaciones de la Expedicién Colombia realizada por la Uni-
versidad Javeriana, hay una gran mezcla de etnias. Por lo
tanto la clasificacién étnica se efectué por caracteristicas
fenotipicas y de origen (25,26). Si bien es cierto que el grupo
investigado constituido por adultos jévenes no muestra nin-
guna evidencia de asociacién entre la etnia y la mayoria de
las variables de la lipemia postprandial, al examinar los indi-
viduos dentro de cada etnia parala trigliceridemia postprandial,
se observaron diferencias al ajustar con otras variables como
IMC y género. Lo anterior estd de acuerdo con un estudio

realizado en Estados Unidos (27) con mujeres afro-america-
nas y blancas en el cual no se hallaron diferencias en la lipemia
postprandial entre estos dos grupos pero el aumento de ésta
en respuesta a una ingesta alta en grasa fue similar.

Se han encontrado diferencias en los niveles de ingreso
asociados con la presencia de enfermedades crénicas en va-
rios paises del mundo; poblaciones hispana, africana, asiati-
ca que habitan en paises de altos ingresos generalmente tie-
nen un nivel socioeconémico inferior a la poblacién blanca
(28), pero este hecho que parecia justificar la alta prevalencia
de estas enfermedades en esos grupos, no explica el por qué
en este estudio en sujetos colombianos se encontraron altera-
ciones en la lipemia postprandial; la adopci6n por parte de la
poblacién hispana de los estilos de vida de propios paises
desarrollados en cuanto a nutricién y actividad fisica se refie-
re podria ser una hipétesis.

La comparacién de este grupo de individuos con otros de
estudios similares se ha dificultado por la falta de caracteris-
ticas comunes. En este caso la mayoria de los participantes
fueron adultos jévenes posiblemente con mayor capacidad
de adaptacion fisiolégica frente al proceso de disminucién de
sensibilidad a la insulina, al desarrollo de hipertensién y a
estados de dislipidemias excepto en el caso de HDL-C que
fue la dnica variable del perfil lipico que se encontré con va-
lores considerados de riesgo (21). Solamente se registré como
observacion general actividad fisica poco frecuente y esto iil-
timo podria explicar en parte el hecho de que estos indivi-
duos manejaran valores postprandiales mas altos que los es-
perados. La importancia de la actividad fisica como factor
preventivo se demostré en un estudio realizado en mujeres
postmenopéusicas por Gill et al (29) en el cual evaluaron el
efecto que sobre la lipemia postprandial tenia el ejercicio com-
parado con restriccién dietaria y se demostré un mejor mane-
jo de los lipidos en el periodo postprandial en las mujeres que
realizaron actividad fisica frente a un grupo control y frente a
las mujeres que recibieron una dieta con menor cantidad de
energia; igualmente se encontré disminucién de la lipemia
postprandial, de los triglicéridos en ayunas y de las concen-
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traciones postprandiales de insulina en las mujeres que hicie-
ron ejercicio.

El comportamiento observado de la glucosa postprandial
similar al reportado por K. Frayn (30), permite confirmar que
la glucosa es €l metabolito mejor regulado en el organismo y
que por tanto su cuantificacién en estado de ayuno se debe
acompafiar con la determinacién de otras variables para la
identificacién temprana de factores de riesgo de ECNT. Con
respecto a la aparicién del segundo pico de aumento de gluco-
sa en los indigenas, esta observacién no se puede generalizar
debido al escaso niimero de participantes pertenecientes a esta
etnia, pero debe ser tenido en cuenta en estudios similares. El
mayor valor de ABC de la glucosa en los sujetos 230 afios
posiblemente refleja un estado inicial de laresistencia a insulina
y la incapacidad de responder eficientemente a ésta ya que
estos individuos se encontraban en los grupos de menor sensi-
bilidad a la hormona (resultados no mostrados).

Una observacidn preocupante en los resultados del pre-
sente estudio con participantes que son latinoamericanos de
nacionalidad colombiana, fue la trigliceridemia postprandial
con valores mayores a los reportados en estudios con el mis-
mo tipo de andlisis realizado en sujetos de Inglaterra y Esta-
dos Unidos (15,31) pues se conoce que en individuos sanos el
aumento de la concentracidn de triglicéridos en plasma des-
pués de una ingesta de grasa es 2 veces la concentraci6n basal
e implica una serie de cambios coordinados en el metabolis-
mo de lipidos que llevan de un lado a la supresién del paso de
triglicéridos al plasma y del otro al aumento de la captura de
triglicéridos plasméticos; entonces, cualquier alteracién en
estos dos procesos seguramente lleva a perturbacién de la
lipemia postprandial situacién reconocida como factor de ries-
go de ECV. Condiciones como edad, género, obesidad, diabe-
tes e ingesta de azdcares simples y la carga de grasa de la
dieta, son factores que afectan la lipemia, por ejemplo, los
carbohidratos parecen ser determinantes de la naturaleza pero
no de la magnitud de la lipemia postprandial (32). También
vale la pena resaltar que un alto porcentaje de estos indivi-
duos que no fueron capaces de retornar a su valores basales en
un periodo de 7 horas, presentaron valores alterados de perfil
lipidico (21) para este rango de edad lo cual constituye un
factor de riesgo si no se toman las medidas adecuadas de pre-
vencién.

Los resultados sobre la respuesta postprandial de
triglicéridos de manera similar a los reportados en otros estu-
dios muestran un aumento inicial gradual, y un pico entre 2 y
5h seguido de disminuci6n hasta el valor basal en la mayoria
de los sujetos. Concentraciones entre 0.66-1.76 mmoles/L se
consideran normales en individuos sanos con media de 1.1
mmoles/L. Cuando se proporciona una comida con 30% de
energia proveniente de grasa, que representa 1/3 de la ingesta
de energfa diaria del individuo, la concentracién postprandial
de triglicéridos alcanza un pico de 1.65-1.98 mmoles/L entre

3 y 5 h més tarde. Se consideran hipertrigliceridémicos los
sujetos con valor en ayunas por encima de 2.2 mmoles/L.
Generalmente, estos individuos alcanzan valores de 3.3 6
4.4 mmoles/L un poco més tarde. Los sujetos del presente
estudio no encajaban dentro de la clasificacién de
hipertrigliceridémicos al utilizar el valor en ayunas, pero al
analizar los valores postprandiales se observaron concentra-
ciones mucho mayores que las esperadas, evidenciando un
manejo postprandial alterado.

Aun cuando en algunos estudios se reporta que la curva
de triglicéridos postprandiales es monoféasica, también se han
reportado hasta 3 picos, nimero que es independiente del va-
lor en estado de ayuno. Se ha observado por ejemplo, que la
curva bifésica aparece en individuos que consumen una co-
mida de prueba 5 h después de otra como el desayuno; otros
pocos sujetos presentan esta modalidad de curva después del
periodo de ayuno. Segtin Fielding et al. la composici6n de la
dieta es uno de los determinantes de estos patrones que tam-
bién reflejan la velocidad de absorcién intestinal. La curvas
con mas de un pico ya fueron reportadas y como lo sugieren
Shishehbor et al. este patrén refleja por un lado la velocidad
de absorci6n intestinal de grasa influenciada por miiltiples
factores y por el otro la grasa previamente almacenada en las
paredes del intestino delgado o de los vasos linfaticos y que
se puede liberar a la circulacién. Fielding et al. sugieren que
el patrén de picos de la curva de triglicéridos postprandiales
refleja la composicién en grasa de la comida anterior a la
prueba y que en condiciones de ayuno no se observa mas de
un pico. Sin embargo, en estudios anteriores como el de Cohn
et al. aparecen reportadas curvas de triglicéridos
postprandiales con mis de un pico en sujetos en estado de
ayuno que han recibido carga de grasa, esta Gltima condicién
es similar a la del presente estudio con individuos cuya cos-
tambre alimentaria estilo occidental se caracteriza por un
menor tiempo transcurrido entre el consumo de comidas y
alto contenido de grasa en las mismas (datos no incluidos en
el presente reporte). Asi pues, si se tiene un consumo cons-
tante de grasa, la liberacién de ésta a la circulacién muestra
patrones con mds de un pico de aumento e incapacidad para
volver al valor basal como se pudo observar (15,32-34).

Con respecto a los 4cidos grasos no esterificados (AGNE),

" K. Frayn (5) ha reportado que su concentracién en plasma

varia considerablemente y tiene un marcado ritmo circadiano:
mas alta en la mafiana y va disminuyendo durante el dia. Hay
una disminucién considerable post-ingesta y aumento gra-
dual durante la noche, estos niveles se ven afectados por ha-
bitos dietarios como frecuencia de ingesta de alimentos y com-
posicién de los mismos. En el presente estudio se observé la
liberacién temprana de AGNE a la sangre cuando aiin no se
ha terminado el periodo postprandial. Esto indicaria que los
sujetos inician tempranamente sintesis de C-VLDL cuando
atin tienen circulando en sangre los quilomicrones de la die-
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ta. Ahora, la permanencia en plasma de C-VLDL permite que
las C-LDL y HDL-C se enriquezcan en triglicéridos y que el
aumento en el recambio de triglicéridos y de ésteres de
colesterol entre estas lipoproteinas favorezca el proceso
‘aterogénico (10). Por otro lado, la liberacién de AGNE a la
circulacién portal puede desempefiar un papel muy impor-
tante en la alteracién del metabolismo hepético propio del
sindrome de resistencia a insulina y favorecer los estados de
dislipidemia, hiperinsulinemia e intolerancia a glucosa (5).

Es interesante que como lo describe L. Berglund, los suje-
tos con patrones postprandiales alterados tienen varias carac-
teristicas del sindrome de resistencia a la insulina, incluyendo
altas concentraciones de triglicéridos ¢ insulina en ayunas,
altos depésitos de grasa visceral, y un alto indice arterial (CT
/ HDL-C), variables que se consideran actualmente mejores
indicadores de alteraciones en el metabolismo (35).
Adicionalmente, en este estudio se hizo evidente que estas
variables asociadas a otros indicadores como IMC podrian
ser considerados predictores del comportamiento postprandial
y también que el metabolismo postprandial puede no necesa-
riamente tener como Gnica caracteristica la obesidad.

Es preocupante que estos sujetos jovenes ya evidencien
factores de riesgo para el desarrollo de ECNT como son alte-
racién postprandial de triglicéridos, sedentarismo y antece-
dentes familiares de ECNT. Es probable entonces, que la alte-
racién en el metabolismo de lipidos como factor de riesgo sea
un fenémeno mas comin de lo esperado en la poblacién jo-
ven colombiana lo cual seria parte de la explicacién del au-
mento de tasas de mortalidad especifica por enfermedades
crénicas en este pais. El conocimiento de las diferencias en el
comportamiento postprandial ayudard a la identificacién en
poblaciones vulnerables de factores de riesgo para ECNT y a
la elaboracién y ejecucién de programas preventivos como
parte de las politicas de salud.

CONCLUSIONES

No se encontré asociacién detectable entre el pertenecer a
un determinado grupo étnico y las variables de lipemia
postprandial excepto para los triglicéridos. Existe una alta
correlacion y un alto valor predictivo positivo (VPP) entre la
magnitud de la trigliceridemia postprandial y el IMC en las
etnias blanca y negra, lo cual hace de esta caracteristica
antropométrica un buen indicador de posibles alteraciones
postprandiales en estos grupos de sujetos.

Se encontré en todos los participantes una respuesta anor-
mal a una carga de grasa, con liberacién de 4cidos gras'os no
esterificados en el perfodo postprandial cuando atin no se ha
realizado por completo la remocidn de triglicéridos de la cir-
culacién; este hecho no presenta ninguna asociacién con otras
variables estudiadas. Contrario a lo esperado, se encontré una
proporcién muy alta de alteraciones metabdlicas y la presen-
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cia de otros factores de riesgo en individuos jévenes aparen-
temente sanos. El comportamiento postprandial de la glucosa
en estos sujetos no se evidencia como factor de riesgo. Se
observaron niveles mas altos de lipemia postprandial que los
reportados en otros estudios y una proporcién elevada de al-
teraciones metabdlicas en el grupo de adultos jévenes. Este
hallazgo aun cuando la muestra no es representativa, podria
sugerir una de las explicaciones a la elevada mortalidad por
enfermedades crénicas en la poblacién colombiana menor de
60 afios.
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Efecto de un desayuno con alto contenido en grasa o en
carbohidratos sobre el perfil de iipidos posprandial en individuos
sanos con y sin antecedente familiar de diabetes mellitus tipo 2
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RESUMEN. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de un desayuno con alto contenido en grasa o en carbohidratos sobre
el perfil de lipidos posprandial en individuos sanos con y sin el ante-
cedente familiar en primera linea de diabetes mellitus tipo 2. Se rea-
liz6 un ensayo clinico, ciego simple, controlado con grupos parale-
los, en 20 j6venes sanos; 10 con antecedente familiar de diabetes
mellitus tipo 2 y 10 sin dicho antecedente. De cada grupo, la mitad
de los individuos recibié al azar un desayuno con alto contenido en
grasa y el resto uno alto en carbohidratos. Se determiné un perfil
metabdlico que incluyé medicién de ayuno y posprandial de lipidos,
as{ como estimacién de la sensibilidad a la insulina. Se encontr6
una menor concentracién del colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (p < 0,02) y de apolipoproteina A1 (p < 0,03) en el grupo
con antecedente familiar diabético. En ese mismo grupo, el desayu-
no con alto contenido en carbohidratos condicioné un aumento en
las concentraciones de apolipoproteina B al minuto 300 (p <0,03) y
de triglicéridos al minuto 360 (p < 0,03). En el grupo sin anteceden-
te familiar de diabetes se encontré un aumento en la concentracién
de triglicéridos y de lipoproteinas de muy baja densidad al minuto
180 (p < 0,03) después del desayuno alto en grasa. En conclusién,
los jovenes sanos con el antecedente familiar de diabetes mellitus
tipo 2 mostraron algunas caracteristicas aterogénicas en su perfil de
lipidos y un desayuno con alto contenido en carbohidratos ocasiond
un aumento en la apolipoproteina B y en los triglicéridos; mientras
que en los jGvenes sin el antecedente familiar fue la ingesta alta en
grasa la que condicioné efectos desfavorables en los lipidos.
Palabras clave: Antecedente familiar de diabetes mellitus tipo 2,
Lipemia posprandial, Apolipoproteinas, Triglicéridos.

INTRODUCCION

Se ha descrito que la presencia del antecedente familiar
de diabetes mellitus tipo 2 en primera linea puede originar en
etapas preclinicas una serie de anormalidades metabdlicas,
dentro de las que se incluyen trastornos en la secrecién y ac-
cién de la insulina (1,2). Estas alteraciones pueden anteceder
por muchos afios a la aparicién de intolerancia a la glucosa y
de diabetes mellitus tipo 2 (3,4). Dentro de las anormalidades

SUMMARY . Effect of a high fat or high carbohydrate breakfast
on postprandial lipid profile in healthy subjects with or without
family history of type 2 diabetes mellitus. The objective of this
study was to evaluate the effect of a high fat or high carbohydrate
breakfast on postprandial lipid profile in healthy subjects with or
without family history of type 2 diabetes mellitus. A single blind,
controlled clinical trial with parallel groups was performed in 20
healthy subjects; 10 subjects with family history of type 2 diabetes
mellitus and 10 individuals without that background. Each group
was randomized to receive a high fat or high carbohidrate breakfast.
A metabolic profile that included fasting and postprandial lipids, as
well as, the assessment of insulin sensitivity were performed. Lower
high-lipoprotein cholesterol (p < 0,02) and apolipoprotein Al (p <
0,03) concentrations were found in subjects with family history of
type 2 diabetes mellitus than those without that background. In this
same above mentioned group with the high carbohydrate breakfast,
there were significant increments in apoliprotein B at minute 300 (p
< 0,03) and in triglycerides at minute 360 (p < 0,03). In the group
without family history of diabetes that received the high fat breakfast,
there were increments in triglycerides (p < 0,03) and very-low density
lipoprotein concentrations at minute 180 (p < 0,03). In conclusion,
healthy subjects with family history of type 2 diabetes showed some
atherogenic characteristics in their metabolic profile, and the high
carbohydrate breakfast produced in them increments in apolipoprotein
B and in triglycerides, meanwhile that, in those subjects without
such background the high fast breakfast produced unfavorable effects
on their lipid concentrations.

Key words: Family history of type 2 diabetes mellitus, postprandial
lipid profile, Apolipoproteins, Triglycerides.

metabdlicas observadas en individuos considerados resisten-
tes a la insulina, el trastorno mas comin del perfil de lipidos
es el aumento de triglicéridos y de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) con una reduccién en el colesterol de -
las lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), lo cual podria ser
ocasionado probablemente por un aumento en el catabolismo
de la apolipoproteina Al y por una reduccién de la lipasa
proteica (5).

La homeostasis del binomio glucosa-insulina y el meta-
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bolismo de las lipoproteinas han recibido particular atencién
dentro del sindrome de resistencia a la insulina, el cual prece-
de y predice la aparicién de diabetes mellitus tipo 2 (6). Exis-
ten factores de riesgo para diabetes mellitus tipo 2 y enferme-
dad cardiovascular que se encuentran asociados a la concen-
tracién y composicién de las diferentes fracciones de las
lipoproteinas durante el estado de alimentacién. Se ha repor-
tado que una lipemia posprandial alta y prolongada se relacio-
na con una futura enfermedad coronaria y aterosclerosis
carotidea (7).

En la actualidad, el conocimiento de la regulacién de la
lipemia posprandial es pobre, algunos autores apoyan la parti-
cipacién de la funcidn intestinal, sin embargo, ésto se encuen-
tra atin en debate. (8). Ademds, existen diferentes factores que
pueden influir en dicha regulacién, asi como en la sensibili-
dad a la insulina, como son la concentracién sérica de
triglicéridos, la tolerancia a la glucosa, la edad, el género, el
tipo de dieta, la obesidad, la distribucién de la grasa corporal
y el genotipo de apolipoproteina E (8, 9).

Hasta el momento no se encuentra definido el efecto que
tiene una dieta mal balanceada en sus componentes sobre el
perfil de lipidos en sujetos de alto riesgo y que pudiera culmi-
nar en el futuro en un aumento de aterosclerosis y enfermedad
de arterias coronarias (7).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efectode un

desayuno con alto contenido en grasa o en carbohidratos sobre
el perfil de lipidos posprandial en individuos sanos con y sin
el antecedente familiar en primera linea de diabetes mellitus
tipo 2. ’

MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo un ensayo clinico, ciego simple, controla-
do con grupos paralelos, en 20 sujetos jévenes (edad entre 18
y 26 afios) voluntarios sanos y no obesos [indice de masa cor-
poral (IMC) entre 18 y 25 kg/m?]. Diez participantes tenian
antecedente familiar en primera linea por cualquiera de las
dos ramas de diabetes mellitus tipo 2 y 10 sujetos carecian de
dicho antecedente familiar, confirmado por historia clinica,
glucosa en ayuno y, en caso necesario, curva de tolerancia
oral a la glucosa. No existia el antecedente familiar de enfer-
medad coronaria prematura. Los sujetos se seleccionaron de
la zona metropolitana de la ciudad de Guadalajara y corres-
pondieron a un estrato socio-econémico de nivel medio (10).
Ninguno tenfa antecedente de sedentarismo o actividad fisica
importantes. El peso corporal de todos los individuos se ha-
bfa mantenido estable durante los tres meses previos al estu-
dio. Se corroboré el estado de salud mediante una historia
clinica y un examen fisico completos, incluyendo presién
arterial < 140/90 mmHg y glucosa en ayuno < 6,1 mmol/l.
Ninguno de los participantes ingeria medicamentos que pu-
dieran afectar el metabolismo de lipidos o carbohidratos.
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Todos los participantes consumieron una dieta isocalérica
calculada entre 25 y 30 kcal/kg de peso que contenfa mas de
250 g de carbohidratos por dia, durante los tres dfas previos a
la prueba de sensibilidad a la insulina y ninguno consumid
grasa de origen animal 24 h antes de la valoracién de lipidos.
En las mujeres participantes los estudios se realizaron duran-
te la fase folicular (dias 3 a 8) del ciclo menstrual. Todas las
pruebas se llevaron a cabo a las 8:00 a.m. después de un ayu-
no nocturno de 12 h. '

A todos los sujetos se les registrd el peso y la talla con
ropa ligera y sin zapatos. La talla se determind con aproxi-
macién al medio centimetro més cercano con el sujeto de pie.
El IMC se calculd con el peso (en kilogramos) dividido entre
la talla al cuadrado (en metros). La presién arterial se evalué
después de un periodo de reposo de 5 minutos con el sujeto
sentado, con un esfigmomanémetro de mercurio estdndar y
por el mismo investigador; la presién diastdlica fue conside-
rada con el V ruido de Korotkoff.

En una habitacién tranquila del hospital participante, en
posicién deciibito supino, a todos los voluntarios se les extra-
jo una muestra sanguinea venosa la cual se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente
se centrifugd para separar el suero en dos alicuotas. La pri-
mera alicuota se utilizé para determinar en suero creatinina,
dcido trico, glucosa, colesterol total, HDL-C, triglicéridos y
apolipoproteinas Al y B; la segunda se congel6 a -20° C para
determinar en un lapso no mayor a 30 dias la concentracién
de insulina sérica. Durante el primer dia de pruebas se estimé
la sensibilidad a la insulina por medio de la prueba de supre-
sién a la insulina modificada con octreétido (11), que consis-
tié en una infusién intravenosa durante 180 minutos con glu-
cosa a 6 mg/kg/min, insulina regular (Humulin R, Ely Lilly
Co. México) a 0,77 mU/kg/min y octreétido (Sandostatina,
Novartis Farma, México) a 0,5 ug/min precedida por un bolo
de 25 pg. Se tomaron muestras sanguineas a los 0, 30, 60,
120, 150, 160, 170 y 180 minutos para la medicién de gluco-
sa e insulina y con el promedio de los valores de las iltimas
cuatro determinaciones de glucosa e insulina se calculé el
estado estacionario de glucosa (EEG) y el estado estaciona-
rio de insulina (EEI). El EEG se utiliz6 para estimar la sensi-
bilidad a la insulina en los voluntarios.

Tres o cuatro dias después de la realizacién de la prueba
de sensibilidad a la insulina, los voluntarios regresaron al hos-
pital y se llevé a cabo la medicién de lipidos posprandiales.
Previa asignacién al azar, a los individuos de cada grupo se
les suministré un desayuno matutino con alto contenido en
grasa o en carbohidratos. El desayuno alto en grasa consistié
en un platillo preparado con huevo, verdura y aceite vegetal,
acompaifiado con tortilla de maiz y café endulzado con 0.8 g
de endulzante bajo en calorias (Canderel, Mex.). Este desa-
yuno de 312 kcal estaba compuesto por 12,5 g (16,0%) de
carbohidratos, 19,9 g (25,5%) de proteina y 20,3 g (58,5%)
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de grasa total, de la cual 32,7% era saturada, 48,5%
monosaturada y 14,1% poliinsaturada con 822 mg de
colesterol (4,7%). El desayuno con alto contenido en
carbohidratos consisti6 en jugo de naranja, fruta, pan con
mermelada y café endulzado con 0,8 g de endulzante bajo en
calorias (Canderel, Mex.). Dicho desayuno de 298,2 kcal es-
tuvo compuesto de 69,4 g (91,9%) de carbohidratos, 5,3 g
(7,0%) de protema y 0,38 g (1,1%) de grasa total, de la cual
36,9% era saturada, 19,8% monosaturada y 43,3%
poliinsaturada sin colesterol. Antes de la administracién del
desayuno se colocé un catéter venoso con heparina el cual
fue utilizado para la toma de muestras sanguineas, previa ex-
traccién de 1 ml de sangre de desecho. Se tomaron muestras
de sangre antes del desayuno y cada hora posteriormente en 6
ocasiones para la medicién de colesterol total, HDL-C,
triglicéridos y apolipoproteinas Al y B. No se permitié la
ingesta de alimentos o liquidos durante ese lapso de tiempo.

La glucosa sérica se determiné mediante la técnica de glu-
cosa-oxidasa. Los lipidos (colesterol total, HDL-C y
triglicéridos) y el dcido drico se midieron por métodos
enziméticos. En particular el HDL-C se determiné después
de una precipitacién selectiva de la fraccién no HDL. La
creatinina sérica se midié mediante un procedimiento
colorimétrico basado en la reaccidn de Jaffé. Todas las deter-
minaciones se realizaron utilizando los equipos comerciales
disponibles (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Germany) con un error intra e inter-ensayo menor al 3%. Las
concentraciones de insulina sérica fueron cuantificadas con
técnica estandar de radioinmunoanilisis (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, California, USA) con coeficiente
de variacion intra e inter-ensayo de 4,4% y 6,9% respectiva-
mente. Las apolipoproteinas Al y B se determinaron median-
te nefelometria bajo las indicaciones sugeridas por el labora-
torio. El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL-
C) se estim6 mediante la férmula de Friedewald (LDL-C =
colesterol total - HDL-C - triglicéridos/5) y las VLDL se cal-
cularon como triglicéridos/5.

Estadistica. El tamafio de muestra de 5 voluntarios por
grupo fue calculado con la férmula para ensayos clinicos (12),
con un nivel de confianza de 95%, un poder de 80% y una
diferencia esperada del doble de la desviacién estindar ob-
servada para cada una de las determinaciones de lipidos. To-
dos los valores se expresan en unidades internacionales y se
presentan en media y desviaci6n estdndar. El drea bajo la cur-
va se calculé para los lipidos con la férmula de poligonos. Se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar grupos
no relacionados, una vez transformados los valores a escala
ordinal y se consideré un nivel de significacién estadistica
con un valor de p < 0,05, lo cual fue llevado a cabo con ayuda
del programa SPSS, versién 10.0.

A todos los participantes se les inform6 con anticipacién
de los procedimientos y posibles inconvenientes del estudio y
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se obtuvo su consentimiento informado por escrito. El estu-
dio fue aprobado por el Comité de Etica del hospital y cum-
pli6 con las normas establecidas para realizar investigaci6n
en seres humanos.

RESULTADOS

EI grupo con historia familiar de diabetes mellitus tipo 2
se conformé de 5 mujeres y S hombres; el grupo que carecia
de dicho antecedente familiar consisti6 en 6 mujeres y 4 hom-
bres. La edad fue similar entre ambos grupas, 21,4 +2,7 para
el de antecedente y 20,6 + 0,8 afios para el que carecia de la
historia familiar de diabetes (p =0,87). EIIMC fue de 232 +
1,9 en los sujetos con antecedente y de 23,2 + 1,3 kg/m? en
los sujetos sin antecedente (p = 0,82). Ambos grupos fueron
similares en sus cifras de presién arterial, tanto sist6lica 114
+4y111 +7 (p = 0,41) como diastflica 75+ 6y 73 + 7
mmHg (p = 0,48), con y sin antecedente familiar de diabetes,
respectivamente. -

Como se muestra en la Tabla 1, el HDL-C y la
apolipoproteina Al fueron menores en el grupo con el ante-
cedente familiar de diabetes y no existieron diferencias signi-
ficativas entre ambos grupos en el resto del perfil de lipidos,
en glucosa, icido Urico, creatinina e insulina séricos, asf mis-
mo, no se presentaron diferencias significativas en lo que res-
pecta al EEG (sensibilidad a la insulina) y al EEL

TABLA1
Perfil metabdlico de ayuno en los individuos con y sin
antecedente familiar de diabetes mellitus tipo 2

Sin Con P
antecedente  antecedente
Glucosa (mmol/l) 50+04 5205 0,42
Insulina (pmol/l) 102,6 +36,1 928+294 0,13
Colesterol total {(mmol/l) 4,6+0,8 42+0,8 0,38
HDL-C (mmol/l) 1,6 0,3 1,2+0,2 <0,03
VLDL (mmol/1) 0,5+0,2 0,4+0,1 0,67
LDL-C (mmol/l) 2,4+0,6 2,5+0,7 0,88
Triglicéridos (mmol/1) 1,1 0,6 1,004 0,67
Apolipoproteina A1 (mg/dl) 144,3 £27,5 116,7+24,0 <0,04
Apolipoproteina B (mg/dl) 77,5%+16,7 78,4+207 094
Creatinina (umol/l) 78,6 + 14,1 786132 1,00
Acido trico (umol/l) 318,8 + 38,6 343,7+957 0,62
EEG (mmol/l) 7525 72+2,6 0,54
EEI (pmol/l) 313,1+£117,9 2899x434 0,88

HDL-C: Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad.
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

LDL-C: Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad.
EEG: Estado estacionario de la glucosa.

EEI: Estado estacionario de la insulina.
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En la Tabla 2 y 3 se muestra el perfil metabdlico de ayuno
en los sujetos con y sin antecedente familiar de diabetes
mellitus tipo 2 respectivamente; donde se observa que existi6
una mayor concentracién de apolipoproteina B en el grupo
con antecedente de diabetes (p < 0,05) y de 4cido trico en los
sujetos sin antecedente de diabetes (p < 0,01) en los indivi-
duos que recibieron el desayuno con alto contenido en
carbohidratos.

TABLA2
" Perfil metabdlico de ayuno en los sujetos con antecedente
familiar de diabetes mellitus tipo 2

Grupo con Grupo con P
desayuno - desayuno
alto en grasa alto en
carbohidratos
Género (f/m) 372 273
Glucosa (mmol/l) 5,0+0,0 5407 0,34
Insulina (pmol/T) 84,2 +16,5 82,0+283 091
Colesterol total (mmol/l) 3,7+0,6 47+0,5 0,07
HDL-C (mmol/) 1,104 1,3£0,0 0,34
VLDL (mmol/1) 0,3+00 0,5+0,1 0,25
LDL-C (mmol/l) 21+02 28107 0,07
Triglicéridos (mmol/1) 0,8+0,0 1,1 +0,3 0,25
Apolipoproteina A-1 (mg/d1)108,8 £+42,2 124,6+4,9 0,24
Apolipoproteina B (mg/dl) 66,9 + 22,1 89,8+253 «0,05
Creatinina (umol/l) 81,3+£0,0 76,0+18,5 0,66
Acido trico (umol/]) 321,1+£92,5 366,3+54,1 0,34
EEG (mmol/l) 76+22 6,9+22 0,34
2789+243 3009x27 025

EEI (pmol/l)

HDL-C: Colesterol de las lipoprotefnas de alta densidad.
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

LDL-C: Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad.
EEG: Estado estacionario de la glucosa.

EEI: Estado estacionario de la insulina.

En el grupo con antecedente familiar de diabetes mellitus,
el desayuno con alto contenido en carbohidratos aument6
significativamente la concentracién de apolipoprotefna B en
el minuto 300 al compararse con la obtenida posterior al de-
sayuno alto en grasa (88,5 22,6 vs. 62,1 + 8,3 mg/d], respec-
tivamente; p < 0,03). Asf mismo, los triglicéridos alcanzaron
un valor mé4s alto al minuto 360 en el grupo que recibié un
desayuno alto en carbohidratos al compararse con los del gru-
po que recibié un desayuno alto en grasa (1,1 +0,2 vs. 0,6 +
0,1 mmol/l, respectivamente p < 0,03). No existieron diferen-
cias significativas en el resto del perfil de lipidos (colesterol
total, VLDL, LDL-C, HDL-C y apolipoproteina Al) en las
mediciones de cada hora, ni en sus 4reas bajo la curva, al com-
parar ambos tipos de desayuno (datos no mostrados).
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TABLA3
Perfil metabélico de ayuno en los sujetos sin antecedente
familiar de diabetes mellitus tipo 2

Grupo con Grupo con P
desayuno desayuno
alto en grasa alto en
carbohidratos

Género (f/m) 4/1 273
Glucosa (mmol/l) 50x0,5 50+0,7 1,00
Insulina (pmol/1) 103,8+18 101,3+478 0,75
Colesterol total (mmol/l) 48+04 44 +0,1 0,46
HDL-C (mmol/1) 1,6 +0,7 1,6+0,3 0,75
VLDL (mmol/1) 0,502 04+00 0,91
LDL-C (mmol/1) 2,6+1,0 23+0,.2 0,60
Triglicéridos (mmol/l) 12+04 1,0+ 0,0 0,91
Apolipoproteina A-1 (mg/dl) 152,2+7,0 136,4+24,7 0,25
Apolipoproteina B (mg/dl) 82,1 +7,7 729+178 0,34
Creatinina (umol/l) 760+62 81,361 045
Acido tirico (umol/l) 286,6 +0,0 350,9+29,1 <001
EEG (mmol/l) 83+38 67+1,6 0,34
EEK(pmol/l) 315,7+568 3106+12 0,46

HDL: Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad.
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

LDL: Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad.
EEG: Estado estacionario de la glucosa.

EEI: Estado estacionario de la insulina.

En el grupo sin antecedente familiar de diabetes, el desa-
yuno con alto contenido en grasa, aument6 en forma signifi-
cativa la concentracién de triglicéridos al minuto 180 al com-
pararse con la concentracién del grupo con desayuno alto en
carbohidratos (1,96 + 0,8 vs. 1,76 + 0,2 mmol/l, respectiva-
mente; p < 0,03). Asimismo, las VLDL al minuto 180 alcan-
zaron un valor mayor en el grupo con desayuno alto en grasa
al compararse con las del grupo que recibi6 un desayuno alto
en carbohidratos (0,9 + 0,4 vs. 0,4 £ 0,1 mmol/l, respectiva-
mente; p < 0,03). No existieron diferencias significativas en
el resto del perfil de lipidos (colesterol total, LDL-C, HDL-
C, apolipoproteinas Al'y B) en las mediciones de cada hora,
ni en sus areas bajo la curva, al comparar ambos tipos de
desayuno (datos no mostrados).

DISCUSION

Se ha observado la existencia, en diferente magnitud, de
modificaciones en el perfil de lipidos en hijos de pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 (13) y aunque se ha estipulado
que el factor genético es la causa més importante (14), los
factores ambientales indicardn la pauta de aparicién de la
enfermedad en el futuro (15). Uno de esos factores ambientales
es el consumo de alimentos de la poblacién, donde la ingesta
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de los nutrientes y, sobre todo, el balance energético aportado
por las grasas y carbohidratos juegan un papel importante (16).
El presente estudio mostré que los individuos sanos con
antecedente familiar de diabetes mellitus tipo 2 presentaron
disminucién de los lipidos conocidos como protectores de
enfermedad cardiovascular, a diferencia de su contraparte sin
el antecedente, aunque los valores se mantuvieron dentro de
los rangos normales. Asf mismo, la respuesta ante la ingesta
de alimentos varid entre ambos grupos, donde el desayuno
alto en carbohidratos en aquellos con el antecedente familiar
de diabetes y el desayuno alto en grasas en aquellos sin dicho
antecedente ocasionaron un aumento de lipidos que se han
asociado a ateroesclerosis temprana. Lo anterior pone en
evidencia ld participacién de factores genéticos en la expresién
de los lipidos y la influencia que tienen los factores ambientales
en la modificacién de sus concentraciones sanguineas.
Hasta el momento actual, no se ha definido la participacién
que la lipemia posprandial, fuertemente ligada a la génesis de
la enfermedad arterial coronaria (17), juega en la diabetes
mellitus, debido a que la mayoria de los estudios realizados
para demostrarlo utilizan dietas fuera de los estindares
considerados como normales, durante periodos variables de
tiempo y con la adicién de algiin tipo especifico de grasa (6,18).
Existen reportes donde la administracién de una dieta alta
en colesterol en sujetos con hipertrigliceridemia ha llegado a
alterar la respuesta posprandial de los lipidos, incluyendo a la
apolipoproteina B (6,19). Estudios en ratas sometidas a dietas
con alto contenido en grasas saturadas muestran
hipercolesterolemia reversible aunada a un aumento en la
apolipoproteina A1 al afiadir ciertos tipos de grasas no satura-
das (18). Existe evidencia en la literatura que concuerda con
nuestros hallazgos, en donde la ingesta alta en carbohidratos
se relaciona con aumento en la concentracion de triglicéridos
en grupos seleccionados, como pacientes diabéticos de reciente
inicio o individuos con ganancia de peso; asi mismo, cémo
una ingesta de alimentos con alto contenido en grasas satura-
das se asocia con aumento en la concentracién de LDL-C en
aquellos sujetos con diabetes mellitus reciente y no asi en aque-
llos con larga evolucidn de la enfermedad (20). Por lo tanto,
con estos estudios en humanos y en modelos animales se de-
muestra que la concentracién de los lipidos posprandiales
puede ser alterada por el tipo de dieta y su perfodo de admi-
nistracidn, asf como por los estados patolégicos subyacentes.
Aunque el efecto de algunas apolipoproteinas, como la A
IV, es actuar como inhibidoras de la absorcién de grasa de la
dieta (21), estados crénicos pueden bloquear esta respuesta
en dietas con alto contenido en grasas, lo que predispone a
obesidad con la consecuente enfermedad aterosclerosa (22).
Las dietas altas en grasa también influyen en forma aguda
sobre el endotelio vascular al disminuir su reactividad, sin
embargo, los mecanismos que participan se desconocen (23).
Se hareportado que el estado posprandial de los lipidos juega
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un papel fundamental en la enfermedad de arterias coronarias,
no solo por la hipertrigliceridemia posterior a la ingesta de
alimentos, sino también por una respuesta anormal de los
vasos sanguineos ante un aumento de substancias endégenas
que producen espasmo arterial como los radicales libres de
oxigeno, al desactivar el 6xido nitrico (24).

Coincidimos con otros autores, en que el tener un antece-
dente familiar de diabetes mellitus se asocia con disminucién
en la concentracién de los lipidos que son protectores para la
formacidn de ateromas y que el comportamiento posprandial
ante una dieta mal balanceada en sus componentes pudiera
contribuir en un futuro al desarrollo de alteraciones en la fun-
cién cardiovascular (6,13,24,25). Sin embargo, es de sefialar
que el contenido de proteinas en los desayunos suministrados
en nuestro estudio fue diferente y su efecto sobre el perfil de
lipidos no es posible de analizar con el presente disefio.

La mayor concentracién de 4cido drico sérico en ayuno de
los individuos sin antecedente familiar de diabetes que recibie-
ron desayuno alto en carbohidratos probablemente se debid a
una mayor proporcién de mujeres en el grupo que recibi6 desa-
yuno alto en grasas. Por esta misma razén, algunas otras medi-
ciones clinicas y de laboratorio pudieran verse afectadas por el
género, lo cual es una limitante que debemos reconocer en el
presente estudio, ya que para realizar un andlisis estratificado se
requerirfa un aumento significativo en el tamaiio de la muestra.

Aunque los individuos fueron asignados al azar, fue ma-
yor la concentracién inicial de la apolipoproteina B encontra-
da en los individuos con antecedente familiar de diabetes que
recibieron desayuno alto en carbohidratos y no tenemos ex-
plicacién plausible para ello. Este diferente comportamiento
metabdlico quiza dificulte la correcta interpretacién de los re-
sultados y limite las conclusiones, sin embargo, nos estimula
a pensar sobre las diferentes respuestas que pudieran apare- -
cer en los sujetos de alto riesgo sobre su perfil de lipidos.

En conclusidn, los jovenes sanos con el antecedente fami-
liar de diabetes mellitus tipo 2 mostraron algunas caracteristi-
cas aterogénicas en su perfil de lipidos y un desayuno con
alto contenido en carbohidratos ocasioné un aumento en la
apolipoproteina B y en los triglicéridos; mientras que en los

-jovenes sin el antecedente familiar fue la ingesta alta en grasa

la que condiciond efectos desfavorables en los lipidos. Son
necesarios mas estudios especificos y con mayor tamafio de
muestra que permitan ratificar y complementar los presentes
hallazgos, antes de poder brindar recomendaciones a la po-
blacién general como parte de la prevencién de diabetes y de
enfermedades cardiovasculares.
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RESUMEN. El objetivo del estudio fue determinar la exactitud del
IMC para diagnosticar obesidad y su capacidad de predecir 1a masa
grasa corporal en una poblacién de adultos chilenos. En 433 mujeres
(18-73 afios; IMC:19,7-69,7 kg/m?) y 264 hombres (18-83 afios;
IMC:19,1-54,8 kg/m?), se midi6 la resistencia por
bioimpedanciometria y se calculd el porcentaje de masa grasa (%MG),
aplicando las ecuaciones de Segal segin adiposidad. Se definié
obesidad con un IMC 2 30 kg/m?, y exceso de adiposidad con un
%MG 2 25% en hombres y 3 30% en mujeres. Un 60,4% de las mujeres
y 23,6% de los hombres con IMC<30 kg/m? presentaron un %MG
330 y 325%, respectivamente. Segin anélisis de sensibilidad vs.
especificidad, un IMC de 26 kg/m?en mujeres y de 30 kg/m?en
-hombres se aproxima mejor a los puntos de corte de adiposidad. Las
ecuaciones para predecir adiposidad son: %MG mujeres =
0,96%¥IMC+0,154*%edad+1,44 (©*=0,75; error estandar 3,8%); MG
hombres = 0,99*IMC+0,141*edad-9,914 (r>=0,66; error estandar
4,4%). La diferencia entre la medici6n y estimacién del MG mostrd
una gran dispersién de valores, con un intervalo de + 2ds de 7,5
%MG en mujeres y 8,8 %MG en hombres. El IMC de 30 kg/m?
muestra una baja sensibilidad para identificar individuos con exceso
de masa grasa, especialmente en mujeres. En este estudio el IMC
muestra un baja confiabilidad para estimar adiposidad a nivel
individual, particularmente en hombres y cuando el IMC es menor
de 30 kg/m?.

Palabras clave: Indice de masa’ corporal, masa grasa corporal,
impedanciometria, obesidad.

INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica caracterizada por
un aumento en la masa grasa corporal, con una fuerte
asociacién con hipertensién arterial, dislipidemia, diabetes tipo
2, cardiopatia isquémica y algunos tipos de céncer (1).

Para el diagndstico de sobrepeso u obesidad se han utilizado
habitualmente los indices de peso en relacién a la estatura,
debido a que el incremento en la grasa corporal se acompafia
usualmente de un aumento en el peso corporal total. El indice

SUMMARY. Predictive accuracy of body mass index in esti-
mating body fatness measured by bioelectrical impedance. The
aim of this study was to determinate the performance of body mass
index (BMI) for the diagnosis of obesity and as a predictor of body
fatness in adult Chilean subjects. We conducted a study in 433 women
(18-73 years old; BMI: 19.7 to 69.7 kg/m?) and 264 men (18-83 y.;
BMI: 19.1 to 54.8 kg/m?). Bioelectrical resistance was measured by
impedance method and fat mass percent (FM%) was calculated by
fatness-specific equations developed by Segal et al. Obesity was de-
fined as a BMI of at least 30 kg/m?. Increased fatness was defined by
the FM % cut-off points of at least 25% for men and at least 30% for
women. Sixty-four percent of women and 23.6% of men with BMI
below 30 kg/m? had FM% higher than 30% and 25%, respectively.
A value of BMI of 26 kg/m? in women and 30 kg/m? in men had the
best agreement to the cut-off points of fatness according to sensitiv-
ity vs. specificity analysis The following equations were developed
to predict individual fatness: women FM%=0.96* BMI+
0.154*age+1.44 (r?=0.75; standard error 3.8%); men
FM%=0.99*BMI+0.141*age-9.914 (r?=0.66; standard error 4.4%).
Differences between measured and predicted FM % presented a wide
variation, with arange of + 2 sd of 7.5% in women and 8.8% in men.
The commonly used value of BMI 330 kg/m? as a cut-off point for
obesity does not have adequate sensitivity and specificity for the
screening of increased fatness subjects, specially in women. In this
study BMI shows a low reliability as a predictor of individual body
fatness, particularly in men and in subjects with a BMI below
30 kg/m2.

Key words: Body mass index, body fat mass, biolectrical imped-
ance, obesity.

de masa corporal de Quetelet (IMC: peso/estatura?), ha sido
definido por la OMS (1), y la NIH (2), como el parimetro
para el diagndstico de sobrepeso y obesidad, considerando la
buena correlacién que éste tiene con adiposidad (3), y su fuerte

" asociacién epidemiolégica con mortalidad y morbilidad

asociada a obesidad (4,5). Sin embargo, la exactitud del IMC
para estimar la composicién corporal es discutible (6-8), siendo
afectada por el sexo, raza y edad, lo cual puede conducir a
una mala clasificacién de la condicién de obesidad (9). Es asi
como individuos diagnosticados como normales segiin IMC
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pueden tener un porcentaje de masa grasa elevado (falsos
negativos), y otros diagnosticados como obesos por un IMC>30
pueden tener un porcentaje de grasa dentro de limites normales
(falsos positivos).

Algunos investigadores han demostrado que el IMC estima
inadecuadamente el porcentaje de masa grasa al utilizar
diferentes técnicas de medici6én de composicién corporal, tales
como densitometria por inmersién (10,11), medicién de agua
corporal total por deuterio (12), o impedanciometria
bioeléctrica (6,13,14), y que los puntos de corte para definir la
obesidad de acuerdo al porcentaje de masa grasa, corresponden
a valores de IMC inferiores a 30 kg/m?, tanto en poblaciones
predominantemente caucésicas (11-13), -como en distintos
grupos raciales asiaticos (14,15).

El presente estudio se desarroll$ para determinar la exactitud
del IMC para diagnosticar correctamente obesidad y su
capacidad de predecir la adiposidad medida por
impedanciometria bioeléctrica.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Se estudi6 a 433 mujeres (65 normopeso, 157 con sobrepeso
y 211 con obesidad), y 264 hombres (23 normopeso, 87 con
sobrepeso y 154 con obesidad), mayores de 18 afios. Los
controles (C), fueron sujetos voluntarios sanos con IMC entre
18,5 y 24,9 kg/m*. La muestra de individuos con sobrepeso
(IMC 25-29.,9 kg/m?), y obesidad (IMC igual o mayor a 30
kg/m?), fue obtenida entre los consultantes a un programa de
tratamiento de obesidad, en los cuales se midié la composicién
corporal por impedanciometria previo al inicio del plan de
reduccién de peso. '

Evaluacién antropométrica y de composicion corporal

Se midi6 el peso (kg), utilizando una balanza de palanca
(Detecto®), con una precisién de 0,1 kg., y la estatura (m),
con un cartabén adosado a la balanza, para calcular el indice
de masa corporal (IMC= kg/m?). Se midi6 la composicién
corporal mediante impedanciometria bioeléctrica (16,17), con
un impedanciémetro tetrapolar de monofrecuencia (50 kHz),
Biodynamics modelo 310 (Biodynamics Corp. Seattle, Wash-
ington, USA). Se solicité al paciente no haber ingerido alco-
hol, café, ni bebidas cafeinadas el dia anterior al examen, asi
como abstenerse de actividad fisica intensa y encontrarse en
ayuno por al menos 6 horas. Con el sujeto en decibito se
colocaron electrodos en la mano derecha, en posicién distal, 1
cm. sobre los nudillos y proximal inmediatamente sobre el
extremo distal del cibito, y en el pie derecho 1 cm. sobre los
ortejos (electrodo distal), y en la zona media de la linea que
une los maléolos lateral y medial (electrodo proximal). En
estas condiciones se obtuvo una medicién de la resistencia

(R). La masa libre de grasa (MLG) y el porcentaje de masa
grasa (%MG) fueron calculados aplicando las ecuaciones de
Segal especificas segin adiposidad (18):

- mujeres delgadas: MLG (kg)=6,4602 (T?) - 0,01397 (R)
+ 0,42087 (P) + 10,43485

- mujeres obesas: MLG (kg)=9,1186 (T?)~- 0,01466 (R) +
0,2999 (P) - 0,07012 (E) + 9,37938

- hombres delgados: MLG (kg)=6,6366 (T?)-0,02117 (R)
+0,62854 (P) - 0,1238(E) + 9,33285

- hombres obesos: MLG (kg)=8,858 (T?)~ 0,02999 (R) +
0,42688 (P) — 0,07002 (E) + 14,52435

Dénde: T, talla (m); R, resistencia (ohms); P, peso (kg); E,
edad en afios. ’

En sujetos no claramente delgados ni obesos (IMC entre 25
y 30 kg/m?), se aplicé el valor promedio de las 2 ecuaciones,
segiin el método recomendado por Stolarczyk y cols. (19),
para poblaciones heterogéneas. Estas ecuaciones han sido
validadas con densitometria con el mayor tamafio muestral
de una poblacién heterogénea (n=1567), con un amplio rango
de edad (17-62 aiios), y %MG (3-56%). Ademis, han sido
revalidadas en poblacién caucisica (20-21), multirracial e
hispana (22,23), al compararlas con mediciones mas directas
de composicién corporal (€j. densitometria, DEXA, deuterio).

Definicién de obesidad segiin porcentaje de masa grasa
Para el diagnéstico de obesidad segin adiposidad se

utilizaron como puntos de corte un %MG igual o mayor de

25% en hombres (9, 24), o igual o superior a 30% en mujeres

13).

Anailisis estadistico

Todos los pardmetros son expresados como promedio y
desviacién estandar ajustados por edad. Se confeccionaron
tablas de sensibilidad y especificidad para distintos puntos de
corte de IMC, independientes en hombres y mujeres, para
luego graficar en curvas R.O.C. (Receiver Operator Charac-
teristic). Se fij6 el mejor punto de corte como aquel IMC mas
cercano al dngulo superior izquierdo de la gréfica de la curva
ROC (25). Se efectudé analisis de regresién simple y
multivariado entre el %MGs (variable dependiente), y el IMC
y edad (variables independientes), y el %#MG estimado por
las ecuaciones de regresién se compar6 con el %MG medido
con el anélisis de Bland y Altman, con limites de concordancia
en = 2 desviaciones estindar del residual (26). Se utiliz6 el
programa estadistico Jandel Sigma Stat, versién 2.0
(Copyright® 1995, Jandel Corp.), y un nivel de significancia
de 5% (p< 0,05).
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RESULTADOS

Las caracteristicas de los sujetos estudiados se muestran en
la Tabla 1. Un 49% de las mujeres y 58% de los hombres
presentan un IMC igual o mayor de 30 kg/m?2 . Ninguna mujer
con IMC > 30 kg/m2 presenta un %MG inferior a 30%, en
cambio 29 de 154 hombres (19%) con IMC > 30 kg/m2
presentan un %MG inferior a 25%. Por otro lado, un 60,4%
de las mujeres y 23,6% de los hombres con IMC < 30 kg/m2,
tienen un %MG que los califica como obesos segiin el criterio
de adiposidad (>30% y >25 %MG, respectivamente).

TABLA1
Caracteristicas generales y composicién corporal
de la poblacién estudiada

Mujeres (n=433) Hombres (n=264)
Variable  Promedio DS Rango Promedio DS Rango

Edad (afos) 364 11,9 18-73 36,3 12,1 18-83
IMC (kg/m?) 30,7 6,1 19,7-69,7 31,7 5,7 19,1-548

MLG (kg) 482 64 338-799 689 97 402-1068

% MG 36,5 76 18,5-563 26,7 7,6 9,1-405
Resistencia
(ohms) 468 90,5 269-842 413 73,0 243-733

IMC: indice de masa corporal; MLG: masa libre de grasa; % MG:
porcentaje de masa grasa.

En la Tabla 2 se muestra la sensibilidad y especificidad de
distintos puntos de corte de IMC para diagnosticar obesidad
segun el criterio de adiposidad descrito. El menor IMC en el
cual se detectan casos con obesidad segiin %#MG determinado
por impedanciometria es 22 y 26 kg/m* en mujeres y hombres,
respectivamente (100% de sensibilidad). El menor IMC sobre
el cual todos los casos corresponden a obesidad segin 2MG
es 30 y 37 kg/m* en mujeres y hombres, respectivamente
(100% de especificidad).

El anélisis de las curvas ROC (Figuras 1 y 2), muestra que
el IMC es mds adecuado para discriminar adiposidad en
mujeres (Figura 1), que en hombres (Figura 2), considerando
el criterio de mayor drea bajo la curva o de la curva més cercana
al punto de sensibilidad y especificidad de 100%. E1 IMC con
mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad estd
alrededor de 26 kg/m? en mujeres (sensibilidad= 90,1%;
especificidad= 92,6%), y cercano a 30 kg/m? en hombres
(sensibilidad= 82,8%; especificidad= 81,2%).

TABLA2 ]
Sensibilidad y especificidad de distintos puntos de corte
de indice de masa corporal (IMC), para diagnosticar
obesidad usando como criterio la adiposidad medida
por impedanciometria

Mujeres Hombres
IMC Sensibilidad Especificidad IMC Sensibilidad Especifici-
(kg/m?) (kg/m?) dad

2 100,0 81,0 26 1000 . 651
23 99.4 82,7 27 98,0 66,4
24 - 98,3 86,5 28 954 70.6
25 95,7 89,7 29 89,4 758
26 90, 92,6 30 82,8 81,2
27 843 94,8 31 73,5 83,5
28 75,1 97,0 32 66,2 885
29 68,4 98,3 33 59,6 90,9
30 61,2 100,0 34 49,0 94,9

35 404 96,8

36 32,5 98.0

37 26,5 100,0

Sensibilidad: proporcién positivos verdaderos (adiposidad aumentada),
correctamente identificados por IMC; Especificidad: proporcién de casos
identificados por IMC que son positivos verdaderos.

FIGURA 1
Curva ROC (Receiver Operator Characteristic),
para el indice de masa corporal (IMC) como indicador
de obesidad en mujeres
especificidad (%)
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Estimacién de la adiposidad

Las ecuaciones de regresién con mayor coeficiente de
correlacién para estimar el porcentaje de masa grasa son
aquellas que incluyen el IMC y la edad como variables
independientes y separadas por sexo: en mujeres %MG=
(0,959*IMC) + (0,154*edad) + 1,44 (r*=0,75; error
estindar=3,76); en hombres %MG=(0,993*IMC) +
(0,141*edad)- 9,914 (r*> =0,66; error estidndar=4,41).
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FIGURA 2
Curva ROC (Receiver Operator Characteristic),
para el indice de masa corporal (IMC), como indicador
de obesidad en hombres

especificidad (%)
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En las Figuras 3 y 4 se analizan segin Bland-Altman las
diferencias entre el %MG medido y el valor estimado por
ecuaciones de regresion en hombres y mujeres,
respectivamente. La dispersion de los residuales (diferencia
entre medicion y estimacion), es mayor en hombres que en
mujeres (2 DS= 8,8 vs 7,5 %MG, respectivamente), y
disminuye a mayor IMC tanto en hombres como en mujeres.

FIGURA 3
Diferencia entre el porcentaje de masa grasa medido
por impedanciometria (%MG), y el valor estimado
segun indice de masa corporal y edad en 264 hombres
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FIGURA 4
Diferencia entre el porcentaje de masa grasa medido
por impedanciometria (%MG), y el valor estimado
segun indice de masa corporal y edad en 433 mujeres
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Numerosos estudios muestran que el indice de masa corpo-
ral puede inducir a errores en la prediccion de la adiposidad a
nivel individual. Algunos sujetos, especialmente hombres,
pueden ser clasificados como obesos con el célculo de un
IMC igual o mayor de 30 kg/m2 siendo que presentan un
porcentaje de masa grasa medido menor al valor maximo
sugerido de 25% (falsos positivos). Esta circunstancia se
observa en un 33% de los hombres evaluados por Wellens y
cois, mediante densitometria por inmersién (11). En nuestra
serie alrededor de 19% de los hombres con IMC igual o mayor
de 30 kg/m2presentan un %MG menor de 25%. Esta
discordancia entre el IMC y el porcentaje de masa grasa puede
explicarse en parte por las diferencias en la composicion cor-
poral relacionadas con el nivel de actividad fisica o con
factores raciales. Al respecto, Ross y cois. (27), han observado
que a un nivel determinado de IMC la masa grasa total y ab-
dominal, evaluada por pliegues cutaneos y circunferencia de
cintura, es menor en sujetos con mayor grado de entrenamiento
cardiorespiratorio. Estas observaciones han sido confirmadas
recientemente en el estudio de Janssen y cois. (28), con
menores valores de masa grasa corporal total medida por
densitometria por inmersion, y de grasa abdominal subcuténea
y visceral evaluada por tomografia computada, en mujeres y
hombres con mayor nivel de entenamiento cardiorespiratorio.
Es probable que en sujetos con mayor nivel de actividad fisica,
un aumento en la masa magra contribuya parcialmente al
exceso de peso y a un mayor indice de masa corporal.

Por otro lado, una proporcion importante de mujeres con
IMC menor de 30 kg/m2tienen un %MG por sobre los nive-
les aceptables. Entre las mujeres con IMC menor de 30 kg/
m2, un 88% tienen un %MG igual o superior a 33% en el
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estudio de Wellens y cols. (11), y un 46% presenta un MG
mayor de 30% en el andlisis de Frankenfield y cols. (13). En
nuestra muestra esta situacién se observa en cerca de 60% de
las mujeres, confirmando la nocién de que en mujeres la obe-
sidad debiera diagnosticarse con algiin punto de corte de IMC
menor a 30 kg/m?.

Puntos de corte segiin indice de masa corporal versus por-
centaje de masa grasa

-A nivel colectivo existe concordancia entre diversos estu-
dios en que el punto de corte para el IMC en 30 kg/m? corres-
ponde a niveles de adiposidad muy elevados, especialmente
en mujeres. En un estudio multicéntrico publicado por
Gallagher y cols. (29), en el cual se estimé el %MG por un
método de 4 compartimentos, se observé que un IMC de 30
kg/m? corresponde a un %MG de 39% o méis en mujeres
caucésicas y afroamericanas mayores de 20 afios. El mismo
estudio muestra una concordancia entre el IMC de 30 kg/m?y
un %MG de 25% en hombres. En la muestra analizada por
Frankenfield y cols. (13), en 141 adultos entre 18 y 78 afios,
el IMC de 30 kg/m? concord6 con un %MG medido por
impedanciometria de alrededor de 39% en mujeres y 28% en
hombres. En nuestro estudio el mismo punto de corte se rela-
cion6 con un %MG de + 36% en mujeres y 25% en hombres.
El célculo inverso se puede efectuar para determinar a que
IMC corresponde el %2MG méximo aceptable seglin sexo. En
esta serie un %MG menor a 30% en mujeres corresponde a
un IMC menor de 24 kg/m?2.

El andlisis de las curvas R.O.C. es concordante en sefialar al
IMC de 30 kg/m?como el punto de corte adecuado para dis-
criminar un exceso de adiposidad en hombres, atin cuando su
sensibilidad y especificidad es relativamente baja (= 83 y 81%,
respectivamente). -

En mujeres el anélisis de la curva R.O.C. muestra que un
IMC de alrededor de 26 kg/m? ofrece el mejor equilibrio en-
tre una alta sensibilidad y especificidad (+ 90 y 93%, respec-
tivamente). Un IMC de 24 kg/m?, que se ajusta segin la ecua-
cién de regresién a un %MG de 30% en mujeres, presenta
una gran sensibilidad (98%), pero con una baja especificidad
que implicarfa diagnosticar a muchas mujeres falsamente como
obesas.

Prediccion del porcentaje de masa grasa a partir del IMC

La estimacidn del %MG a través de ecuaciones predictivas
que incluyan el IMC, la edad y el sexo como variables inde-
pendientes ha sido analizada por distintos investigadores, dan-
do origen a ecuaciones lineales (29,30) o cuadréticas (13). En
nuestro estudio se observé que las variables independientes
con mayor peso estadistico para predecir el %#MG en un ané-
lisis multivariado fueron el IMC y la edad. Este resultado es
concordante con la apreciacién de los distintos autores (9,30).
La confiabilidad de una ecuacién predictiva se puede obser-

var, previo a una validacién externa, observando el error
estdndar de la regresién o a través del andlisis de Bland-
Altman. Las ecuaciones obtenidas en nuestro estudio presentan
una correlacién aceptable (r* de 0,75 en mujeres y 0,66 en hom-
bres), con un error estindar de + 3,8% de MG en hombres y
4,4% en hombres. El analisis de diferencias entre el MG me-
dido y el valor estimado por férmula muestra una gran disper-
sién de los residuales especialmente en hombres (2 desviacio-
nes estdndar ~ 9% de MG), y en sujetos con IMC menor de 30
kg/m?. Lo anterior le resta valor a estas ecuaciones en su aplica-
cién préctica para predecir la adiposidad a nivel individual. Esta
baja exactitud del IMC para predecir el porcentaje de masa gra-
sa puede explicarse en parte, como se discutié previamente, por
diferencias en la composicién corporal relacionadas con el ni-
vel de actividad fisica o con factores raciales.

Limitaciones del estudio

La validez de las mediciones de masa grasa corporal me-
diante impedanciometria surge como una de las principales
limitaciones del presente andlisis. La prediccién de la masa
grasa se basa en la relacién matemadtica inversa entre la re-
sistencia del cuerpo a la conduccién de una corriente eléctri-
ca de muy baja intensidad y el contenido de agua corporal o
masa libre de grasa medidos por alguna técnica de alta
confiabilidad (deuterio o densitometria por inmersién). Es
importante que la ecuacién de prediccién de masa grasa se-
leccionada sea la mds apropiada para el grupo de sujetos a
estudiar (31), esto significa que su origen sea de una pobla-
cién semejante a aquella en que va a ser aplicada o de una
poblacién suficientemente heterogénea (raza, edad e IMC),
para ser utilizable universalmente. Las ecuaciones que pro-
veen los equipos se han originado de estudios en poblacio-
nes caucésicas, probandose posteriormente su validez en otras
poblaciones. En general se ha encontrado una buena corre-
lacién entre el %MG estimado por estas ecuaciones y las
mediciones por otros métodos como la densitometria por in-
mersién o dilucién isotépica con deuterio (17), aunque los
andlisis de concordancia muestran una subestimacién siste-
matica de la masa grasa en sujetos obesos (32). La expan-
sién del compartimento de agua extracelular en obesos da
la falsa informacién de incremento en la masa libre de grasa
y una menor estimacién de la masa grasa (33). Esta subesti-
macidn puede originarse en parte por la aplicacién de
ecuaciones cuya poblacién estudiada se compone de un es-
caso niimero de sujetos obesos, y podria disminuirse el error
con el uso férmulas apropiadas para obesos como las de Segal
y cols. (18). En un anélisis de variadas ecuaciones para esti-
mar el %MG en mujeres obesas, Fuller y cols. (34), encon-
traron un error entre —6,7% y +7,8%, con el menor error al
utilizar las ecuaciones de Segal (0,1 + 6,5%). Estas ecuaciones
tienen la ventaja adicional de incluir a sujetos en un amplio
rango de edad y, para nuestro estudio, haber sido validadas
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en poblacién hispana (22).

Auin asumiendo que exista una subestimacién del %#MG en
sujetos obesos, este error tenderia a enmascarar los resultados
obtenidos y su correcién tenderia a desplazar el punto de cor-
te de IMC hacia un valor mis bajo.

CONCLUSIONES

Las mediciones de masa grasa derivadas del andlisis de
impedanciometria muestran una baja sensibilidad del IMC de
30 para identificar a individuos con exceso de adiposidad. En
hombres se observa una concordancia entre un IMC de 30 y el
valor m4ximo desable de masa grasa, pero en mujeres un ni-
vel aceptable de adiposidad se observa con valores de IMC
mucho mds bajos (< 26 kg/m?). El IMC muestra en este estu-
dio un baja confiabilidad para predecir la adiposidad de un
individuo, especialmente en hombres y cuando el IMC es
menor de 30 kg/m?.
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RESUMEN. La influencia de la desnutricion sobre la efectividad de
un suplemento de lactobacilos vivos para prevenir y curar cuadros
de diarrea infantil se estudié sobre 200 nifios entre 6 y 24m de edad,
desnutridos (D) o controles (C) que recibieron a ciegas durante 90
dfas leche fermentada con L. Acidofilus y L. Casei (107-10%/ml) (LB)
o cantidad equivalente de leche fluida pasteurizada (L). Los episodios
de diarrea se clasificaron segtin su duracién fuera 1-4, 5-14 y diarrea
prolongada (DP) si duraba mis de 14 dias. Los 119 nifios que
completaron el estudio se dividieron en 4 grupos: D-L: n=25; D-LB:
n=32; C-L: n=27 y C-LB: n=35. Los aspectos preventivos se
evaluaron a través del numero de episodios y los terapéuticos a través
de la duracién de los mismos. Durante el estudio se registraron 134
episodios: 29 en D-L; 48 en D-LB; 37 en C-L y 20 en C-LB. Se
presentaron 12 DP, todas en los grupos L: 3 en los controles y 9 en
los desnutridos. En el grupo D-LB més del 90% de los episodios
fueron de muy corta duracién, porcentaje muy superior al de D-L y
similar al observado en C-LB. En conclusién, la leche fermentada
fue capaz de prevenir la mitad de los episodios en los controles, pero
fue ineficaz en los desnutridos; sin embargo, fue efectiva para acortar
laduracién y evitar las DP con independencia del estado nutricional.
Por ende, la desnutricion afectd los aspectos preventivos de los
lactobacilos que requieren del sistema inmune, pero no los curativos,
eminentemente locales.

Palabras clave: Diarrea, desnutricién, probiéticos, probiéticos en
desnutricién, nifios.

INTRODUCCION

El término probidtico define aquellos microorganismos no
patégenos que, cuando ingeridos, ejercen una influencia
positiva sobre la salud o la fisiologia del huésped (1). Una de
las multiples aplicaciones potenciales de los microorganismos
con caracteristicas probi6ticas reiteradamente mencionada en
la bibliografia es su efectividad para prevenir y tratar
desérdenes intestinales (2). Debido a que las diarreas de origen
diverso representan una muy alta proporcién de dichas

SUMMARY. Influence of nutritional status on the effectiveness
of a dietary supplement of live lactobacillus to prevent and cure
diarrhoea in children. The influence of undernutrition on the ef-
fectiveness of a dietary supplement of live lactobacillus regarding
prevention and treatment of infantile diarrhoea was studied on 200
children 6 to 24m old. Children, undernourished (D) or controls
(C), received for 90 days, in a blind experiment, a fermented milk
providing L. Acidofilus y L. Casei (107-10%/ml) (LB) or an equiva-
lent amount of fluid milk (L). diarrhoea episodes were recorded and
classified according duration: 1-4, 5-14 days, and protracted diar-
rhea (DP) those lasting beyond 14 days. Study requirements were
fulfilied by 119 children: D-L: n=25; D-LB: n=32; C-L: n=27 y C-
LB: n=35. Preventive aspects were evaluated through number of epi-
sodes and through their lasting the therapeutic ones. Episodes re-
corded were 134: 29 in D-L; 48 in D-LB; 37 in C-L and 20 in C-LB.
In the D-LB group over 90% episodes were very short (1-4 days),
percentage far higher to that observed in D-L and similar to C-LB .
There were 12 episodes of DP, 9 D and 3 in C, all in the L groups. In
conclusion, although the fermented milk prevent half episode in
the controls but not in the undernourished, it was able to shorter
episodes duration and prevent protracted diarrhoea irrespectively of
nutritional status. Therefore, undernutrition impaired the ability of
the lactobacillus supplement to prevent children diarrhoea, which
implicates immune system, but not curative effects which are the
result of local actions.

Key words: Probiotics, undernutrition, diarrhea, probiotics and un-
dernutrition, children.

patologias, la evaluacién en humanos de la capacidad de
alimentos fermentados con microorganismos probiéticos para
prevenirlas o curarlas se ha convertido en una de las dreas
prioritarias de las investigaciones en salud, tanto bésicas cuanto
aplicadas; la importancia del tema queda expuesta en un trabajo
de revisién publicado por de Roos y Katan segiin el cual de
49 trabajos publicados entre 1988 y 1998 sobre efectividad
de probiéticos estudia..os en humanos, 26 correspondfan a
patologias gastrointestinales y de ellos 24 tenian por tema la
prevencién o cura de las diarreas (3). Dichos trabajos,
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realizados en diversos tipos de poblaciones tuvieron el objetivo
comiin de evaluar la utilidad de suplementos de
microorganismos vivos para el manejo de las diarreas.

Entre los microorganismos a los que se les han reconocido
efectos benéficos sobre las diarreas se encuentran diversas
bacterias lacticas, entre ellas lactobacilos aislados de heces
humanas. En nuestro pais, en el Centro de Referencia para
Lactobacilos, se ha desarrollado una mezcla de L. acidophillus
y L. casei, cepa CERELA, que demostrd ser de utilidad en el
control de las diarreas agudas (4) y crénicas (5). Dicha cepa
es la utilizada para fermentar el producto estudiado en este
trabajo en el cual se busca discriminar la influencia del estado
nutricional como variable capaz de modificar la respuesta al
suplemento de lactobacilos vivos en sus aspectos preventivos
y terapéuticos sobre los cuadros de diarrea infantil.

SUJETOS Y METODOS

El estudio se realizé en forma ambulatoria excepto cuando
se presentaron cuadros de diarrea cuya severidad hiciera
necesaria la internacién. La distribucién de los productos (leche
fermentada y leche) y el control y seguimiento de los nifios se
realiz6 en dos centros asistenciales del Partido de Morén, Gran
Buenos Aires: el Hospital Posadas y el Centro de Atencién
Primaria Malvinas Argentinas -localizado en el Barrio Carlos
Gardel- de €l dependiente, una de las zonas
socioeconémicamente més precarias del Gran Buenos Aires.

Sujetos

El estudio se llev6 a cabo sobre 200 nifios entre 6 y 24 m
de edad, desnutridos de grados I o Il segiin el pardmetro Peso/
Talla %, segiin clasificacién de Ariza Macias’ (6) sin otra
patologia clinica diagnosticada al inicio del estudio (D), o nifios
antropométricamente compensados y clinicamente sanos (C),
que fueron utilizados como controles de estado nutricional.

Métodos

Los nifios fueron asignados al azar a grupos que, bajo el
sistema de doble ciego, recibieron diariamente durante los
meses de otofio e invierno -entre abril y septiembre-, durante
un minimo de 90 dfas, un suplemento dietario de L.acidofillus
y L. casei viables en 250-300 ml de una leche cultivada hasta
una concentracién de 10’108 microorganismos por mi (Grupo
LB; n=100) o una cantidad equivalente de leche fluida
pasterizada (Grupo L; n=100) para descartar eventuales efectos
del vehiculo; por la misma razén, durante el periodo del estudio
ninguno de los nifios seleccionados estaba recibiendo
alimentacién a pecho.

A lo largo del estudio se registraron todos los episodios de
diarrea, segiin normas de la Sociedad Argentina de Pediatria.
Durante los episodios se aplicaron las normas terapéuticas del
Hospital Posadas excepto en que se mantuvo la administracién
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de la dosis diaria del suplemento de lactobacilos y de la leche
fluida. Como parte de los estudios clinicos, se identificé la
causa de las diarreas que, como es habitual en la zona para
esa época del afio, fueron casi exclusivamente de origen viral.
El protocolo fue aprobado por el Comité de Docencia e
Investigaci6n del Hospital Prof. Dr. A. Posadas y por el Comité
de Docencia en Nutricién de la Sociedad Argentina de
Pediatria. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado de los padres o tutores.

Analisis estadistico '

Se realiz6 mediante el programa InStat®, GraphPad
software, versién 3.0. Para evaluar diferencia de medias entre
los grupos se utilizé el test paramétrico de ANOVA o el test
no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para evaluar diferencias
entre proporciones se utilizé el test exacto de Fisher. Las
diferencias halladas se consideraron estadisticamente
significativas a partir de un p<0.05.

RESULTADOS

Los resultados que se presentan corresponden a los 119
nifios que permanecieron en el proyecto y tuvieron
seguimiento satisfactorio durante 90 dias. De ellos 62 nifios
presentaron peso normal para la talla (C) y 57 se identificaron
como desnutridos (D) segiin el mismo criterio; 67 nifios
recibieron la leche fermentada con lactobacilos (LB) y 52 la
leche fluida pasteurizada (L) quedando constituidos cuatro
grupos experimentales: controles que recibieron leche (C-L;
n=27) o leche fermentada con lactobacilos (C-LB; n=35) y
desnutridos que recibieron leche (D-L; n=25) o leche
fermentada (D-LB; n= 32). Durante el periodo del estudio no
se registré ninguna muerte.

Prevalencia y duracién de los episodios de diarrea

Como podia esperarse dadas las caracteristicas de la
poblacién estudiada, se registré un nimero considerable de
episodios de diarrea tanto en los nifios desnutridos cuanto en
los controles. Como criterio de anilisis se tomé la duracién
en dias del episodio: 1 a4 d, 5 a 14 d, y diarrea prolongada
(DP) en el caso de que el episodio persistiera por lo menos 15
dias (7). En un primer andlisis global, en el que no se tuvo en
cuenta el estado nutricional, se obtuvieron los siguientes
resultados: el nimero total de episodios registrados fue de
134, 12 de ellos de diarrea prolongada, todos en los nifios que
consumieron leche pasteurizada. En el grupo L (n=52) se
presentaron 66 episodios y 68 en el grupo LB (n=67). En

~ total los nifios presentaron diarrea durante 543 dias, de los

cuales 416 fueron en el grupo L y 127 en el grupo LB lo que
hace que los dias promedio de diarrea por nifio incluido en el
estudio fueron 8,0 vs. 1,9; la duracién media de los episodios
fue de 6,3 vs. 1,9 dias para los grupos L y LB, respectivamente.
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Cuando al analisis se incorpord la variable estado
nutricional se obtuvieron los resultados que se muestran en la
Tabla I.Tal como puede apreciarse en ella, de los 134 episodios
77 se presentaron en los desnutridos y 57 en los no desnutridos.
Por otra parte, tanto en los desnutridos cuanto en los controles
no desnutridos se observé que los nifios del grupo L
acumularon un nimero de dias totales de diarrea que triplicaba
a los de los nifios del grupo LB, siendo aln mayor esta
diferencia en los desnutridos. El porcentaje de nifios que

presentaron algun episodio de diarrea fue muy inferior para
el grupo C-LB respecto de los otros tres grupos, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo
C-L (p = 0.0396). El nimero de episodios por nifio también
fue menor para el grupo C-LB respecto de todos los otros
grupos. Se presentaron 12 casos de DP, 9 en los desnutridos y
3 en los controles, que como ya se ha mencionado, se
presentaron todos en los grupos que recibieron leche.

TABLAI
Caracteristicas generales de las diarreas registradas durante el estudio agrupadas segun estado
nutricional y grupo experimental

Desnutridos (n=57)

Controles (n=62)

Grupo L Grupo LB Grupo L Grupo LB
n=25 n=32 n=27 n=35
Episodios totales 29 48 37 20
Nifios que presentaron algin episodio 13 18 17 12
% de nifios que presentaron diarrea 52 56 63 34
Episodios promedio por nifio 1.16 £1.34 1.50 £1.68 1.3711.36 0.57 +0.88
Dias de diarrea totales 266 75 150 52
Duracion de los episodios (dias) 9.17+8.35a 1.56+0.85 4.0515.31 2.6011.60
Episodios de diarrea prolongada 9 0 3 0
L: nifios que recibieron leche; LB: nifios que recibieron leche fermentada
"p<0.001 respecto de los grupos D-LB, C-L y C-LB.
Para analizar la influencia del estado nutricional sobre los FIGURA 1

efectos preventivos (nimero de episodios) y terapéuticos
(duracion de los episodios) los resultados se agruparon segin
un modelo 2x2: 2 estados nutricionales y 2 productos.

El aspecto preventivo de la administracion del suplemento
se muestra en laFigura 1la través de la distribucidn porcentual
de cada grupo segun el nimero de episodios de diarrea
registrados por nifio. En ella se aprecia que en los nifios
controles que recibieron el suplemento de lactobacilos el
porcentaje de los que no sufrieron ningln episodio fue muy
superior al de los otros grupos, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo C-L
(p=0.0396); ademas, se observé un desplazamiento en el
sentido de una menor acumulacion de episodios por nifio
respecto del grupo que recibié la leche fluida, registrandose
en el grupo C-LB sélo 1 nifio (3%) que sufri6 mas de 2
episodios. En el grupo C-L el porcentaje de nifios que tuvieron
mas de dos episodios de diarrea fue 5.1 veces superior a los
observados en el grupo C-LB. Sin embargo, el escaso nimero
de casos con mas de dos episodios (4 vs. 1) no permitié detectar
diferencias estadisticamente significativas.

Distribucién porcentual de cada grupo segin el nimero
de episodios de diarrea registrados por nifio

70

60
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D-L: desnutridos que recibieron leche; D-LB: desnutridos que
recibieron leche fermentada;

C-L: controles que recibieron leche; C-LB: controles que recibieron
leche fermentada.
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Cuando se aplico el mismo modelo de analisis respecto de
los efectos terapéuticos del suplemento, evaluados sobre la
base de los cambios en la duraciéon de los episodios se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 2. La
figura permite apreciar que el producto fermentado fue efectivo
para acortar la duracion de las diarreas y que este efecto fue
mucho més evidente en los desnutridos. En los nifios no
desnutridos (Figura 2a), la sustitucion de la leche fluida por la
fermentada dio por resultado un desplazamiento de las diarreas
hacia las de menor duracién y en ningdn caso se superaron los
10 dias por episodio; la efectividad fue mucho mayor en el
grupo de los desnutridos (Figura 2b), tal que las diarreas de
corta duracion alcanzaron el 98% de los casos. En este sentido
cabe destacar que el grupo D-L presentd un riesgo relativo de
28,1 de diarreas de mas de 4 dias de duracion respecto del
grupo D-LB (58.6 vs. 2.1%; p< 0.0001). A esto debe sumarse
que la eliminacién de los cuadros de diarrea prolongada dio
por resultado la disminucidén de los dias promedio de diarrea,
por nifio y por episodio.

FIGURA 2
Distribucién porcentual de los episodios de diarrea
de cada grupo segln la duracién de los mismos

2a. No Desnutridos

5 # IMr |/ C-LB

1-4 5-15 >15

Duracién de los episodios (dias)
2b. Desnutridos

Duracioén de los episodios (dias)

D-L: desnutridos que recibieron leche; D-LB: desnutridos que
recibieron leche fermentada;

C-L: controles que recibieron leche; C-LB: controles que recibieron
leche fermentada.

DISCUSION

En las Gltimas décadas del siglo XX comenzd a darse base
cientifica al muy antiguo uso tradicional de emplear bacterias
lacticas con fines de prevencion o cura de ciertas
enfermedades. Entre las multiples funciones que se han
asignado a estos microorganismos, la mas intensamente
estudiada ha sido la relacionada con la prevencion y
tratamiento de las diarreas mediante la ingestidn de alimentos
fermentados con lactobacilos y bifidobacterias (3, 8-10).
Desde la diarrea secretoria infecciosa, identificada
habitualmente con la diarrea estival a la de origen viral, o la
del viajero, pasando por la causada por la intolerancia a la
lactosa o la ingestion de antibioticos, las bacterias lacticas
han sido incluidas en multiples proyectos destinados a evaluar
su capacidad tanto para prevenir los cuadros de diarrea cuanto
para acortar su duracién cuando ésta ya se ha hecho presente
(11-13).

La diarrea ha sido considerada desde hace mucho tiempo
como una causa de desnutricién y la desnutricién como un
factor que predispone a sufrir episodios de diarrea (14, 15).
Es por eso que llama la atencion que cuando se estudia el
efecto de los lactobacilos a nivel de prevencion o cura de las
diarreas, el estado nutricional no haya sido habitualmente
tomado en consideracidn.

En un estudio previo de nuestro grupo, en el cual fue
analizada la interrelacion entre estado nutricional y efectividad
de los lactobacilos para prevenir y morigerar cuadros de
patologias de vias respiratorias, quedé demostrado que la
desnutriciéon actia como un factor capaz de limitar la
efectividad del suplemento de bacterias lacticas vivas (16).
En este trabajo hemos investigado si el estado nutricional es
capaz de ejercer un efecto similar en cuanto a la efectividad
del mismo suplemento para prevenir y modificar la duracién
de episodios de diarrea infantil.

Influencia del estado nutricional sobre la aparicion y
duracién de los episodios de diarrea

Como se ha mencionado, el efecto de la desnutricion sobre
la efectividad de los suplementos dietarios de bacterias lacticas
vivas no es una variable habitualmente tomada en
consideracion, y ain cuando se lo haga, no siempre se utiliza
un disefio nutricional adecuado para ponerlo de manifiesto.
Un buen ejemplo de esta situacion es un estudio realizado en
Per( en el cual se evalu6 la capacidad del Lactobacillus GG
para prevenir la diarrea en nifios desnutridos (17); debido a
que el disefio incluyo s6lo nifios desnutridos segun el criterio
de peso para la edad, la influencia de la variable estado
nutricional no pudo ser analizada aunque esa haya sido,
probablemente, la razén por la cual no se identific6 una
reduccién clara de los episodios de diarrea (5.21 vs. 6.02
episodios por afio) en los nifios que recibieron el probiético
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respecto de los que recibieron placebo y que la efectividad haya
sido considerada irrelevante desde el punto de vista de la salud
piblica (18). Este resultado no difiere conceptualmente del
hallado por nosotros en los grupos desnutridos pero si difiere
del comportamiento observado en los respectivos controles no
desnutridos. Por otra parte, 1a falta de reducci6én de la duracién
de los episodios en el trabajo mencionado contrasta con nuestros
resultados aunque ello podria deberse a que las diarreas que se
presentaron tenfan un promedio de 2 dias de duracién, no muy
diferente del de nuestros nifios del grupo D-LB pero si muy
inferiores a las del grupo D-L cuya duracién promedio fue
elevada debido a la presencia de los 9 casos de diarrea
prolongada; al respecto, si se eliminan del promedio los casos
de DP, los valores obtenidos son similares a los del estudio de
Perd, en ambos casos dentro del grupo de 1 a4 dias de duraci6n.

A diferencia del trabajo arriba comentado, el objetivo de
este estudio fue discriminar la influencia del estado nutricional
como variable capaz de modificar la respuesta al suplemento
de lactobacilos vivos en sus aspectos preventivos y terapéuticos
sobre los cuadros de diarrea infantil.

Lafalta de efectividad en los aspectos preventivos hallada
en los desnutridos contrasta con los resultados reportados por
Saran y Col. (19), quienes describen que un suplemento de L.
acidophylus en 50 g de cuajada por dia, durante 6 meses, fue
capaz de prevenir los episodios de diarrea, asi como también
favorecer el crecimiento en peso y en talla de los nifios en
comparacién con aquellos que recibieron un suplemento
isocaldrico. Sin embargo, en el andlisis no se ha tenido en
cuenta la gran diferencia en el contenido de proteina de alta
calidad de la cuajada respecto de un bizcocho isocaldrico,
diferencia que, a lo largo de 180 dias, pudo haber contribuido
amejorar significativamente el estado nutricional de los sujetos
en estudio respecto del de los controles. En los desnutridos de
este estudio no se observaron diferencias en el porcentaje de
nifios que sufrié més de dos episodios entre el grupo LB y el
grupo L; sf se hallaron diferencias entre los desnutridos y los
controles del grupo LB (p=0.0022).

Efectos combinados de estado nutricional y producto
recibido

En este estudio la presencia de desnutricién per se no
modificé el porcentaje de nifios que contrajeron diarrea
respecto de los controles, cuando ambos consumian leche
fluida, hecho que concuerda con observaciones de Black en
Bangladesh (20); no obstante, los desnutridos tuvieron
predisposicién a sufrir mayor nimero de episodios de diarrea
prolongada. Con la administracién del suplemento de
lactobacilos, el porcentaje de nifios controles afectados por
algin episodio de diarrea cayé practicamente a la mitad sin
que se observara un efecto similar en los desnutridos (Tabla
1); sin embargo en estos dltimos, aynque mas del 20% de los
nifios presenté més de dos episodios (Figura 1), la duracién

pas6 a ser en casi todos los episodios menor de 5 dias (Figura 2 -
b). En resumen, los resultados permiten concluir que en los nifios
no desnutridos se verific6 un efecto preventivo y curativo de los
lactobacilos siendo el primero preponderante, mientras que en
presencia de desnutricién sélo se evidenciaron los aspectos
curativos en forma mucho méis marcada que en los controles.
No se puede descartar la influencia que en esta mejoria haya
tenido la mejor tolerancia a la lactosa que es esperable en los
productos fermentados respecto de la leche, y que ha sido
observado para el producto utilizado en este estudio en adultos
con hipolactasia e intolerancia clinica a la lactosa (21).

Los resultados de este estudio confirman hallazgos previos
(16) acerca de la influencia del estado nutricional como factor
modificador de la respuesta al suplemento de lactobacilos
vivos. Estos hallazgos coinciden ademas con conocimientos
existentes sobre las relaciones entre desnutricién y mecanismos
de defensa tales como la expresién de la IgA y la inmunidad
mediada por células en las placas de peyer (22) y también la
expresion de los marcadores intracelulares de maduracién del
tejido linfoide asociado a 1a mucosa intestinal (23). En dichos
estudios se verific6 que para recuperar, aunque sélo sea
parcialmente, los niveles de inmunoglobulina A y otros
marcadores celulares, asi como restaurar el ciclo y lograr la
maduracién celular es imprescindible, como minimo, la
recuperacién del peso corporal. Por consiguiente no nos
sorprenden los resultados obtenidos que son los esperables
para una poblacién de alto riesgo social y alta prevalencia de
una deficiencia de peso de alrededor del 15%. Este puede ser
un motivo fundamental de las discrepancias entre muchos de
los trabajos reportados en la literatura y explicar el énfasis
que se pone en los aspectos curativos de los lactobacilos
mientras que no se dan por adecuadamente documentados los
aspectos de prevencién de las diarreas (3).

El andlisis conjunto del nimero de casos de diarrea
observados durante el seguimiento y de su severidad confirman
que la leche cultivada con Lactobacillus acidophyllus y casei
tiene efectos preventivos y curativos en nifios pertenecientes
a grupos de alto riesgo social (4,5). Los resultados de este
estudio también confirmarian que, en lo que a la prevencién
de la aparici6n de las diarreas se refiere, la inmunoestimulacion
asociada a la ingestién de Lactobacillus acidophyllus y casei
estd limitada por la capacidad del organismo para poner en
marcha una adecuada respuesta inmune (16). Por otra parte,
durante el desarrollo del proceso diarreico el estado nutricional
parece tener menor importancia y este hecho podria hallarse
ligado al aumento de la proporcién de lactobacilos en la
microflora intestinal por el consumo del alimento fermentado
(5); este mecanismo de defensa presenta caracteristicas
eminentemente locales ya que la presencia de los lactobacilos
en el intestino puede considerarse una barrera microbiana que
contribuye a impedir la colonizacién por los patégenos debido
a la liberacién de compuestos con capacidad antibiética (24).
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a yogurt comercial, sobre poblaciones conocidas de Listeria
monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7
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RESUMEN. Se estudi6 el efecto de cultivos probiéticos sobre
Listeria monocytogenes 'y Escherichia coli O157:H7 inoculados en
yogurt durante su aimacenamiento. En tres ocasiones diferentes,
dos distintas marcas comerciales de yogurt, una con probiéticos
adicionales (Lactobacillus caseiy L. acidophilus) fueron inoculadas
con una poblacién conocida (10° UFC/g) de L. monocytogenes o E.
coli 0157:H7 y almacenadas a 5°C por 32 dias. Cada cuatro dfas se
realiz6 un recuento de bacterias lacticas, de los patégenos agregados
y se determind el pH, de acuerdo a la metodologia descrita en el
Bacteriological Analytical Manual. El niimero de bacterias lacticas
y el pH se mantuvieron constantes durante el periodo de evaluacién.
El yogurt con probidticos adicionales redujo la poblacién de L.
monocytogenes a niveles no detectables en 8 dias de almacenamiento,
la poblacién de E. coli 0157:H7 en 16 dias; el yogurt sin probidticos
adicionales tard6 20 dias en reducir la poblacién de L. monocytogenes
aniveles no detectables y atin después de 28 dias de almacenamiento,
se pudo cultivar la E. coli O157:H7. En este trabajo, se confirma de
nuevo los efectos beneficiosos de los cultivos probiéticos adicionales
en yogurt.

Palabras clave: Yogurt, probiéticos, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7.

INTRODUCCION

Se define probiético como todo microorganismo vivo, cuya
ingestién en cierto niimero confiere beneficios a la salud mas
alla de sus beneficios nutricionales inherentes (1).

En los tltimos tiempos estos productos han adquirido una
gran relevancia como complemento alimentario dada la gran
cantidad de cualidades que se les atribuyen. Se ha observado
que los probiéticos tienen efectos mas alla del valor nutritivo
del alimento, incluyendo la exclusién, antagonismo e
interferencia con microorganismos patégenos, la
inmunoestimulacién e inmunomodulacién, actividades
anticarcinogénicas y antimutagénicas, alivio de los sintomas
de intolerancia a la lactosa, reduccién de colesterol sérico,
reduccién de la presién arterial, disminucién en la incidencia
y duracién de diarrea (CL difficile, rotavirus y ETEC),
prevencién de vaginitis y mantenimiento de la integridad de
las mucosas entre otras (1). Otros beneficios incluyen la
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SUMMARY. Evaluation of the effect of probiotic cultures added
to commercial yogurt over a known population of Listeria
monocytogenes and Escherichia coli O157:H7. The effect of
probiotic cultures over Listeria monocytogenes and Escherichia coli
0O157:H7 during yogurt storage was evaluated. Two different yo-
gurt brands, one with additional probiotic cultures (Lactobacillus
casei and L. acidophilus) were inoculated with known populations
(108 UFC/g) of either L. monocytogenes or E. coli O157:H7 in three
different times and stored for 32 days at 5°C. Every four days the
count of lactic bacteria, the added pathogens and pH was evaluated,
according to the methodology described in the Bacteriological Ana-
lytical Manual. The pH and lactic bacteria population were constant
during the testing period. Yogurt with additional probiotic cultures
reduced the population of L. monocytogenes in 8 days, the popula-
tion of E. coli O157:H7 in 16; yogurt with no additional probiotics
took 20 days to reduce L. monocytogenes to non-detectable levels
and even after 28 days of storage, E. coli O157:H7 was cultured.
In this work, the beneficial effects of additional probiotic cultures in
yogurt is confirmed again.

Key Words: Yogurt, probiotics, Listeria monocytogenes, Escheri-
chia coli O157:H7.

estimulacién de la sintesis de vitaminas y produccién de
enzimas, estabilizacién de la microflora, y reduccién del riesgo
de cancer de colon (2).

Son muchos los microorganismos utilizados como
probidticos tanto en animales como en humanos, incluyendo
los géneros Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Saccha-
romyces, Aspergillus, Enterococcus, Pediococcus y, €l mas
utilizado de todos, Lactobacillus (3).

El interés por los cultivos probi6ticos y su uso en de los
productos lacteos fermentados ha crecido en los dltimos afios
(4). Tradicionalmente la produccién de yogurt estd basada en
la adicién de fermentos de Streptococcus salivarius
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. Hoy dia,
la introduccién de microorganismos probiéticos ha permitido
no sélo mejorar la produccién de éste (por ejemplo para
disminuir la postacidificacién), sino también el que actde
como agente terapéutico, causando efectos beneficiosos en
las personas que los ingieren (5).
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Por otra parte, de acuerdo con las ultimas estadisticas
presentadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
las enfermedades de transmisién alimentaria son actualmente,
de 300 a 350 veces mds frecuentes de lo indicado en reportes
anteriores y entre los principales patégenos involucrados en
estas enfermedades se encuentran Escherichia coli O157:H7
y Listeria monocytogenes (6).

De acuerdo con estudios realizados en Canadd y Estados
Unidos, la Escherichia coli O157:H7 ocupa el segundo lugar
entre los enteropatégenos bacterianos asociados a diarrea no
especifica y es el agente més frecuente en casos de diarrea
sanguinolenta (7). Por otro lado, Listeria monocytogenes es
el agente bacteriano asociado a enfermedad alimentaria con
un 20-30% de letalidad.

El efecto de cultivos probiéticos sobre estos dos patégenos
ha sido estudiado, no obstante, los resultados obtenidos han
sido divergentes, dada la variacién en los cultivos y sistemas
utilizados (8-11).

El objetivo del presente estudio es el evaluar el posible
efecto inhibitorio que puedan ejercer las bacterias licticas
presentes en dos marcas comerciales costarricenses de yogurt
sobre los patégenos anteriormente mencionados y su
conservacién durante el tiempo de almacenaje.

MATERIAL Y METODOS

Localizacién del proyecto
El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de
.Microbiologia de Alimentos y Aguas de la Facultad de
Microbiologia, Universidad de Costa Rica; durante los meses
de mayo a setiembre del 2001.

Materiales _

Cultivo de Listeria monocytogenes, cepa WS 2247 (112
UCR), suministrada por el Laboratorio de Bacteriologfa,
Facultad de Microbiologia, UCR.

Cultivo de Escherichia coli O157:H7, cepa de origen
clinico, Hospital Nacional de Nifios.

Yogurt A. Yogurt de fresa, presentaciéon de un litro,
conteniendo Lactobacillus acidophillus (CRL 730) y Lacto-
bacillus casei (CRL 431) como cultivos probiéticos. Como
cultivo tradicional se utiliz6 cultivos licticos YC 180 (CHR
HANSEN®), que contiene una mezcla de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus.

Yogurt B. Yogurtde fresa, presentacién de un litro. Como
cultivo tradicional presenta cultivos licticos YC 180 (CHR
HANSEN®), que contiene una mezcla de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. No contiene
probiéticos adicionales.

BARRANTES et al.

Metodologia

Definicion de los sistemas

Se conformaron cuatro sistemas: yogurt A + E. coli, yo-
gurt B + E. coli, yogurt A + L. monocytogenes, yogurt B + L.
monocytogenes.

Lo anterior se resume en la siguiente Tabla.

TABLA 1
Diferentes tratamientos segiin el sistema empleado
Sistema Yogurt Bacteria patogena
1 A L.monocytogenes
2 A E. coli O157:H7
3 B L. monocytogenes
4 B E.coli O157:H7

Inoculacién de los sistemas

Durante tres ocasiones diferentes, se preparé una
suspensién de aproximadamente 108 UFC/mL de Listeria
monocytogenes y otra de Escherichia coli O157:H7. Se utilizé
25 mL de esas suspensiones para inocular, respectivamente,
1 L de yogurt de fresa de cada una de las 2 distintas marcas a
estudiar. Se almacend cada sistema a 4°C por 32 dias.

Medicién de las poblaciones :

Las poblaciones iniciales de bacterias lacticas, L.
monocytogenes y E. coli fueron medidas por recuento total
(UFC/g) en cada uno de los sistemas mencionados y luego se
monitorearon estas poblaciones durante 32 dias o hasta la
desaparicién del patégeno agregado, haciendo mediciones
cada 4 dias Se utiliz6 la técnica de recuento total (UFC/g)
para las bacterias mencionadas, exceptuando el monitoreo
de E. coli que se realiz6 por la técnica de Nimero Méas Prob-
able (NMP/g), utilizando Series de tres tubos. Al mismo
tiempo, durante esos 32 dias se determinaron las variaciones
de pH utilizando un pHmetro de la casa Cole-Parmer.

Recuento total de Bacterias Lacticas

Se realiz6 tomando alicuotas de 25g del yogurt y se coloc
en 225 mL de agua peptonada estéril (APE) (10"). A partir de
esta dilucién se hicieron diluciones consecutivas decimales
que se inocularon en agar MRS, segiin el procedimiento para
la determinacién de bacterias licticas descrito por Vanderzant
& Splittstoesser (12).

Recuento total de L. monocytogenes

Se realiz6 utilizando las diluciones descritas anteriormente
las cuales fueron inoculadas en agar Oxford, por
esparcimiento, e incubadas a 35°C por 48 horas.
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NMP de E. coli O157:H7

Se realiz6 utilizando las diluciones descritas anteriormente
las cuales fueron inoculadas en series de 3 tubos de caldo EC
e incubadas a 35°C por 24 horas (fase de enrriquecimiento).
Los tubos positivos por turbidez y formacién de gas fueron
rayados en agar McConkey Sorbitol, el cual se incubé a 35°C
por 24 horas (fase selectiva).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado que varias
especies de probidticos presentan una accién antagénica en
contra de patgenos intestinales y de deterioro de alimentos
(2,13). Esta accién es constatada al evaluar cada sistema de
yogurt inoculado a través del tiempo, los cuales presentaron
una disminucién en la poblacién de los microorganismos
patégenos agregados. En la Figura 1 se describe el
comportamiento de L monocytogenes inoculada en los yogures
A y B. Para el sistema 1, (yogurt A inoculado con L.
monocytogenes), la desaparicién de esta Gltima se dio al oc-
tavo dia. Para el sistema 3 (yogurt B inoculado con L
monocytogenes), la desaparicion de esta bacteria se dio hasta
el dia 20 de almacenamiento. Por otro lado, la poblacién de
bacterias licticas permanecié en 102 UFC/g durante las
mediciones, mientras que el pH se mantuvo entre 3,6 y 4 (el
pH original del producto es 4,1).

El descenso en el pH del medio es considerado como un
factor importante para controlar el crecimiento de patégenos,
pues muchos se ven inhibidos a pH bajos. La L.
monocytogenes es una bacteria que ha demostrado, en diversos
estudios, su resistencia tanto a pH 4cido, asi como su capacidad
de multiplicacién a bajas temperaturas. Estudios efectuados
con L. monocytogenes revelan que ésta puede crecer en un
dmbito de pH entre 5,0 y 9,6, siendo su pH 6ptimo de
crecimiento alrededor de 7,0, aunque le favorece una ligera
alcalinidad (14). Por su parte, Brackett (9) establece que el
dmbito de pHen el cual L. monocytogenes puede crecer es de
5,6 a 9,8. Es importante destacar que Sorrels et al (13)
reportaron que la bacteria puede crecer a pH 4,4, un valor
considerablemente inferior de lo anteriormente reportado. Por
otro lado, Gahan et al (15) reporta la adaptacién de esta bac-
teria a condiciones 4cidas, mediante el fenémeno de respuesta
icido tolerante (ATR), logrando sobrevivir a pH de 3,87 in-
clusive.

Dadas las anteriores aseveraciones, es muy probable que
la disminucién en nimero sufrida por esta bacteria en los
yogures A y B sea por un efecto independiente del grado de
pH alcanzado pero asociado a las bacterias lacticas presentes
0 a sus productos metabdlicos.

Datos similares fueron obtenidos por Ziiiiga y
colaboradores (16), donde una concentracién de 10° UFC/
mL de L.monocytogenes fue inoculada en leche fermentada
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con cultivo iniciador para yogurt (L. bulgaricus y S.
thermophilus), disminuyendo en pocas horas y para una
concentracién de 107 UFC/mL desapareci6 al cabo de 32 dias.

En la Figura 2 se describe el comportamiento de E. coli
O157:H7 inoculada en los yogures A y B. Para el sistema 2,
(yogurt A inoculado con E. coli 0157:H7), la desaparicién de
esta tltima se dio al décimo sexto dia de almacenamiento.
Para el sistema 4 (yogurt B inoculado con E. coli O157:H7),
hubo deteccién de esta bacteria atin luego del dia vigésimo
octavo de almacenamiento. Por otro lado, al igual que en los
sistemas anteriores, la poblacién de bacterias licticas
permanecié en 108 UFC/g durante las mediciones, mientras
que el pH se mantuvo entre 3,6 y 4.

FIGURA 1
Comportamiento de Listeria monocytogenes en yogurt
con y sin prebi6ticos adicionados a través del tiempo
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FIGURA 2
Comportamiento de Escherichia coli 0157:H7 en yogurt
con y sin prebi6ticos adicionados a través del tiempo
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Los estudios realizados por Arias et al. (17) en leche
pasteurizada inoculada con este patégeno demuestran que éste
posee una importante resistencia a bajas temperaturas y €s
capaz de reproducirse a pH 4cido.
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Segiin los datos obtenidos y dadas las condiciones de
almacenamiento y acidez del producto, se puede aducir a los
cultivos probiéticos adicionados en el yogurt A una importante
accién en ladisminucién de 12 E. coli O157:H7. En el sistema
4, laleve y tardia disminucién de E. coli O157:H7 puede
deberse al efecto de sus propios desechos o al agotamiento de
nutrientes dado que no hay probiéticos adicionales.

A partir de los datos obtenidos, se podria concluir que el
yogurt A es més eficiente en la inhibicidn in vitro de las bac-
terias patégenas adicionadas que el yogurt B; ya que inhibe a
L. monocytogenes en un periodo de 8 dias y a E. colien 16
dias; mientras que el yogurt B lo logra en 20 y mds de 28 dias,
respectivamente. La efectividad del yogurt A se puede expli-
car basado en el hecho de que éste tiene, ademads del cultivo
iniciador tradicional (S. thermophilus y L. bulgaricus), las
cepas probidticas mejoradas (Lactobacillus acidophillus (CRL
730) y Lactobacillus casei (CRL 431). La produccién de 4ci-
dos orgénicos, compuestos carboxilicos y bacteriocinas como
la acidofilina, acidolina, lactocidina y bactericina son algunas
de las posibilidades planteadas para explicar la accién de los
probidticos.

Sin embargo, el cultivo iniciador por si sélo (S.
thermophilus y L. bulgaricus) también genera sustancias que
pueden actuar como bactericidas, lo cual explicaria la dismi-
nucién de las bacterias pat6genas que también ocurre en el
caso del yogurt B. En estudios realizados por Gallardo et al,
1988, se aislaron proteasas extracelulares que presentan ac-
cién en leche a partir de Lactobacillus bulgaricus, y se purifi-
caron proteasas intracelulares de Streptococcus thermophilus,
lo cual explicaria la accién del yogurt B (18).

La eficiencia de los probiéticos en inactivar L.
monocytogenes mis rapido que E coli O157:H7 puede expli-
carse con+ base a la accién de bacteriocinas producidas por
algunas especies de probiéticos. Las bacteriocinas produci-
das especialmente por lactococos y lactobacilos demuestran
una actividad bactericida dirigida hacia bacterias Gram posi-
tivas (19-21). En condiciones normales, las bacterias Gram
negativas son poco sensibles a bacteriocinas (21-24), debido a
la membrana externa y constitucién de su pared.

Los niveles necesarios para que las bacterias probi6ticas
ejerzan su accién contra bacterias patégenas in vivo dependen
de una dosis minima por porcién de 2 x1Q°¢ bacterias/g. En
este trabajo se midieron poblaciones in vitro de 10® UFC/g,
las cuales al llegar al sistema digestivo se veran afectadas por
una acidez estomacal de rango menores a los que estas bacte-
rias toleran, sin embargo, se ha encontrado que pueden liberar
sustancias al medio logrando un efecto “bufferizante” de los
alrededores, aumentando el pH y manteniendo su
sobrevivencia (25). ’

En este trabajo se comprob6 el beneficio de los probiéticos,
especialmente el proveniente de cepas especializadas que en
los dltimos tiempos se afiaden a los alimentos con el fin de
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conferir mayores beneficios. No obstante, se comprueba tam-
bién que las bacterias patdgenas pueden sobrevivir al bajo
pH y a las temperaturas de refrigeracion por un tiempo signi-
ficativo, existiendo la posibilidad de que si contaminaran
productos lacteos después de la pasteurizacién, podrian so-
brevivir el tiempo necesario para infectar a alguna persona.
Esto resalta la importancia de un buen manejo durante la pro-
duccién y almacenamiento del yogurt.
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Evaluacién del efecto de cultivos probiéticos presentes
en yogurt sobre Staphylococcus aureusy la produccion
de termonucleasa
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Centro de Investigacién en Enfermedades Tropicales (CIET), Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica

RESUMEN. Se estudi6 el efecto de cultivos probiéticos sobre
poblaciones conocidas de Staphylococcus aureus inoculadas en
yogurt, alo largo de su vida titil normal (28 dias); también se evalué
el efecto de éstos sobre la produccién y estabilidad de su
termonucleasa. En tres ocasiones distintas dos marcas comerciales
de yogurt, una con probiéticos adicionados (Lactobacillus casei 'y
L. acidophilus), fueron inoculadas con una poblacién conocida de
S. aureus en alta y baja concentracién (10° UFC/g y 107 UFC/g,
respectivamente) y almacenadas a 5°C por 28 dias. Cada cuatro dfas
se realiz6 un recuento de bacterias lacticas, de §. aureus y se midi6
el pH de acuerdo a la metodologfa descrita en el Compendium of
Methods for Microbiological Examination of Foods, Vanderzant &
Splittstoesser; ademas se determin la presencia de termonucleasa
usando petrifilm S. aureus de 1a casa 3M ®. El niimero de bacterias
lacticas y el pH se mantuvo constante durante el periodo de evaluacién
en ambos tipos de yogurt. La poblacién de S. aureus (en alta y baja
concentracién) se redujo a niveles indetectables en 8 dias de
almacenamiento en el yogurt con probidticos; mientras que a partir
del yogurt sin probidticos se pudo aislar esta bacteria atin después de
24 dias de almacenamiento. Se pudo detectar la termonucleasa a lo
largo de todo el estudio, aiin en el yogurt con probidticos. La
presencia de termonucleasa se relaciona, con una alta probabilidad,
con la produccién de enterotoxina de S. aureus. Este trabajo confirma
de nuevo los efectos beneficiosos de los cultivos probidticos en yogurt
sobre bacterias, asi como la necesidad de mantener las normas de
higiene para evitar que §. aureus contamine alimentos y pueda
producir enterotoxina, ya que ésta no es afectada por los probidticos.
Palabras clave: Yogurt, probiétices, Staphylococcus aureus,
termonucleasa.

INTRODUCCION

El yogurt es un gel de apariencia viscosa, resultante de la
acidificacién microbiana de la leche (1). Intervienen en su
fermentacion 4cido lactica las bacterias Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus, las cuales deben
encontrarse en una relacién 1:1 para una accién simbidtica
efectiva. Los cocos son los responsables de la produccién de
4cido, los bacilos aportan el sabor y aroma debido a la

SUMMARY. Evaluation of the effect of probiotic cultures on
two different yogurt brands over a known population of Staphy-
lococcus aureus and the production of thermonuclease. The ef-
fect of probiotic cultures over known populations of Staphylococcus
aureus inoculated in yogurt was studied; also the production and
stability of its thermonuclease during yogurt storage was evaluated.
In three different occasions, two different yogurt brands, one with
additional probiotic cultures (Lactobacillus casei and L. acidophi-
lus), were inoculated with known populations of . aureus in high
and low concentration (10° CFU/g and 107 CFU/g), respectively.
These samples were stored for 28 days at 5°C. Every four days the
count of lactic bacteria, S. aureus and pH were evaluated, according
to the methodology described in the Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods, Vanderzant &
Splittstoesser. The presence of thermonuclease was determined us-
ing petrifilm for §. aureus from 3M company ®. The pH and lactic
bacteria population were constant during the testing period. Yogurt
with additional probiotic cultures (high and low concentration) low-
ered the population of S. aureus to non detectable levels in 8 days;
but, S. aureus could be cultured from yogurt without probiotics even
after 24 days of incubation. Same time, the presence of
thermonuclease was positive in all tests; it was not affected by
probiotics. The presence of thermonuclease is related to the produc-
tion of . aureus enterotoxin. This work emphasizes again the ben-
eficial effects of probiotic cultures in yogurt over bacteria and the
importance of keeping hygienic practices in order to avoid the con-
tamination of food with S. aureus and the eventual production of its
enterotoxin, since it is not affected by probiotics.

Key words: Yogurt, probiotics, Staphylococcus aureus,
thermonuclease.

produccién de acetaldehido (2).

Larelevancia del yogurt y su asociacién con la salud surgié
en Europa, a partir de los estudios de Metchnikoff y su teoria
de la longevidad de los pueblos balcénicos asociada al alto
consumo de productos fermentados de leche (2,3).
Actualmente, diversos investigadores han estudiado los
microorganismos utilizados en la produccién de leche
fermentada y productos afines y sus efectos beneficiosos sobre
el metabolismo humano y animal (2-4). Estos microorganismos
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vivos, conocidos como probiéticos, son considerados como
suplementos alimenticios que afectan benéficamente ‘la
fisiologia del huésped, mediante la modulacién intestinal y
del sistema inmunolégico y que mejoran el balance nutricional
y microbiano en el tracto gastrointestinal, entre otros (3-4).

El interés por los cultivos probiéticos y su uso en la indus-
tria de productos lacteos fermentados ha florecido en el Gltimo
lustro (5), no s6lo desde el punto de vista terapéutico, causando
efectos beneficiosos en las personas que los ingieren (6), sino
también como agente antagénico de agentes patdégenos
entéricos (2-4). Diversos trabajos han demostrado que las
bacterias probi6ticas son capaces de prevenir la adherencia,
establecimiento, replicacién y accién patogénica de
enteropatégenos especificos en el intestino y en alimentos, ya
sea provocando un descenso en el pH a través de la produccién
de 4cidos orgénicos volétiles de cadena corta, interviniendo
en la disponibilidad de nutrientes necesarios para los
patégenos, disminuyendo el potencial de 6xido reducci6n del
medio o produciendo compuestos inhibitorios especificos,
incluyendo bacteriocinas (2,4,6).

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que con
mayor frecuencia producen brotes alimentarios, dada su amplia
distribucién en la naturaleza asi como su capacidad de producir
diversas enzimas y toxinas (7). Se incluyen dentro de estas
ultimas, diversas enterotoxinas termoestables, destacdndose
la enterotoxina A, la cual es extremadamente potente, una
cantidad tan pequefia como 100 ng es suficiente para causar
sintomas de intoxicacién (8).

La produccién de enterotoxinas se da bajo una gran gama
de condiciones ambientales y de almacenamiento,
especialmente en aquellas donde haya aerobiosis, un aw su-
perior a 0,85, un pH superior a 5,0 y baja competencia
microbiana. Por otro lado, estas enterotoxinas son muy
resistentes al calor y son capaces de soportar tratamientos de
coccién y hasta de esterilizacion (9).

Diversos trabajos cientificos han evaluado el efecto de
cultivos probi6ticos sobre el crecimiento de bacterias patégenas
entéricas (10-13), obteniéndose resultados diversos pero que
identifican claramente la accién antagénica de especies de
probiéticos sobre microorganismos patégenos. Por otro lado,
existe un creciente interés relacionado con las malas précticas
sanitarias en la preparacién de alimentos y su relacién con la
produccién de brotes alimentarios. Siendo S. aureus una de
las principales causas de intoxicacién alimentaria a nivel
mundial (6), el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto
inhibitorio que puedan ejercer las bacterias probidticas
presentes en yogurt costarricense en el crecimiento y
produccién de enterotoxinas de S. aureus.

299

MATERIAL Y METODOS

Localizacién del proyecto

El estudio se llev6 a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos y Aguas de la Facultad de
Microbiologia, Universidad de Costa Rica; durante los meses
de mayo a octubre del 2002.

Materiales

Cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
productora de enterotoxina, suministrada por el Laboratorio
de Bacteriologia, Facultad de Microbiologia, UCR.

Yogurt A. Yogurt de fresa, presentacién de un litro. Como
cultivo tradicional contiene cultivos lacticos YC 180
(CHRHANSEN®) el cual consiste en una mezcla de Strep-
tococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus y como
cultivos probiéticos adicionales Lactobacillus acidophillus
(CRL 730) y Lactobacillus casei (CRL 431), afiadidos después
de la pasteurizacion.

Yogurt B. Yogurt de fresa, presentacién de un litro. Como
cultivo tradicional presenta cultivos lacticos YC 180 (CHR
HANSEN®), el cual consiste en una mezcla de Streptococ-
cus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. No contiene
probiéticos adicionales.

Metodologia

Definicion de los sistemas

En tres ocasiones diferentes, se conformaron cuatro
sistemas: yogurt A (con probiticos) +S. aureus en alta
concentracién; yogurt A (con probiéticos) +S. aureus en baja
concentracién; yogurt B (sin probiéticos) +S. aureus en alta
concentracién y yogurt B (sin probiéticos) +S. aureus en baja
concentracién. Lo anterior se resume en la Tabla 1.

TABLA 1
Composicién de los sistemas empleados para determinar la
actividad de cultivos probiéticos sobre una poblacién
conocida de S. Aureus

Sistema Yogurt Bacteria patogena

1 A (con probiéticos)  S. aureus (en alta concentracion)
2 A (con probiéticos)  S. aureus (en baja concentracién)
3 B (sin probidticos)  S. aureus (en alta concentracién)
4 B (sin probidticos) . aureus (en baja concentracién)

Inoculacién de los sistemas

Para el anélisis de S. aureus en alta concentracién en los
dos tipos de yogurt evaluados (A y B), se inoculé 25 mL de
una suspensién inicial con una concentracién aproximada de
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108 — 10° UFC/mL (sistemas 1 y 3). Para la inoculacién de S.
aureus en baja concentracién, se preparé una dilucién 1:100
de la suspensi6n inicial, obteniéndose concentraciones de 10°
- 107 UFC/mL aproximadamente, a partir de la cual se inocul$
25 mL en cada uno de los dos tipos de yogurt evaluados
(sistemas 2y 4). Se almacené cada sistema a 4°C por 28
dias.

Medicién de las poblaciones

Las poblaciones iniciales de bacterias lacticas y S. aureus
fueron medidas por recuento total (UFC/g) en cada uno de los
sistemas mencionados, utilizando agar MRS y agar Baird
Parker, respectivamente. Las poblaciones fueron monitoreadas
durante 28 dias, cada 4 dfas. Al mismo tiempo, se determinaron
las variaciones de pH utilizando un pHmetro (Cole—Parmer).

Recuento total de bacterias lacticas

Se realizé tomando alicuotas de 25 g del yogurt que se
afiadieron a 225 mL de agua peptonada estéril (APE) (10).
A partir de esta dilucién se hicieron diluciones decimales
seriadas que se inocularon en agar MRS, segin el
procedimiento para la determinacién de bacterias lacticas
descrito por Vanderzant & Splittstoesser (9).

Recuento total de S. Aureus

Se realizé utilizando las diluciones descritas anteriormente
las cuales fueron inoculadas en agar Baird Parker, por
esparcimiento, e incubadas a 35°C por 48 horas.

Deteccién de la termonucleasa

Durante la incubacién de los sistemas de yogurt citados,
se determiné también la presencia de termonucleasa, utilizando
la placa de recuento rapido de S. aureus (Petrifilm) de la casa
3M ®. Cada cuatro dias se inocularon 1 mL de las diluciones
10, 102y 10? preparadas en placas de petrifilm, las cuales
permiten confirmar la presencia de termonucleasa mediante
el indicador de azul de ortotoluidina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El interés por los cultivos probidticos y su uso en los
productos licteos fermentados ha florecido en los iltimos afios
(5), sobre todo debido a diversas investigaciones que han
demostrado el poder antagénico de éstos en contra de
patégenos intestinales que se transmiten por alimentos,
incluyendo Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7
y Salmonella spp., entre otros, a nivel de hospedero y de
alimento (2, 10,14).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo también
permiten constatar el efecto antagénico de probidticos sobre
la multiplicacién de S. aureus. En la figura 1, se muestra el
comportamiento de S. aureus (poblacién alta) en yogurt con

y sin probidticos adicionados. Una concentracién inicial de
S. aureus de 4,1 x 10" UFC/g es reducida a <10 UFC/g en
término de ocho dias en yogurt con probiéticos adicionados;
esta misma poblacién disminuye inicamente 4 logaritmos en
yogurt sin probidticos adicionados, a lo largo de 28 dias.

La desaparicién del S. aureus en el yogurt con probidticos
adicionados puede deberse a varias razones, incluyendo la
competencia por nutrientes y espacio, la produccién de
bacteriocinas, 4cidos orgdnicos, peréxido de hidrégeno,
disminucién del potencial de 6xido reduccion, entre otros (15).

Es necesario destacar que la acidez del medio es un factor
importante en el control del crecimiento de patdgenos, pues
muchos se ven inhibidos en ambientes 4cidos. No obstante,
en el presente trabajo, el pH de los dos tipos de yogurt mostré
muy leves modificaciones a través del tiempo de incubacién
(de 3,6 a 4), las cuales fueron independientes de la presencia
de probiéticos y probablemente no afectaron el crecimiento
de la bacteria estudiada, ya que ésta es capaz de crecer en
ambientes de pH atin mas 4cido (9). '

También debe mencionarse que el ndmero inicial de
bacterias lacticas presentes en el yogurt con probidticos
adicionados fue de 1,0 x 108 UFC/g y se mantuvo constante a
través del periodo de incubacién. Este nimero es el
recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud como
la cantidad necesaria para que ejerzan sus efectos beneficiosos
sobre el organismo, a pesar de la reduccién que sufren al pasar
por la barrera de la acidez estomacal (6,16).

En el caso de los yogures sin prebidticos (sistemas 3 y 4),
la paulatina disminucién en el niimero de bacterias inoculadas
puede deberse al agotamiento de nutrientes en el medio, la
acumulacién de metabolitos o bien a la generacién de
sustancias bactericidas por parte del cultivo inicia}ior por si
solo (S. thermophilus y L. bulgaricus). Diversos estudios han
demostrado la presencia de proteasas extracelulares generadas
en leche por Lactobacillus bulgaricus, asi como la produccién
de proteasas intracelulares por parte de S. thermophilus (15).

La Figura 2 muestra el comportamiento de S. aureus
(poblaci6n baja) ante yogurt con y sin probidticos adicionados.
Al igual que en el Figura 1, la poblacién de esta bacteria
desaparece al cabo de 8 dias de incubacién en el yogurt con
probiéticos adicionados, mientras que en el yogurt sin
probidticos desaparece después de 24 dias de incubacién.

Al comparar los resultados obtenidos con un trabajo ante-
rior realizado con la misma metodologia, pero evaluando el
efecto de probidticos sobre Listeria monocytogenesy Escheri-
chia coli O157:H7 (14), se encontrd que la primera bacteria
desaparece luego de 8 dias de incubacién en el sistema con
probiéticos adicionales, pero en el sistema sin prebidticos se
necesité de 16 dias para desaparecer. Por otra parte, E. coli
0157:H7 desaparecié luego de 16 dias en el sistema con
probidticos adicionales y fue recuperada atin después de 28
dias de incubacién en el sistema sin probiéticos adicionados.
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Ladiferencia de actividad de los probi6ticos, especificamente
de sus bacteriocinas sobre bacterias Gram positivas y Gram
negativas, ya se ha descrito en la literatura (15,16); su efecto
estd dirigido principalmente hacia bacterias Gram positivas,
mientras que las Gram negativas demuestran una menor
sensibilidad dada la presencia de membrana externa y la
constitucion de su pared celular (17).

FIGURA 1
Comportamiento de Staphylococcus aureus en yogurt
con y sin probiéticos adicionados a través del tiempo
(poblacién alta)
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FIGURA 2
Comportamiento de Staphylococcus aureus en yogurt
con y sin probiéticos adicionados a través del tiempo
(poblacién baja)
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La produccién de termonucleasa por parte de S. aureus ha
sido comiinmente asociada con su capacidad de producir
enterotoxina; su mayor utilidad est4 dirigida a su deteccién en
alimentos donde no se puede recobrar organismos viables luego
de algin tipo de procesamiento. Cada dia se describen mis
especies de S. aureus coagulasa negativas que son capaces de
producir termonucleasa y por ende, enterotoxina (6).
Consecuentemente, el énfasis puesto en el aislamiento de S.

aureus coagulasa positivo a partir de alimentos puede llevar a
una sub-estimacién del potencial enterotoxigénico de las cepas
de Staphylococcus presentes (15). Los resultados obtenidos
enel presente trabajo demuestran el nulo efecto de probiéticos
sobre la produccién de la termonucleasa ya que su presencia
fue detectada cualitativamente en todos los sistemas evaluados,
a pesar de la presencia de bacterias competidoras e
independientemente de la concentracién de S. aureus
inoculada. También, se encontré que los probidticos no son
capaces de desestabilizar esta enzima una vez que ha sido
producida; su deteccién fue continua a través de los 28 dias
de incubacién. Dada la estrecha vinculacién entre la
produccién de enterotoxina y termonucleasa, estos resultados
nos permiten inferir que la enterotoxina tampoco seria
modificada por los probiéticos evaluados.

Concluyendo, este trabajo demuestra que el yogurt
adicionado con probi6ticos (L. acidophillus y L. casei) es
capaz de suprimir la poblacién de S. aitreus de una manera
mads ripida y efectiva que el yogurt estidndar que tnicamente
contiene L. bulgaricus y S. thermophilus, no obstante, no
ejerce ningiin efecto sobre la sintesis o estabilidad de la
termonucleasa. :
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Evaluacion de la presencia de bacterias en alimentos y en el
ambiente de una seccién de oncologia de un hospital nacional,
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RESUMEN. Se evalué la calidad microbiolégica de 92 muestras de
la seccién de Oncologia de un Hospital Nacional, San José, Costa
Rica durante los meses de febrero a julio, 2002. De éstas, 48 eran
ensaladas, refrescos y frutas y 44 provenian de superficies, aire y
manos del personal médico. Se determind, mediante la técnica de
recuento total, la presencia de coliformes totales y fecales utilizando
Agar Bilis Rojo Violeta, de Staphylococcus aureus en Agar Baird-
Parker, de Pseudomonas en Agar Cetrimida y de Listeria en Caldo
Universidad de Vermont, Caldo Fraizer y posteriormente aislada en
Agar Oxford. El 77% de los alimentos analizados dio positivo poral
menos uno de los pardmetros estudiados; las frutas presentaron la
mayor contaminacion (94%) y las ensaladas cocinadas la menor, no
obstante se determiné en éstas la presencia de Listeria (13%). El
100% de las ensaladas crudas fue positivo por coliformes fecales. Se
encontrd Pseudomonas y S. aureus en frutas, ensaladas crudas y
refrescos. Todas las superficies analizadas, con una excepcién,
resultaron negativas por los pardmetros evaluados. El 75% de las
manos del personal médico, dio positivo por al menos uno de los
pardmetros: 25% tenfa coliformes totales (2.8x10° UFC por mano),
13% coliformes fecales (2.4x10° UFC por mano), 69% S. aureus
(1.3x10° UFC por mano) y 19% Pseudomonas sp. Se seleccionaron
al azar 115 aislamientos que se identificaron mediante pruebas
miniaturalizadas (API®). Al comparar esas identificaciones con los
166 aislamientos del Laboratorio Clinico del Hospital provenientes
deinfecciones en los pacientes de oncologfa, se determin4, mediante
andlisis de varianza, que ambas poblaciones bacterianas eran
estadisticamente semejantes.

Palabras clave: Alimentos, contaminacién, oncologia, infeccién
nosocomial, bacterias, ambiente.

INTRODUCCION

En un paciente con cancer se presentan una serie de
condiciones que debilitan su sistema inmunol6gico, ya sea
porque el crecimiento de la masa tumoral facilita el desarrollo
de distintos procesos infecciosos, porque el tratamiento
destruye células hematopoyéticas 1o que produce anemia,
leucopenia y trombocitopenia o por la destruccién de células
epiteliales. Las bacterias de la flora normal pueden ocasionar

SUMMARY. Evaluation of the presence of bacteria in food and
environment of an Oncologycal Service of a National Hospital,
San José, Costa Rica. The microbiological quality of 92 samples
from the Oncologycal Service of a National Hospital, San José, Costa
Rica was evaluated during the months of February to July, 2002. Of
these samples, 48 were from salads, refreshments, and fruits and 44
from surfaces, air and hands of the medical personnel. The presence
of total and fecal coliforms was determined by the total plate count
technique, using Violet Red Bile Agar for the isolation of total and
fecal coliforms, Baird-Parker Agar for Staphylococcus aureus,
Cetrimide Agar for Pseudomonas and Listeria was enriched in Uni-
versity of Vermont Broth, Fraizer Broth and isolated in Oxford Agar.
From the food samples analyzed, 77% were positive for at least one
of the parameters studied; the fruits presented the greater contami-
nation (94%) and the cooked salads the minor, even though Listeria
was isolated in 13% of them. All tested salads (100%) were positive
for fecal coliforms. Pseudomonas and S. aureus were isolated from

~ fruits, raw salads, and refreshments. All the analyzed surfaces, with

an exception, were negative for the parameters evaluated. 75% of the
hands of the medical personnel were positive for at least one of the
parameters evaluated; 25% had total coliforms (2,8x103 UFC/hand),
13% fecal coliforms (2,4x10°UFC/ hand), 69% S. aureus (1,3x10°
UFC/hand) and 19% Pseudomonas sp. 115 isolates were randomly
selected, and identified using miniaturized tests (API®). When com-
paring these identifications with the 166 isolations done at the Clini-
cal Laboratory of the Hospital from the infected patients of oncol-
ogy, by means of variance analysis, it was determined that both bac-
terial populations were statistically similar.

Key words: Foods, contamination, oncology, nosocomial infection,
bacteria, environment.

infecciones oportunistas y los largos periodos de
hospitalizacion junto con la ruptura de piel por catéteres,
facilitan la entrada de distintos microorganismos a sitios
estériles dentro del cuerpo del paciente (1,2). Todos estos
factores, sumados a la enfermedad oncolégica que por si
misma es debilitante, causan en el paciente alta susceptibilidad
a las infecciones intrahospitalarias, que con frecuencia son
fatales.
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Las infecciones nosocomiales, aquellas que se presentan
en pacientes y personal de instituciones hospitalarias sin que
se manifestaran o incubaran antes de la admisién (3),
constituyen un problema importante para paises desarrollados
y en vias de desarrollo, pues afectan entre el 5% y 15% de los
pacientes, se asocian a morbimortalidad elevada, aumentan
los costos de operacién de los centro de salud por empleo de
antibiticos y procedimientos més costosos y prolongan la
estancia hospitalaria de los enfermos infectados (4).

Debido a que la ingestién de alimentos o agua contaminada,
aire, personal médico, o fomites, entre otros, pueden ser causa
de infeccién nosocomial (3), se pretende con este estudio
conocer las bacterias a las que usualmente estan expuestos los
pacientes del Servicio de Oncologia de un Hospital clase A a
través de estos mecanismos y correlacionar los hallazgos con
las infecciones que padecen. De esta forma, se procura
identificar algunos puntos claves para disminuir las infecciones
nosocomiales en este servicio, con resultados beneficiosos para
los pacientes y para el hospital.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 92 muestras, 48 de las cuales fueron de
alimentos (16 de frutas, 16 de refrescos y 16 de ensaladas), 12
de superficies, 16 de aire y 16 de manos del personal médico
(de febrero a julio del 2002). Se sigui6 la metodologia descrita
por Vanderzant y Splittstoesser (5) y Arias y col. (6), enla que
25g muestra (fruta o ensalada) se diluyen en 225 mL de agua
peptonada estéril al 0.1% para obtener una solucién madre; el
refresco se trabajé directamente como solucién madre. A partir
de estas soluciones se prepararon diluciones decimales hasta
107 y se inocularon, por duplicado, en agar Bilis Rojo Violeta
(ABRYV) incubadas a 35°C por 48 h para la cuantificacién de
coliformes totales y a 44.5°C por 24 h para la cuantificacién
de coliformes fecales. Se inocularon también, por duplicado
0.1mL y 0.5mL en agar Cetrimida incubados a temperatura
ambiente y a 44.5°C por 48 h para la deteccién de Pseudomo-
nasy0.lmL y 0.5mL en agar Baird Parker incubados a 35°C
por 48 h para la deteccién de Staphylococcus. De cada plato
se seleccionaron colonias al azar y se identificaron con galerfas
bioquimicas miniaturizadas (API®) seleccionadas de acuerdo
con la tincién de Gram, pruebas de catalasa y oxidasa.

Con el fin de buscar Listeria sp. se enriqueci6, por24 h a
35°C,10 mL de solucién madre en 90 mL de caldo University
of Vermont Modified (CUVM); a partir de alli se inoculd un
caldo Fraizer que se incub6 a 35°C por 24 h y posteriormente
un agar Oxford, incubado a 35°C hasta por 72 h. Aquellas
colonias con morfologia caracteristica de Listeria sp.
(redondas, café oscuras, con una depresién central) se
confirmaron con tincién de Gram, movilidad a 25°C, luz de
Henry, pruebas de oxidasa, catalasa y CAMP (5).

Para el anilisis de superficies se raspd, con ayuda de

torunda estéril, un drea de 50 cm? de las superficies donde se
colocan las bandejas de los alimentos y las de preparacién de
medicamentos. La torunda se sumergié en 5 mL de agua
peptonada al 0.1% para obtener la solucién madre. A partir
de ésta se hicieron diluciones decimales que se' trabajaron
como se mencioné anteriormente.

El anélisis ambiental se realizé mediante la exposicién a
la atmdsfera por 15 minutos de placas de agar sangre ubicadas
en distintos sitios de las secciones de Oncologfa. Las placas
se incubaron durante 48 h a 35°C y se contaron las unidades
formadoras de colonias; se escogieron colonias al azar y se
identificaron con galerfas bioquimicas miniaturizadas como
se citd anteriormente.

Se analizé la flora bacteriana presente en las manos del
personal que trabaja en las salas de Oncologia, para lo cual se
les pidi6 que se lavaran una de sus manos en 100 mL de agua
peptonada estéril al 0.1% dentro de una bolsa plastica, que se
constituy6 en la solucién madre. A partir de ésta se hicieron
diluciones hasta 107, que se trataron igual que las de alimentos
y superficies.

RESULTADOS

El 77% de los alimentos analizados dio positivo por al
menos uno de los pardmetros evaluados, siendo las frutas el
alimento con los mayores porcentajes de contaminacién (94 %)
y las ensaladas cocinadas con los menores porcentajes (13%).

De las 16 ensaladas muestreadas, ocho estaban constituidas
por ingredientes previamente cocinados y las restantes por
ingredientes crudos. Todas las muestras con ingredientes
cocinados resultaron negativas (<10 UFC/g) para coliformes
totales, fecales, Pseudomonas o Staphylococcus aureus, en
tanto que dos muestras (25%) dieron resultados positivos por
Listeria sp. El 100% de las ensaladas crudas fueron positivas
por coliformes totales y fecales, con un promedio.de 8,5x10°
UFC/g de coliformes totales y 4,6x10° UFC/g de coliformes
fecales. Dos de las muestras (25%) fueron positivas por S.
aureus, (promedio de 1,5x102 UFC/g) y otras dos muestras
(25%) fueron positivas por Pseudomonas. En ninguna de estas
muestras se detecté la presencia de Listeria sp. (Tabla 1).

De las 16 muestras de refresco, 12 (75%) fueron positivas
por coliformes totales y fecales con un promedio de 1,7x10%
6,0x10® UFC/mL respectivamente. Seis muestras (38 %) fue-
ron positivas por S. aureus con un promedio de 1,5x10?, 11
(69%) por Pseudomonas 'y dos (13%) por Listeria sp. (Tabla
1).

Los resultados de las muestras de frutas fueron los siguien-
tes: 15 de 16 muestras (94%) fueron positivas por coliformes
totales y fecales, con un promedio de 1,7x10%y 1,2x10¢ UFC/
g respectivamente; cuatro muestras (44%) fueron positivas
por S. aureus'y 11 (69%) por Pseudomonas. En ninguna de
las muestras se aislé Listeria sp. (Tabla 1).
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TABLA1
Evaluacién microbiolégica de alimentos obtenidos del servicio de Oncologia de un Hospital Nacional,
San José, Costa Rica

Alimento Colif. totales Colif. fecales _S.aureus Listeria  Pseudomonas
% ! UFC/g? % UFC/g % UFC/g % %

Ensalada cocinada 0 <10 0 <10 0 <10 25 0

Ensalada cruda 100 8,5x10° 100  4,6x10° 25 1,5x10? 0 25

Fresco 75 1,7x10* 75 6,0x10° 38 1,5x10? 13 69

Fruta 94 1,7x10¢ 94 1.2x10¢ 44 25x10? 0 69

! Porcentaje de muestras positivas

2 Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de alimento

Se seleccionaron al azar 76 aislamientos provenientes de TABLA 2

las diferentes muestras de ensaladas, frutas y refrescos para
identificarlas bioquimicamente. Los géneros que se encon-
traron con més frecuencia fueron Pseudomonas (25%),
Enterobacter (20%) y Staphylococcus (21%). Aunque en bajo
porcentaje, fue posible identificar a Listeria (8%) y a Shigella
(3%).

Todas las superficies analizadas resultaron ser negativas
por coliformes, Pseudomonas sp. y Listeria sp. y solo una
muestra fue positiva por S. aureus con 1,2x10*> UFC/cm?.

En el 94% de las muestras ambientales hubo crecimiento
bacteriano, con un promedio de 13 UFC/15 minutos. Los gé-
neros que se aislaron fueron Staphylococcus sp. (46%),
Moraxella sp. (23%), Sphingomonas sp. (15%), Pseudomonas
y Acinetobacter (8% cada uno). Se determiné, mediante un
andlisis de t-Student, que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre la cantidad de unidades formadoras de co-
lonias aisladas en la época seca y en la época lluviosa (p>0.0S).

Al estudiar la flora bacteriana de las manos del personal
de oncologia, se encontré que el 75% de las manos estaba
positivo por al menos uno de los pardmetros evaluados; 25%
con coliformes totales (promedio 2,8x10* UFC por mano) 13%
con coliformes fecales (promedio 2,4x10° UFC por mano),
69% con §. aureus (promedio 1,3x10° UFC por mano) y 19%
con Pseudomonas sp. Se realiz6 la identificacién bacterianaa
23 aislamientos provenientes de estas muestras, de los cuales
un 35% correspondi6 a Staphylococcus coagulasa negativa,
un 26% a S. aureus, un 17% a Pseudomonas y a Enterobacter
yun 5% a Klebsiella.

En total, considerando todas las muestras, se identificaron
115 cepas, dentro de las cuales predominaron Staphylococcus,
Pseudomonas, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter (Tabla
2). Mediante an4lisis de varianza se determind que no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los
115 aislamientos de este estudio y los 166 aislamientos iden-
tificados por el Laboratorio Clinico del Hospital, como res-
ponsables de infecciones en los pacientes de Oncologia du-
rante el periodo de tiempo que durd el estudio (Tabla 2).

Géneros bacterianos aislados a partir de este estudio
y los que se identificaron en pacientes en las secciones
de Oncologia de un Hospital Nacional, en el mismo
periodo de tiempo. San José, Costa Rica

Bacterias Porcentaje obtenido Porcentaje aislado
en el estudio de pacientes

Acinetobacter 0.87% 3.01%
Aeromonas 0.00% 0.60%
Citrobacter 3.48% 3.01%
Enterobacter 16.52% 15.06%
Escherichia 2.61% 13.86%
Klebsiella 8.70% 4.22%
Listeria 5.22% 0.00%
Moraxella 2.61% 0.00%
Morganella 0.00% 3.61%
Proteus 0.00% 1.81%
Pseudomonas 20.87% 9.64%
Serratia 1.74% 1.20%
Shigella 1.74% 0.00%
Sphingomonas 1.74% 0.00%
Staphylococcus aureus 15.65% 12.65%
Staphylococcus

coagulasa negativa 18.26% 17.47%
Stenotrophomonas 0.00% 1.81%
Streptococcus 0.00% 3.01%
Otros 0.00% 9.04%

DISCUSION

Las bacterias del grupo coliforme, asi como la presencia
de S. aureus, se utilizan como pardmetros de manipulacién y
evaluacién de la calidad microbiolégica de los alimentos (7).
Es preocupante que el 77% de los alimentos analizados tuviera
algin grado de contaminacién; aunque el nimero UFC de
coliformes totales no super6 el orden de 10 1a presencia de
coliformes fecales en alimentos listos para consumo en
cantidades de 10° y 10* UFC/g es inadmisible (5). Esto es
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especialmente cierto si se trata de enfermos inmunosuprimidos,
pues si estos microorganismos indicadores se encuentran en
alimentos, también se pueden encontrar patégenos de
transmisién fecal-oral como Shigella, Salmonella, Vibrio,
Aeromonas, entre otros (8). Esta situacién se confirma con el
hallazgo de Shigella en el 3% de las bacterias identificadas en
los alimentos analizados.

Los coliformes totales, que incluyen los géneros
Citrobacter, Escherichia, Enterobacter y Klebsiella, se
hallaron repetidamente dentro de este estudio. Aunque
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter aislados de alimentos no
se han relacionado con patologias importantes a nivel gas-
trointestinal, (9,10) son indicadores de higiene inadecuada (5).
Ademds, su presencia dentro de una seccién como ésta, donde
se encuentran internados pacientes inmunocomprometidos,
puede ser perjudicial para estos.

En lo que respecta a Pseudomonas, también sugerido como
un patégeno de cuidado en las infecciones nosocomiales de
pacientes inmunocomprometidos (8,10), se aislé en un 25%
de las ensaladas crudas, ademds de un 69% en los refrescos y
en las frutas del estudio (Tabla 1). Esto es muy importante
considerando el estado de inmunosupresién de los pacientes,
pues en ellos la dosis infectante se reduce hasta en un 50%
(8.,9). P. aeruginosa fue una de las especies encontradas en los
refrescos analizados y también se encuentra dentro de las
especies cominmente aisladas por el Laboratorio del Hospi-
tal (Tabla 2).

En este estudio se aislaron menos de 10 UFC/g de S. aureus
en las ensaladas cocinadas, un valor mucho mds bajo que el
obtenido en los otros alimentos que se encuentran entre 1,5x10?
y 2,5x10? UFC/g (Tabla 1). Esto puede deberse al proceso de
coccién al que se sometieron algunos de los ingredientes, que
logra disminuir la carga microbiana. Sin embargo, debe
recordarse que la toxina de estas bacterias puede resistir las
temperaturas de coccién, por lo que este proceso no garantiza
que recuentos bajos de S. aureus no constituyan un riesgo para
los pacientes.

Con respecto a Listeria, también reconocida como un
agente infeccioso importante en pacientes inmunosuprimidos,
relacionada con meningitis, septicemias y gastroenteritis atipica
(5,9,11), se encontré en un 13% de los refrescos y en un 25%
de las ensaladas cocinadas (Tabla 1); estas iltimas
posiblemente se contaminaron después de la coccién, pues
esta bacteria no soporta las temperaturas de pasteurizacién,
aunque si es resistente al pH icido, por lo que pudo sobrevivir
a pesar del vinagre. Aunque L. monocytogenes se encuentra
dentro de las especies involucradas en infecciones
nosocomiales, ésta no aparece dentro de los aislamientos
realizados por el Laboratorio Clinico del Hospital (Tabla 2);
esto podria deberse a que no se tienen protocolos establecidos
para identificar esta bacteria, ya que es un microorganismo
fastidioso.

JIMENEZ et al.’

Varias de las bacterias aisladas a partir de los alimentos
en este estudio, pertenecen a los géneros Escherichia, Shi-
gella, Staphylococcus y Listeria (Tabla 2) que han sido
reconocidas como agentes de infecciones nosocomiales
importantes. Algunos estudios indican que las frutas y los
vegetales usados en servicios de comida hospitalarios portan
bacterias Gram negativas como P. aeruginosa, Klebsiella y
especies de Enterobacter (12); inclusive, estos mismos agentes
infecciosos pueden afectar otros sistemas ademads del tracto
gastrointestinal (5). Al respecto es importante sefialar que
fueron precisamente las frutas el alimento que presentd los
mayores indices de contaminacién (Tabla 1), probablemente
por un lavado inadecuado y por la manipulacién que conlleva
el prepararlas para el consumo de los pacientes.

Se determiné que las superficies de las mesas utilizadas
por los pacientes tenfan menos de 10 UFC/cm? de coliformes
totales y fecales, que no se aislé ni Listeria ni Pseudomonasy
que tnicamente se encontrd S. aureus en un 8% de las muestras
estudiadas. Esta especie, por ser Gram positiva, soporta mejor
las condiciones ambientales y algunos desinfectantes (10).
Este hallazgo debe considerarse de cuidado, ya que es una
especie bacteriana frecuentemente relacionada con infecciones
nosocomiales (5,13). Sin embargo, en términos generales, se
infiere una adecuada sanitizacién de las superficies en el
servicio de oncologia.

En el aire, muchas bacterias Gram positivas se mantienen
viables e infectivas en el polvo seco y pueden infectar a los
pacientes de un hospital (14). En este estudio, de este grupo
se encontrd inicamente al género Staphylococcus, que como
se ha sefialado, es uno de los més implicados en infecciones
nosocomiales (13). Cabe destacar que este género fue el que
se encontré con mayor frecuencia, con un 46% de
aislamientos, representando un riesgo importante en la
contaminaci6n de heridas quirdrgicas (15).” N\

Las bacterias Gram negativas son mds labiles a las
condiciones ambientales (16), por lo que se considera que las
infecciones nosocomiales por esos agentes son de facil
prevencion; sin embargo, es importante resaltar que todas las
especies aisladas e identificadas a partir del aire (Moraxella,
Sphingomonas, Pseudomonas y Acinetobacter) se han
asociado a infecciones nosocomiales (17). Cabe destacar que
Staphylococcus coagulasa positivo y negativo, Acinetobacter
y Pseudomonas se encuentran entre los géneros aislados con
mds frecuencia de pacientes durante el tiempo del estudio,
segiin el Laboratorio Clinico del Hospital (Tabla 2).

Con respecto a los recuentos bacterianos en las muestras
de aire, no se encontraron diferencias significativas entre las
estaciones seca y lluviosa, posiblemente porque no hay
diferencias marcadas en las condiciones de humedad en estos
dos periodos de tiempo.

La transmisién de microorganismos a través de las manos
ha sido reconocida como el méis importante factor de
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diseminacion de brotes de infeccién nosocomial (15,17). Es
alarmante que el 75% de las muestras provenientes de las
manos del personal estuviera positivo por al menos uno de los
pardmetros evaluados, siendo de gran preocupacién la
presencia de coliformes fecales en el 13%, de Pseudomonas
enel 19% y de S. aureus en el 69%. Debido a que Pseudomo-
nas puede crecer en el jabén liquido que comiinmente se
encuentra junto a los lavados, esto podria explicar su presencia
en las manos del personal (18).

A partir de las manos se aislaron ademds de Staphylococ-
cus y Pseudomonas, Citrobacter, Acinetobacter, Klebsiella y
Enterobacter. Varias de estas bacterias han sido implicadas
en la contaminacién de instrumental estéril e invasivo que tiene
contacto con las manos del personal y que posteriormente se
utiliza con los pacientes (19). Esto es aiin mas importante en
pacientes con el sistema inmunolégico deprimido, pues no se
puede evitar que un niimero pequefio de bacterias que entre al
torrente sanguineo o0 a un compartimiento corporal estéril se
multiplique.

Una higiene apropiada a la hora de lavarse las manos por
parte del personal que tiene a su cargo el cuidado de los
pacientes, es suficiente para minimizar brotes de infecciones
dentro de los hospitales, pues lograrfa disminuir
significativamente la carga bacteriana (15). En el lugar de
estudio pudimos notar varias razones por las cuales no es
posible poner en préictica adecuadas normas de higiene, entre
ellas: falta de equipo de lavado y secado de manos accesible,
falta de jab6n, asignacién de gran cantidad de pacientes a
poco personal de salud, falta de campaiias de educacién
dirigidas al personal sobre las consecuencias de malas practicas
de lavado para sus pacientes, entre otros.

En total, a partir de todos los tipos de muestras, se aislaron e
identificaron 115 cepas, dentro de las cuales predominan Staphylo-
coccus, Pseudomonas, Klebsiella y Enterobacter (Tabla 2). La
mayorfa de éstas coincide con los aislamientos identificados de
muestras de pacientes durante el mismo periodo (Tabla 2), entre los
que predominan los géneros Staphylococcus, Pseudomonas, Kleb-
siella, Citrobacter y Enterobacter. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, lo que sugiere la
existencia de una interaccién entre los microorganismos que se
encuentran en los alimentos y el ambiente con los que causan
infecciones en los pacientes. Es importante resaltar que los
aislamientos identificados coinciden con lamayoria de los patégenos
que comiinmente se afslan en pacientes granulocitopénicos (20), lo
cual refuerza fa importancia de tener un mejor sistema de v1gllanc1a
de los microorganismos ambientales.
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Evaluacion microbioldgica y fisicoquimica de bebidas
pasteurizadas fortificadas con extractos de desechos
‘ desodorizados de naranja

Mario José Moreno Alvarez, Alexandra Machado, Arelt:s Padrén, David Garcia y Douglas Rafael Belén Camacho

Laboratorio de Biomoléculas, Ingenieria de Alimentos, Universidad Sim6n Rodriguez, Canoabo,
Estado Carabobo, Venezuela

RESUMEN. El objetivo de esta investigacion, fue la evaluacién
microbioldgicay de algunos pardmetros fisicoquimicos en bebidas
pasteurizadas acondicionadas con extractos acuosos de desechos
desodorizados de naranja. Las frutas utilizadas para el estudio se
seleccionaron con los siguientes criterios: madurez homogénea, sin
dafio fisico y ausencia aparente de clorofila. Las céscaras fueron
sometidas a un secado parcial y posteriormente procesadas para
obtener una harina. El jugo extraido se evalué mediante los
parametros pH = 3,90, °Brix 10, Acidez titulable 0,33 g 4cido citrico/
100mL, carotenoides totales de 0,0078 mg/mL. La harina se sometid
a dos métodos de desodorizacién: por arrastre con vapor y en
autoclave a temperatura de 121°C. A las cascaras desodorizadas, se
le realizd una extraccion de pigmentos usando como solvente agua,
con unarelacién (P/V) 1:50. Posteriormente se prepararon las bebidas
citricas pasteurizadas, sustituyendo el agua de su elaboracién por
los extractos desodorizados por ambos métodos. Los parametros
analizados: pH, °Brix, Acidez titulable, carotenoides totales, no
presentaron diferencias significativas durante las evaluaciones
(P>0,05). Los andlisis microbiolégicos, presentaron valores
adecuados para productos pasteurizados. Se realizaron evaluaciones
sensoriales mediante la prueba no paramétrica Friedman al 95% de
confianza, utilizando un panel no entrenado, donde no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Se concluye que los
procesos de desodorizacién fueron eficientes, permitiendo la
incorporacién de compuestos aquasolubles como flavonoides que
presentan actividad antioxidante en las bebidas fortificadas.
Palabras clave: Bebidas citricas, residuos citricos, pasteurizacion,
naranja.

INTRODUCCION

El cultivo de citricos en Venezuela y en particular el de
naranja (Citrus sinensis L.) ha tenido un sostenido e importante
progreso, después de la década de los 70. Se estima que la
produccién de naranjas para el afio de 2004 sea 742.204 T.M.
(1). Cerca del 50% de la biomasa existente es aprovechada, y
el otro 50%, constituido por céscaras y semillas, es catalogado
como desechos agroindustriales (2-4).

La utilizacién de un subproducto como lo es la cascara de

SUMMARY. Microbiological and physicochemical evaluation of
pasteurized beverages fortified with orange deodorized residues
extracts. Microbiological and physicochemical parameters of pas-
teurized beverages conditioned with aqueous extracts from orange
deodorized residues were evaluated. The fruits used were selected
according to following criterion: homogenous maturity, without
physical damage and absence of apparent chlorophyll. Orange peels
were dried and transformed to flour. The juice was evaluated by means
of these parameters: pH 3.90, °Brix 10, titrable acidity 0.33 g of
citric acid/100 mL and total carotenoids 0.0078 mg/mL. Volatil com-
pounds of the flour that may to cause bitterness were separated by
means of two methods of deodorization: distillation in current of
vapor and in autoclave to 121 °C; then, the flour was extracted with
water (relation 1:50 p/v). Pasteurized citric beverages (orange juice)
were elaborated adding the deodorized extracts. pH, °Brix, titrable
acidity and total carotenoids showed no significant differences
(P>0.05). Microbiological results were according to pasteurized prod-
ucts. Sensorial analysis by untrained panel showed no significant
differences. In conclusion, the deodorant processes were effectives
and permitted the inclusion of aquasoluble compounds as flavonoids
with antioxidant activity. '

Key words: Citric beverages, citric residues, pasteurization, orange.

naranja representa una alternativa para el pafs, en la produccién
de las industrias quimicas y en la alimentacién animal (4).
Las c4scaras de las frutas citricas son ricas en aceites esenciales
y flavonoides, representan una fuente de vitamina A y se ha
demostrado que su consumo est4 ligado a la disminucién de
la incidencia de céncer, por lo que son utilizadas como
colorantes no téxicos (3,5). Sin embargo, los desechos
agroindustriales de naranja son ricos en metabolitos del tipo
terpenoides que producen sabores indeseables a los alimentos
(2). Entre las caracteristicas que producen estos compuestos
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se han descrito la sensacién de amargor; debido a diversos
gluc6genos amargos, como la hespiridina que se encuentra en
los desechos (6).

Padrén y Moreno-Alvarez (2) realizaron la extraccién de
colorantes en cascara de naranja (Citrus sinensis L.) Var.
Valencia por métodos no convencionales y emplearon estos
extractos para fortificar color en naranjadas. Los resultados
obtenidos en este estudio arrojaron que los panelistas preferian
las formulaciones fortificadas por su color, sin embargo eran
rechazadas por su sabor, en este estudio se efectuaron
comparaciones con naranjadas sin fortificar y una comercial.

El objetivo de este estudio es la evaluacién microbiolégica y
fisicoquimica de bebidas citricas fortificadas con desechos
desodorizados de naranja que permitan la utilizacién de un
subproducto de bajo costo, rico en minerales y-compuestos
antioxidantes permitiendo el uso integral del fruto de naranja en
el pais

MATERIALES Y METODOS

Etapas preliminares

Se recolect6 una muestra de 50 kg de frutos de naranjas
(Citrus sinensis L.) variedad Valencia, en la finca “El Zinc”
ubicada en el Municipio Canoabo, el cual se encuentra a 287
msnm., cosecha de Marzo 2002. Los criterios de muestreo
parala seleccién fueron los establecidos por Moreno-Alvarez
et al., (3) para frutos cftricos: tamafio uniforme, sin rastros
aparentes de clorofila, madurez homogénea y sin daiio fisico.
Los frutos fueron lavados mediante lavador rotatorio marca
Dixie con agua corriente con la finalidad de eliminar particulas
indeseables adheridas a las frutas. El pelado de los frutos se
efectué manualmente con cuchillos de acero inoxidable, para
separar el pericarpio del mesocarpio, y se corté en trozos
pequefios para facilitar la molienda. Seguidamente se realizé
el corte en la seccién meridional de la fruta con el fin de
favorecer la extraccién del jugo. La extraccién del jugo se
efectu6 mediante extractor de jugo marca Oster®. Las
cdscaras fueron sometidas a un secado parcial en una estufa,
marca Memmert, a 60 + 1° C por 48 h a una humedad
aproximada del 5%-10%. Después del secado las céscaras
fueron sometidas a una molienda para la obtencién de harina,
utilizando un molino eléctrico, MLW modelo 214 segin
procedimiento establecido en otras investigaciones (4).

Caracterizacién de la materia prima

Céscaras

Se realizaron evaluaciones de humedad (7) y grasa (8) a los
desechos de naranja (Citrus sinensis L.) variedad Valencia. Los
recuentos en placas de aerobios mesofilos y aerobios psicréfilos
se efectuaron mediante norma COVENIN 902 (9). El recuento
de mohos y levaduras mediante norma COVENIN 1337 (10).
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Jugo

El jugo extraido y empleado en la preparacién de las
bebidas fue caracterizado mediante: acidez titulable, sélidos
solubles (SST) medidos con un refractémetro Baush & Lomb
modelo ABBE-3L y expresados en °Brix, pH fue determinado
mediante potenciémetro HANNA Instruments, modelo
pHep® 1. Para estas determinaciones se aplicaron
metodologias de la AOAC (7). Se estableci6 el indice de
madurez mediante la relacién SST/acidez. El contenido de
carotenoides se evaliio mediante curva de calibracién Y: 0,029
+ 38,138 X a 440 nm con un espectrofotémetro marca Baush
& Lomb, modelo Spectronic 20 mediante la metodologia
descrita por Herndndez y Moreno-Alvarez (11). Se efectuaron
determinaciones microbiolégicas al jugo mediante anélisis de
aerobios mesdfilos (9), aerobios psicrofilos (9), mohos y
levaduras (10) coliformes totales y Escherichia coli (12).

Desodorizacién de las harinas de ciascaras de naranja

Se utilizaron dos métodos para la separacién de los
compuestos volétiles presentes en la cascara de la naranja. El
método I consistié en la utilizacién de un equipo de destilacion
con arrastre de vapor de agua generado de una fuente externa
por un tiempo de 30 min. EIl método II se sometieron las
muestras en autoclave vertical modelo 415, marca Fanem,
en condiciones de 121°C por 15 min y 15 psia.

Elaboracién de los productos

Las harinas desodorizadas se sometieron individualmente
a un proceso de extraccién utilizando como solvente agua,
en una agitacién constante, mediante agitador electrénico,
marca Fisher a 600 rpm durante 1 hora con una relacién de
P/V 1:50. El extracto obtenido se filtré a vacio utilizando para
ello papel de filtro Whatman nimeroc 1, con la finalidad de
eliminar particulas coloides en suspensién. Las bebidas se
acondicionaron segtin los requisitos establecidos en la norma
CONVENIN 1702 (13) para jugos de naranjas. Se elaboraron
las siguientes formulaciones: Formulacion I (constituida por
100% de Jugo de naranja natural), el cual se utiliz6 como
control, sin la aplicacién de ningiin extracto desodorizado;
Formulaci6n II (98% de jugo de naranja + 2% de extracto de
desodorizado obtenido en proceso de autoclave) y
Formulacién III (98% de jugo de naranja + 2% de extracto
desodorizado sometido al proceso de arrastre con vapor). La
escogencia de las proporciones utilizadas, estuvo sustentada
en una investigacion previa realizada por Padr6n y Moreno-
Alvarez (2). Las bebidas se pasteurizaron por batchs de 8
litros cada una, utilizando un equipo piloto marca Dove,
modelo TDB/7-20 de 18 L de capacidad a una temperatura
de 60 + 0,1°C durante 30 min. Los productos finales fueron
envasados en botellas de vidrio de 250 ml. Las botellas y las
tapas fueron previamente esterilizadas y codificadas. Las
muestras obtenidas fueron almacenadas por un tiempo de 21
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dias bajo condiciones de refrigeraciéna 7 + 1°C en envases
traslucidos.

Caracterizacion fisico quimica y microbiolégica de los
productos terminados

Las bebidas citricas pasteurizadas se caracterizaron
mediante los siguientes andlisis: s6lidos solubles (°Brix), pH
acidez titulable, carotenoides totales, aerobios meséfilos,
mohos y levaduras, coliforme totales, Escherichia coli 'y

aerobios psicréfilos mediante los mismos métodos y equipos

que la caracterizacién de la materia prima.

Evaluacion sensorial

Se evaluaron las bebidas citricas pasteurizadas mediante
un panel no entrenado de 40 panelistas (todos estudiantes de
la Escuela Técnica Agropecuaria, Carlos Sanda, municipio,
Canoabo, estado Carabobo, Venezuela), mediante una
encuesta, estructurada a través de los siguientes parametros:
color, olor y sabor, utilizando una escala hed6nica propuesta
por el CIEPE (14) durante cuatro semanas consecutivas, con
la finalidad de discriminar cual de las bebidas citricas
pasteurizadas resulté con mayor aceptabilidad.

Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental totalmente aleatorio y
los pardmetros a evaluar fueron determinados por triplicado,
calculando los errores estdndares respectivos y utilizando para
ello las siguientes hip6tesis:

H=pl=p2=pn3
H=p1#pn2#p3 (al menos uno es diferente)

Los pardmetros fisicoquimicos fueron evaluados mediante
un andlisis de varianza, de una cola mediante el paquete
estadistico SAS (15) (P>0,05). La evaluacién sensorial se
realiz6 mediante la prueba no paramétrica de Friedman al
95% de confianza utilizando el paquete estadistico SAS (15).
En cuanto a los pardmetros microbiolégicos fueron
monitoreados diariamente establecidos los contajes de acuerdo
a las normas COVENIN para cada caso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la ma-
teria prima

Los resultados obtenidos de la caracterizacién
fisicoquimica de jugo de naranja se muestran en la Tabla 1.
Los valores de acidez titulable (0,33 g 4cido citrico/100 mL
de jugo) y de sélidos solubles (10° Brix), presentaron
diferencias en comparacién con resultados sefialdos por
Moreno-Alvarez et al. (16) cuyos valores de acidez titulable

y s6lidos solubles fueron 0,80 g 4cido citrico/100 mL de jugo
y 12,5° Brix, respectivamente. Estas diferencias estan
asociadas a las caracteristicas edafocliméticas del cultivo y a
la época de recoleccién del fruto.

TABLA1
Caracterizacién fisicoquimica del jugo y ciscaras
de naranja (Citrus sinensis L.)*

Pardmetro Jugo Céscara
Sé6lido solubles (°Brix) 10,0+ 0,2 N
Acidez i6nica (pH) 3,90+ 0,10 N
Acidez titulable (g 4cido citrico/100) 0,33 + 0,01 N

Carotenoides totales (mg/mL jugo) 0,0078 +0,0002 0,014 + 0,002

Relacién °Brix /Acidez 15,15 + 0,06 N
Grasa (%) N 3,06 + 0,20
Humedad (%) N 56,39 + 0,30

* Valores promedios de tres réplicas + ds
N: Valores no determinados

El valor obtenido de acidez i6nica fue de 3,9 no presenté
gran diferencia con respecto al resultado indicado por Moreno
- Alvarez et al., (3), el cual fue de 3,5. En cuanto a los
carotenoides totales cuantificados se obtuvo un valor promedio
de 7,75x10° mg/mL de jugo, siendo inferior el reportado por
Padrén y Moreno-Alvarez (2) el cual fue de 8,29x10? mg/
mL de jugo. Se infiere que ésta variacién es ocasionada por
el indice de madurez de los frutos empleados en este estudio,
ya que el mismo presenté un valor de 15,15, el cual difiere
ligeramente de los obtenidos por Moreno-Alvarezetal., (3) y
Padré6n y Moreno-Alvarez (2), de~13,80 y 11,14
respectivamente. .

Los resultados de la evaluacién de la c4scara de naranja
también se presentan en la Tabla 1. La humedad arrojé un
valor de 5,6% siendo cercano a los resultados determinados
por otros autores (3,4) que sefialan un valor de 4,8%. En cuanto
al porcentaje de grasa obtenido (3,06%) es superior al
sefialado por Moreno-Alvarez et al., (4) de 2,63%. De igual
manera, este valor se encuentra en el rango establecido en la
norma COVENIN (17) que indica un porcentaje minimo de
3% en materia grasa para harinas elaboradas con residuos
citricos. El contenido de carotenoides totales (CCT)
determinado fue de 0,014 mg CCT/mL siendo inferior al
obtenido por Moreno-Alvarez et al., (3), quienes determinaron
un limite minimo de 0,016 mg/mL de carotenoides totales en
céscaras de naranjas.

La evaluacién microbiolégica del jugo y la cdscara de
naranja, se encuentra sintetizada en la Tabla 2. En relacién al
jugo los resultados obtenidos cumplen con la norma
COVENIN (18), para jugo de naranja pasteurizado. Por su
parte Muller et al., (19) sefiala que debido a los bajos valores
de pH en las frutas, la flora microbiana presente estd
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constituida principalmente por mohos y levaduras. Los valores
obtenidos para la cdscara estdn dentro de los rangos permitidos
por Splittstoesser (20) para verduras y hortalizas 4 x 10*a 2,8
x 107 UFC/g. La carga de estos organismos es procedente del
suelo y el aire, que pueden ser incorporados por la
manipulacién de las frutas o insectos (19).

. TABLA2
Caracterizacién microbiolégica de las ciscaras de naranja y
del jugo de naranja

Andlisis Céscaras Jugo
Aerobios mesofilos UFC/mL 4,3x10* 5,6x10°
Mohos UFC/mL 5,3x10! 7,3x10?
Levaduras UFC/mL 6,4x10" 3,8x10°
Aerobios psicréfilos UFC/mL <10 N
NMP/mL Coliformes totales <3 N
Escherichia coli ND N

ND: Valores no detectados
N: Evalugcién no determinadas

Caracterizacién fisicoquimica, microbiolégica y sensorial
de los productos

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la evaluacién
de pH para las diferentes bebidas citricas pasteurizadas. No
se determinaron diferencias estadisticamente significativas en
relacién a este parametro durante la evaluaciéon (P>0,05).
Moreno-Alvarez et al., (3) y Padrén y Moreno-Alvarez etal.,
(2) determinaron valores similares de pH (3,5) para jugo de
naranjay 3,9 para naranjadas fortificadas respectivamente.
No se determinaron diferencias significativas (P>0,05) en
relacién a los sé6lidos solubles lo cual indica una importante
estabilidad de los productos y una nula interferencia de los
tratamientos a estos parametros. Los valores de acidez
titulable expresados como g de 4cido citrico/100 mL de jugo
no presentaron diferencias significativas (P>0,05) lo cual
sugiere una importante estabilidad quimica de los productos
y un adecuado proceso de pasteurizacién. El valor obtenido
en todos los casos fue de 0,90 g/100 mL de 4cido citrico
estando este resultado dentro los estindares establecidos para
naranjadas COVENIN 1702 (13). No se determinaron
diferencias significativas (P>0,05) en relacién al contenido
de carotenoides totales durante los 21 dias de evaluacién. Lo
cual sugiere que el proceso de almacenamiento y embotellado
fue eficiente, permitiendo una importante estabilidad quimica
de estos metabolitos que son ficilmente oxidados por la
presencia de oxigeno, iones metilicos o radicales libres (21).

TABLA 3
Evaluacién fisicoquimica y de carotenoides de las bebidas pasteurizadas

pH SS
Tratamientos TO T1 T2 T3 TO Tl T2 T3

I 35 35 34 34 150 150° 150° 150"
Il 37 37 36 36 1500 150° 150° 150
i 37 37 36 36" 150 150° 1500 150"

AT CCT
TO Tl T2 T3 TO Tl T2 T3
090* 090* 090* 090* 0,016 0015* 0,014 0,012
090* 090° 090* 090 0,017 0016 0015* 004"
0900 090° 090° 090° 0,021 0019 0017* 0,016

Valores promedios de tres réplicas
TO0:Dfal; T1:Dfa7; T2:Dial14; T3:Dfa2l
I =Jugo de naranja pasteurizada

Il =Bebida citrica desodorizada obtenida utilizando método de autoclave

I = Bebida citrica desodorizada obtenida utilizando destilacién
SS = Sélidos solubles (°Brix)

AT = Acidez titulable (g 4cido citrico/100 mL de jugo)

CCT = Caratenoides totales (mg/mL)

Medias con diferentes letras en el subindice, dentro de una misma fila, indican diferencias significativas para un mismo parametro (P> 0,05).
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La cantidad de carotenoides totales en la bebida II fue
menor comparada con la bebida III, durante el tiempo de
evaluacién, pudiéndose observar en el mismo cuadro. Se
infiere, que el proceso de destilacién por arrastre con vapor
fue mis eficiente, debido a que este método se realiz6 a
presiones reducidas para disminuir el punto de ebullicién.
Badui, (6) afirman que uno de los factores que contribuye a la
destruccion de los carotenoides son las altas temperaturas.

Los anélisis microbiolégicos realizados a las bebidas
citricas pasteurizadas se presentan en las Tablas 4,5y 6. Todos
los tratamientos evaluados cumplieron con la norma
COVENIN 1702 (13) para naranjadas pasteurizadas. La cual
establece valores maximos de 200 UFC/mL de aerobios
meséfilos para el primer dia de pasteurizacién. En relacion a
los aerobios psicréfilos en todos los casos presentaron valores
menores de 10 UFC/mL a lo largo de las evaluaciones,
cumpliendo con los requisitos propuestos por la norma
COVENIN 1699 (18). Los coliformes totales estuvieron
dentro de los rangos Optimos de bebidas pasteurizadas tipo
naranjadas y en ningiin caso se logré detectar la presencia de
Escherichia coli, evidenciando que el proceso de
pasteurizacién fue eficiente. En cuanto a los mohos y
levaduras, arrojaron valores dentro de los rangos permitidos
por COVENIN 1337 (10).

TABLA 6
Evaluacién microbiolégica de la formulacién III

Microorganismo Dial Dia7 Dia 14 Dia2l
Aerobios meséfilos UFC/mL <10 <10 <10 48
Aerobios psicréfilos UFC/mL <10 <10 <10 <10
Mohos UFC/mL <10 <10 <10 <10
Levaduras UFC/mL <10 <10 <10 <10
NMP/mL coliformes totales <3 <3 <3 <3
Escherichia coli ND ND ND" ND

ND: Valores no detectados

La Tabla 7 presenta los resultados de la evaluacién de los
pardmetros sensoriales, a través del método no paramétrico
de Friedman. En dicha tabla se establecen los valores del
estadistico de Friedman (F) y el valor de la probabilidad (P)
utilizando los la aproximacién de Chi? para los diferentes
atributos evaluados. En esta prueba no se detectaron
diferencias significativas con respecto a las variables (color,
olor y sabor). Lo que indica que las pruebas no fueron
instrumento de juicio para evaluar la preferencia de los
consumidores. Sin embargo se infiere, de acuerdo a los
resultados obtenidos (valores de ranqueo), que la bebida II
resulté con mayor aceptacién con respecto al sabor.

TABLA 4
Evaluacién microbiolégica de la formulacién I TABLA 7
Resultados de la Prueba de Friedman en la evaluacién
Microorganismo Dial Dia7 Dial4 Dia2l - sensorial
Aerobios meséfilos UFC/mL <10 <10 <10 55 Dial Dia7 Dia 14 Dia 21
Aerobios psicréfilos Variable F P>F F P>F F P>F F P>F
UFC/mL <10 <10 <10 <10
Mohos UFC/mL <10 <10 <10 <10 Color 0,01 099 4,76 0,10 0,95 0,70 4,06 0,10
Levaduras UFC/mL <10 <10 <10 <10 NS NS NS NS NS NS NS NS
NMP/mL coliformes totales <3 <3 <3 <3 Aroma 2,71 030 094 0,70 3,35 0,70 0,46 0,80
Escherichia coli ND ND ND ND NS NS NS NS NS NS NS NS
Sabor 1,21 0,70 2,41 030 095 0,70 1,46 0,50

ND: Valores no detectados

TABLAS
Evaluacién microbiolégica de la formulacién II

Microorganismo Dial Dia7 Dial4 Dia2l

Aerobios meséfilos UFC/mL <10 <10 <10 60

Aerobios psicréfilos UFC/mL <10 <10 <10 <10
Mohos UFC/mL <10 <10 <10 <10
Levaduras UFC/mL <10 <10 <10 <10
NMP/mL coliformes totales <3 <3 <3 <3
Escherichia coli ND ND ND ND

ND: Valores no detectados

NS NS NS NS NS NS NS NS

F: Estadistico de Friedman
P: Valor de la probabilidad utilizando la aproximacién de Chi?
NS: No significativo al 95% de confianza

Cabe destacar que esta prueba sensorial demuestra que
los métodos aplicados para la desodorizaci6n de las cascaras
fueron efectivos ya que el panel no percibi6 el sabor amargo
caracteristico de los terpenos coincidiendo con lo expuesto
por Badui (6) quien sostiene, que los terpenoides distribuidos
en el flavedo y el mesocarpio contribuyen al amargor y el
aroma de los citricos. Por su parte Arthey (22), coincide en
que a los productos citricos, se les puede eliminar el sabor
amargo reduciendo el contenido de los terpenos por medio
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de una desodorizacién con el propésito de no daifiar otros
componentes como los flavonoides que presentan una
importante actividad antioxidante dentro de la célula.

CONCLUSIONES

La materia prima utilizada (ciscara y jugo de naranja) se
encontraba entre los rasgos permitidos de acuerdo a sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas, siendo apta
para la elaboracién de las bebidas. Los resultados obtenidos
de los andlisis a la materia prima presentaron similitudes a
otras investigaciones realizadas, lo que permitié adecuadas
comparaciones. Los métodos de desodorizacién cumplieron
con su finalidad de eliminar los terpenos presentes en el albedo
de las cdscaras ya que aumentaron la aceptabilidad en relacién
al sabor. Las evaluaciones fisicoquimicas y microbiol6gicas
realizadas a las bebidas durante el tiempo, no presentaron
modificaciones considerables, evidenciando un proceso de
pasteurizaci6n eficiente. La bebida citrica que se elaboré con
el extracto desodorizado por destilacién, present6 mayor
concentracién de carotenoides totales (0,021 mg/mL) que la
obtenida con extractos por el método de autoclave (0,017 mg/
mL). En la evaluacién sensorial se comprobé que no existen
diferencias significativas entre los atributos olor, color y sabor,
del mismo modo se determiné que existia mayor aceptacién
entre los panelistas por la bebida II. Se concluye que los
desechos desodorizados de naranja presentan una alternativa
en la fortificacién de bebidas citricas, de una adecuada calidad
microbiolégica, permitiendo la incorporacién de metabolitos
como flavonoides que presentan importante actividad
antioxidante dentro de la célula.
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RESUMEN. Como un aporte a la nutricién / alimentacién de la
creciente poblacién de adultos mayores en Guatemala, se desarrollé
el presente trabajo cuyo objetivo fue evaluar la calidad quimica,
nutritiva y sensorial de pan preparado de la sustitucién parcial de
harina de trigo por harina de arroz.Se evaluaron sustituciones de 15,
20, 30, 40, 50 y 60 % de harina de trigo por harina de arroz. Se
encontraron diferencias con el pan control (100% harina de trigo) en
el proceso de preparacidn, en la textura, volumen, altura, peso y
volumen especifico. Se notaron efectos importantes en el manejo de
las masas en particular con los de 40, 50 y 60% de harina de arroz. Asi
mismo, a mayor nivel de arroz se encontré una textura harinosa. La
calidad de la protefna del pan aumenté con el nivel de sustitucién, sin
embargo la diferencia en calidad proteinica entre el pan de trigo y el de
60% de arroz no alcanz significancia estadistica. En base a un analisis
estadistico de las caracteristicas fisicas se seleccioné el pan con 30 y
40% de harina arroz y a través de una prueba de preferencia se seleccion6
el pan con 30% de harina de arroz como el més adecuado para los fines
del estudio. Este pan no fue diferente al pan de trigo en varios parametros
nutricionales y en algunos fue superior. Cada porcién de pan tiene un
peso de 80 gramos (2 rebanadas) que aporta cantidades adecuadas de
calorias, proteina y sodio aunque un poco menos en fibra dietética que
el pan de 100% trigo.

Palabras clave: Adultos, pan de trigo/arroz, caracterfsticas fisicas,
quimicas, sensoriales, sustitucién parcial de harinas.

INTRODUCCION

Los datos de poblacién de América Latina (1) indican que
en todos los paises ha habido un aumento continuo en el niimero
total de personas con un aumento en la poblacién de 65 afios y
mis que fluctiian entre 3% al 13%. Para el afio 2020 mas de
1000 millones de personas de 60 afios y mas vivirdn en el mundo
y alrededor de 700 millones en los paises en desarrollo.

En Guatemala, las proyecciones para el afio 2002 basadas
en el censo de 1994, estimaron que habria 317,510 adultos
mayores y en el afio 2005 serian 467,364 (2,3). Este grupo
creciente de la poblacién merece un rol participativo dentro
de la sociedad y una forma de lograrlo es tener ancianos sa-
nos y bien alimentados.

SUMMARY. Development of bakery products for greater adult
consumption based on wheat and rice flour. The present investi-
gation was developed as a contribution to Guatemalan’s elderly food
and nutrition. Its main objective was to evaluate the chemical, nutri-
tional and sensory quality of bread prepared from the partial substi-
tution of wheat flour with rice flour.Wheat flour substitutions with
rice flour in the order of 15, 20, 30, 40, 50 and 60 % were evaluated.
Differences with the control (100% wheat bread) were found during
the process of preparation, as well as texture, volume, height, weight
and specific volume. Important effects in dough handling were noted
specifically in the 40, 50 and 60% rice bread. Thus, a sandy texture
was found in breads of higher rice levels. The bread protein quality
increased with the level of substitution; however the protein quality
difference between the wheat bread and the bread with 60% rice
flour did not achieve statistical significance. Based on a statistical
analysis of the physical properties the bread with 30 and 40% rice
flour was selected, and through a preference test between these last
two, the 30% rice flour bread was selected as the sample best suited
to the present study’s purposes. This bread was not different to wheat
bread in many nutritional parameters, although in others it showed
to be superior. Each serving size of bread has a weight of 80 grams
(2 slices) that contributes adequate quantity of calories, protein and
sodium, although a little less dietary fiber than 100% wheat bread.
Key words: Elder people, wheat/ rice bread, physical, chemical and
sensory properties, partial flour substitution.

Se sabe que los problemas de salud de los adultos mayores,

- se encuentran asociados a los procesos de cambios fisiolégicos

que experimenta el organismo y cuyas expresiones latentes son
lentitud de reacciones, modificaciones en las funciones motoras
y de los sentidos, pérdida de la energia y disminucién de las
defensas frente a las enfermedades. Estos cambios hacen que
las personas mayores sean mas vulnerables al medio y que ten-
gan una mayor propension a las enfermedades y accidentes, con
consecuencias fisicas, psicolégicas y sociales. Todos estos cam-
bios influyen sobre la calidad de vida de los ancianos y pueden
afectar también su estado nutricional (4).

Las 4reas que estin relacionadas a nutricién son la boca y
su condicién para masticar; asi mismo, esta la percepcion sen-
sorial que por lo general se pierde con la dificultad de recono-
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cer el color, olor, aroma y sabor del alimento. Ademas estdn
los problemas que resultan por mal funcionamiento del apa-
rato digestivo en lo que es la movilidad del es6fago, en la
menor movilidad gastrointestinal y vaciamiento géstrico dis-
minuido. Existe también una reduccién en la secrecién de
4cido clorhidrico. Otros factores son el sistema muscular y
del esqueleto que interfieren con funcionalidad, aumento en
deposicién de grasa y menor densidad 6sea. Finalmente es-
t4n los problemas mentales y habilidades cognitivas que pue-
den interferir en el estado nutricional del individuo (4).

Los ancianos necesitan alimentos de valor nutritivo con-
centrado y prefieren alimentos ficiles de preparar y comer.
Les gustan los productos de panaderfa, especialmente de buen
sabor, ya que son los més accesibles, no requieren de mayor
preparacién y son faciles de comer. Los requerimientos de pro-
tefna son relativamente altos entre 0.8 - 1.0 g/kg de peso, y pre-
feriblemente proteina de alta calidad. Los de fibra se recomien-
dan entre 20 - 35 g/dia y de carbohidratos alrededor del 50% -
55% de las calorias totales. Otro nutriente importante es la in-
gestion de sodio que debe ser reducida (250 a 2000 mg diarios),
con ingestién adecuada de vitaminas, minerales y de agua (5,6).
El desarrollo de alimentos para la poblacién de la tercera edad
se ha venido ejecutando en el tiempo. Morales de Le6n y col.
(8) desarrollaron y evaluaron una pasta para sopa a base ama-
ranto, trigo y frijol que resulto ser apropiada para la alimenta-
cién de personas adultas. Otros estudios corresponden a pan
fortificado (9), alimentos de reposteria (10,11), pastas enrique-
cidas (12) y alimentos de humedad intermedia (13,14).

Como un aporte a la nutricién/alimentacién del adulto, se
decidi6 desarrollar un pan con sustitucién parcial de la harina
de trigo con harina de arroz. Se evaluaron diferentes propor-
ciones de sustitucion de harina de trigo por la de arroz para
encontrar la 6ptima en la elaboracién del pan. Asf mismo, se
considero de vital importancia la determinacién del grado de
aceptacién del producto fabricado. Se realizaron pruebas fi-
sicas y sensoriales con el objeto de seleccionar el producto
con mejores preferencias, tomando en cuenta sus dimensio-
nes asf como su apariencia, sabor y textura; propiedades de-
terminantes para la aceptacién del producto por la poblacién
de la tercera edad, a quien es orientado el producto. Final-
mente los panes de los diversos mercados de harina de trigo y
de arroz fueron evaluados por su calidad proteinica.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Para la elaboracién del pan se utilizé harina de trigo duro
enriquecida con tiamina, riboflavina, niacina y hierro,
adquirida.en el mercado. El arroz fue de una marca comercial
que fue molido a 80 mesh en un molino de martillos. Ademas,
se utiliz6 levadura de panaderia (5%), sal (2%), aceite (2%) y
agua (la cantidad necesaria).

Metodologia

Formulacién del producto

Se elaboraron muestras de pan blanco con las
composiciones porcentuales de harina de trigo: harina de arroz
siguientes: 100:0, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 y 40:60.

Panificacién

Se elaboraron las muestras siguiendo los pasos esenciales
que se siguen en la fabricacién de pan blanco por método de
masa directa (15), que consiste en el pesado de los ingredientes
y seguido del mezclado manual como se describe a
continuacién.

Se disolvié la levadura en agua tibia con azicar hasta ob-
tener una pasta espesa que se dejé reposar a una temperatura
de 35°C durante 10 minutos. Luego se colocé sobre la mesa
la mezcla de las harinas formando una corona. En el centro
se distribuyé la sal, la grasa y la levadura disuelta. Se trabaj6
con las manos de manera que se integraran los ingredientes.
Luego se procedié al amasado por 20 minutos hasta formar
una masa lisa, la cual se dejé reposar para su maduracién
aproximadamente por una hora a 35°C hasta que aument? el
doble de su volumen.

La masa, se volvié a trabajar con las manos durante 10
minutos para quitar el aire. Luego se distribuy6 en moldes
rectangulares para pan, engrasados y enharinados, dejandolos
reposar nuevamente por 10 minutos. El pan permanecié en
el horno de 20 a 25 minutos a una temperatura de 227 - 246°C
(hasta que la masa estaba dorada y cocida). Al salir del horno,
el pan se sac6 de los moldes (18x8x5cm) y se dejé enfriar
antes de empacarlo.

Anilisis fisicos

Se realiz una evaluacién de las caracteristicas fisicas del
pan control y de los sustituidos por harina de arroz, midiendo
con una regla graduada las dimensiones de altura, ancho y
largo de las hogazas, y con una balanza su peso. Los datos de
dichas mediciones, consideradas como las mds importantes
en un pan a base de harinas compuestas, fueron analizados
estadisticamente por anélisis de varianza.

Se determind la firmeza o dureza del pan usando el méto-
do estandar de la AACC 74-09 utilizando el texturémetro TA-
XT?2 marca Stable Micro Systems (16).

Andlisis quimico

Se realizé un anilisis proximal tanto de las harinas de arroz
y trigo, asf como de las muestras de pan 100% trigo y las que
fueron seleccionadas por la prueba sensorial de preferencia,
cuantificando con los siguientes métodos de la AOAC (17):
a. Humedad, Método No. 14.004, horno de aire
b. Cenizas, Método No. 14.006, método directo
¢. Grasa, Método No. 14.018, extracto etéreo
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Proteina, Método No. 14.026, Kjeldahl

Fibra dietética, Método No. 45.4.07

Carbohidratos por diferencia

Calorias por calorimetria, usando el equipo marca Parr No.
1901 '

h. Sodio por fotometria de llama

@ o A

Los panes de trigo y trigo/arroz se analizaron también por:

a. Lisina disponible, Método de Hurrel y col (18)

b. Contenido de amilosa, Método de Juliano (19)

c. Digestibilidad de la protefna in vitro, Método de Mertz y
col (20)

Los anilisis fueron hechos en triplicado para cada muestra.

Evaluacion sensorial

Las formulaciones que no fueron significativamente
diferentes de acuerdo al analisis de varianza fueron evaluadas
con un panel de treinta personas de la tercera edad con un
rango de edad entre 65 y 78 afios y de ambos sexos. Era
importante que las personas que evaluaran este producto fueran
mayores de 65 afios pues hacia ellas esté dirigido el producto
especificamente. Para este ensayo se utilizé el test
discriminatorio pareado de preferencia. En ésta prueba los
panelistas seleccionaron entre las muestras, indicando si
preferian una muestra sobre otra. El uso de la opcién de «no
prefiero ninguna o «las dos me desagradan igual» no se utilizé
ya que reduciria el poder estadistico de la prueba pues se haria
necesaria una mayor diferencia en las preferencias para poder
obtener significancia estadistica.

Las muestras (A) y (B) se presentaron en recipientes idén-
ticos codificados con nimeros aleatorios de 3 digitos, en dos
posibles 6rdenes de presentacién: Ay B 6 By A. Las mues-
tras se presentaron en ambos 6rdenes el mismo nimero de
VEcCes.

El pan blanco preferido segiin la prueba de preferencia
realizada se evalué por medio de una prueba hedénica (21).
En ésta prueba se le pidi6 al mismo panel que aplicé el test de
preferencia que evaluara la aceptabilidad del pan que resulté
seleccionado. En éste ensayo se le pidi6 al panel que luego de
su primera impresién respondiera cuinto le gusté o disgusté
el producto, de acuerdo a la escala verbal - numérica presen-
tada en la boleta de evaluacién. Para esta prueba se utiliz6é
una escala heddnica de S puntos, en la cual cada panelista
eligi6 entre las siguientes opciones:

- Me gusta mucho
- Me gusta
.- No me gusta ni me disgusta
- Me disgusta
- Me disgusta mucho

Cada panelista recibié una muestra codificada del pro-
ducto junto con la hoja de respuestas. A cada uno de los incisos
(me gusta, no me gusta, etc.) que describen cada caracteristi-
ca (sabor, textura, etc.) se le asigné un valor en escala de peor
a mejor (0 para la peor y 4 para la mejor). La suma de todos
los valores, de todos los incisos divididos en el nimero total
de personas entrevistadas, nos di6 la cantidad que mejor des-
cribe cada cualidad.

Los panes para los paneles sensoriales fueron almacena-
dos en bolsas de plastico durante una noche a temperatura
ambiente. La hogaza de pan fue cortada en rebanadas de 1
cm de grosor. Para prevenir que se secaran las muestras fue-
ron cubiertas con un material plastico antes de servirlas.

Con ésta prueba se midi6 agrado o desagrado del pan blan-
co desarrollado en la poblacién de la tercera edad.

Evaluacion biolégica

Muestras de panes de todas las formulaciones se rebanaron
y se pusieron a secar a una temperatura no mayor de 60°C.
Luego se molieron. Esto se repitié dos veces. Las harinas
resultantes se analizaron por humedad y proteina como ya
fuera indicado.

Las harinas se incorporaron en la siguiente dieta basal: hari-
na de pan 90%, minerales 4% AIN 93M (22), aceite vegetal
5%, vitaminas 1% AIN 76A (22). Ademds de estas dietas expe-
rimentales se prepard una dieta de caseina para dar 10% de pro-
tefna y una dieta aproteica para ser utilizada en el método de
NPR. Se utilizaron 72 ratas (36 hembras y 36 machos) de 22 -
24 dias de edad y se distribuyeron por peso entre 9 grupos, con
8 ratas/grupo. La alimentacién fue adlibitum por un periodo de
21 dias. Las ratas disponian de agua todo el tiempo y la T° del
laboratorio se mantuvo a 25°C con 12 horas de luz y 12 de
oscuridad. Se pesaron cada 7 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis quimico proximal de ingredientes
La Tabla 1 resume los datos de composicién quimica de
las harinas utilizadas en el estudio.

TABLA 1
Composicién quimica proximal (%) de la materia prima
(base natural)

Componente Harina de trigo Harina de arroz
Carbohidratos 77.32 £0.26 85.96 + 0.39
Proteina 10.62 + 0.06 5.91+0.58
Grasa 1.38 +0.11 0.65 +0.05
Humedad 10.09 +0.20 7.63 +0.56
Cenizas 0.59 +0.02 0.36 + 0.03
Energia cal/100 g 362 , 373
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Como se puede observar, la harina de trigo es superior a la
harina de arroz en su contenido de proteina, grasa y cenizas,
mientras que la harina de arroz contenia cantidades similares de
carbohidratos y energia en base seca. Los valores son similares
alos indicados en las Tablas de Composicion de Alimentos (23).

Andlisis fisico del pan

Se inici6 el presente trabajo con un disefio experimental en
el que la variable independiente para el desarrollo del producto
final fue el nivel de sustitucion de harina de trigo por harina de
arroz en porcentajes de 0, 15, 20, 30, 40, 50 y 60% por peso.

En la evaluacién de la preparacion del pan vale la pena
indicar que hubo diferencias muy notables en el manejo de
las masas, principalmente las de los panes hechos con mayor
sustitucion de harina de trigo (40, 50 y 60% de sustitucion).

Estas diferencias fueron basicamente: la textura de la masa,
un tanto arenosa, asi como una notable absorcion del agua de
dichas formulaciones que dieron como resultado masas pegajo-
sas yun poco dificiles de manejar. Esto se pudo evitar en buena
medida al realizar la mezcla de ingredientes con un 90% de la
mezcla de harinas y luego en la fase de amasado se agrego6 el
10% restante en la mesa de trabajo y a las manos para evitar lo
pegajoso. Con los panes hechos con sustitucién de 15, 20 y
30% casi no hubo problemas de este tipo por la menor cantidad
de harina de arroz afiadida a la harina de trigo.

En el anélisis fisico cada uno de los 18 panes resultantes
(6 niveles x 3 repeticiones) fueron evaluados por su volu-
men, textura y apariencia en general y luego comparados con-
tra un pan control de 100% de trigo (ver Figura 1y Tabla 2).

FIGURA 1
Efectos de la sustitucion de la harina de trigo por harina
de arroz a diferentes porcentajes

TABLA2
Dimensiones de los panes con diferentes porcentajes de sustitucion de harina de trigo por harina de arroz

% Sustitucion Altura (cm) Volumen (cm3 Volumen especifico Peso

Trigo Arroz (cm-Vg) (9)
100 0 9.23 + 1.17 1126.84 + 94.58 2.46 +0.19 458.3 + 10.4
85 15 8.95 + 0.37 1110.15 + 63.28 2.43 +0.16 458.7 + 8.5
80 20 8.60 + 0.18 1053.30 + 11.76 2.33 +0.02 451.0 + 2.9
70 30 8.63 + 0.39 1079.42 + 58.31 2.33 +0.10 467.5 + 104
60 40 7.65 + 0.97 916.39 + 139.65 1.89 + 0.27 461.2+ 13.8
50 50 7.45 + 0.13 914.10 + 19.10 2.01 +0.04 455.0 + 4.1
40 60 5.93 + 0.67 702.30 + 89.54 1.58 +0.20 4450 £5.0

La evaluacién visual de los panes con sustitucion de mas
de 50% de harina detecté un menor tamafio de poros y hogazas
mas compactas. El pan con 60% de sustitucion produjo
hogazas con casi el mismo tamafio que la masa original que se
colocé en el molde, lo que indica que no se produjo una reten-
cion de gas durante la maduracion. Por lo que se puede afir-
mar que a mayor porcentaje de sustitucion de harina se obtie-
ne un menor tamafio de hogaza de pan.

Con respecto a la evaluacion de las caracteristicas fisicas
del pan, las medidas de ancho y largo de los diferentes trata-
mientos de sustitucion permanecieron mas o menos constan-
tes, se presentan en la Figura 2a y 2b.

Por otra parte las medidas de altura, volumen y peso que
se resumen en la Tabla 2 presentaron mayor diferencia entre
si, notandose un decremento en magnitud de las mismas al
aumentar el porcentaje de sustitucion de harina de trigo por
harina de arroz.
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FIGURA 2a »
Comparacién de promedios de las mediciones de alto,
ancho y largo de las formulaciones

L Y S R e e e ey

Valor de Medicit
I

>

9 v\’__‘\
8
7 ! - i ; N = 3
6 \
A4
5 T _— T T T T =T
100 -0 B85-15 80- 20 60 - 40 50 - 50 40 - 60

. 7030
Formulacién (%Thigo:%eAnoz)

[Fo— Ao (¢cm) ~W—Ancho (cm) —— Largo (em) |

FIGURA 2b
Comparacién entre las mediciones de volumen y peso
de las formulaciones
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Los anteriores resultados fueron analizados

estadisticamente con la prueba de andlisis de varianza para
determinar si habia diferencia significativa entre las muestras
como se muestra a continuacion.

TABLA3
Andlisis de varianza (o< 0.05) entre los panes con diferen-
tes porcentajes de sustitucion de harina respecto al control

(100% trigo)
Dimensién  F experimental  F critfca Resultado
Altura 10.06 > 2.85  Sihay diferencia significativa
Volumen 12.98 > 2.85  Sihay diferencia significativa
Peso 4.14 > 2.85  Sihay diferencia significativa

En la Tabla 3 se puede observar que si hubo diferencias
significativas en todas las caracteristicas entre los panes con
harina de arroz y el pan control. Por consiguiente el pan con-
trol es significativamente diferente a los panes con sustitu-
cién de harina de trigo con harina de arroz.

Esta diferencia significativa fue debida a que durante la
fabricacién de las masas, la sustitucién de harina de trigo por
harina de arroz redujo la cohesividad y la propiedad de rete-
ner el diéxido de carbono producido durante la fermentacién
dando como resultados panes més compactos.

TABLA 4
Andlisis de varianza (a< 0.05) entre los panes con diferen-
tes porcentajes de sustitucién de harina

Dimensién  F experimental  F critica Resultado

Altura 15.77 > 3.11  Sihay diferencia significativa
Volumen 14.74 > 3.1 Si hay diferencia significativa
Peso 5.66 > 3.11 Si hay diferencia significativa

El anélisis de varianza de las mediciones fisicas entre los
panes con sustitucién parcial de arroz que se presenta en la
tabla 4, demostrd que si existe una diferencia significativa en
cuanto a las tres variables medidas entre los panes con susti-
tucién de harina de trigo con harina de arroz.

De estos resultados se hizo necesario realizar un anélisis
de varianza por factor para cada pan a manera de comparar-
los entre si, encontrdndose lo siguiente:

a. Lasformulaciones con 15, 20, 30 y 40% de sustitucion de
harina de trigo por harina de arroz presentan diferencia
significativa sobre el resto de muestras pero no entre si.

b. La formulacién con 50% de sustitucién no difiere
significativamente de 1a formulacién con 60% de sustitu-
cién, pero si del resto de las muestras en cuanto a sus
dimensiones de altura y volumen.

c. La formulacién con 60% de sustitucién difiere
significativamente de todas las muestras.

A partir de éstos resultados y de la evaluacién visual de
las muestras se descartaron las formulaciones con 60 y 50%.
También fueron descartadas las formulaciones con 15 y 20%
de sustitucién puesto que para los fines del trabajo se considerd
que no era una sustitucién significativa.

Evaluacién sensorial

Con las dos formulaciones restantes (30% y 40% de sus-
titucién), se procedié a realizar una evaluacién sénsorial para
detectar la preferencia de los panelistas entre las dos mues-
tras. El total de preferencias obtenidas que fue 22 de 30 se
analizé por tablas de distribucién binomial del minimo de
juicios para establecer preferencias significativas.

Se determiné que existe una preferencia con un nivel de
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5% de significancia entre los resultados obtenidos para la for-
mulacién con 30% de sustitucién de harina de trigo con hari-
nade arroz. En otras palabras, el panel sefialé como producto
preferido el elaborado con un 30% de sustitucién de harina,
con un nivel de significancia del 5%. Estos resultados nos
permiten afirmar con certeza que la muestra con 30% de sus-
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titucién es la preferida, y que solamente S de cada 100 prefe-
rencias por dicha formulacién podria deberse al azar.

La aceptabilidad de la formulacién preferida se determi-
né por el mismo panel sensorial de personas de la tercera
edad por medio de una escala hedénica de 5 puntos. Los
resultados de 1a evaluacidn se presentan en la Tabla 5.

TABLAS
Prueba hedénica de 5 puntos para la muestra con 30% de harina de arroz

Caracteristica Apariencia

Sabor

Textura Aceptabilidad general

# Personas Valor Total #Personas Valor Total # Personas Valor Total #Personas Valor Total

Me gusta mucho 7 4 28 8 4 32 7 4 28 7 4 28
Me gusta 19 3 57 16 3 48 20 3 60 17 3 51
No me gusta ni me disgusta 4 2 8 3 2 6 3 2 6 6 2 12
Me disgusta 0 1 0 3 1 3 0 1 0 0 1 0
Me disgusta mucho 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 93 Total 89 Total 94 Total 91
Me gusta 3.10+£0.22 2.97+0.25 3.13+0.21 3.03+024

Los resultados de la evaluacién sensorial indican que la TABLAG6

muestra de pan con sustitucién parcial de harina de trigo con
un 30% de harina de arroz fue calificada en cuanto a su sabor,
textura, color y apariencia general como «Me gusta» por la
poblacién de la tercera edad. El anélisis estadistico de la eva-
luacién sensorial nos confirma con un 95% de confianza que
las caracteristicas calificadas si tienen el valor encontrado con
un error menor a 0.25. Esto nos indica que el valor encontra-
do es ese + 0.25.

En algunas observaciones anotadas por los encuestadores
se encontré un comentario en comin, el cual era que el pan
era facil de ensalivar al masticar, comentario positivo puesto
que consideran que el pan sindwich que actualmente esti en
el mercado se apelmaza en el paladar durante 1a masticacién,
lo cual dificulta tragarlo. ‘ :

Analisis quimicos

La muestra de harina de arroz analizada presenté un con-
tenido de amilosa de 7.55%, lo que indica que el arroz utiliza-
do para la realizacién de este trabajo de investigacin es de
bajo contenido de amilosa, caracteristica que hace a la harina
de arroz utilizada, ideal para la produccién de pan con una
buena textura de miga. Esta afirmaci6n se basa en que el con-
tenido de amilosa es un factor que afecta la textura de los pa-
nes leudados, es decir, solo el arroz con bajo contenido de
amilosa y baja temperatura de gelatinizacin resulta en panes
suaves sin importar el tamaiio del grano. Si alguno de los dos
factores es alto la textura del pan se vuelve arenosa.

Los resultados de andlisis proximal del pan de trigo vrs. el
pan con 30% de arroz se presentan en la Tabla 6.

Composicién quimica proximal del pan de 100% de trigo
y el pan trigo : arroz (70:30)

Trigo (100%)  Trigo: Arroz (70:30)
Humedad, g/100g 32.44 +0.17 31.03 +0.32
Proteina, g/100g 13.22+0.17 11.36 + 0.36
Grasa, g/100g 3.85+0.17 448 +0.11
Cenizas, g/100g 1.09 +0.17 1.98 + 0.03
Carbohidratos g/100g 49.40 +0.17 51.65 +0.39
Fibra Dietética Total g/100g 3.28 2.89
Lisina Disponible mg/g 23.32 35.10
Sodio mg/100 g 184 173
Proteina Digerible g/100g  5.29 + 0.001 5.84 + 0.004

En el andlisis de proteinas se obtuvo un resultado de
11.36% de proteina en el pan desarrollado. Dado que cada
porcién de pan tiene un peso de 80 g (2 rebanadas), cada
porcién aporta 9.09 g de proteina. Esto a su vez nos da un

- contenido de 27.27 g de proteina al ingerir 3 porciones dia-

rias que es el consumo maximo de pan recomendado para
personas de tercera edad. Esta cantidad de proteinas obteni-
das en el pan aporta 43.25% y 54.54% de la ingesta diaria
recomendada de proteinas para un adulto mayor de sexo mas-
culino y femenino respectivamente.

Es de interés discutir el efecto complementario nutricional
del arroz como fuente de proteina a las proteinas en la harina
de trigo. Esto se detalla en la Tabla 7, en donde se ve que
conforme aumenta el nivel de arroz en la formula aumenta la
calidad de la proteina de 1.33 a 1.61, aunque la diferencia no
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es estadisticamente significativa. A pesar que se ha indicado
que el contenido de proteinas del arroz es limitado, su calidad
es mejor a la de otros cereales. En comparacién con la harina
de trigo, el contenido de amino4cidos del arroz (especialmen-
te lisina) es mds alto que los aminoécidos del trigo, lo cual
hace que las proteinas del arroz sean biolégicamente mejores
que las del trigo.

TABLA7
Calidad proteinica de panes elaborados con diferentes

proporciones de harina de trigo y de harina de arroz

Dieta Aumento en peso  Alimento NPR
Trigo  Arroz promedio, g ingerido
promedio, g
100 0 9¢ 120 1.33+0.20b
85 15 13 be 141 1.38+0.34b
80 20 11 be 125 1.55+0.36b
70 30 16 be 141 1.61 +0.38b
60 40 16 be 141 1.65+0.24b
50 50 15be 124 1.72+0.48b
40 60 23b 143 1.97+0.40b
Caseina 97b 277 359+031a

Esto ltimo se pudo comprobar no solo por larespuesta bio-
l6gica sino con un anélisis de la lisina disponible en el producto
con sustitucion de harina de trigo con harina de arroz compara-
do con un pan control. Los resultados de la Tabla 6 confirman
que el pan con 30% de sustitucién de la harina de trigo con
harina de arroz tiene més lisina disponible por gramo de protei-
na (3.09 mg lisina/g proteina), que el pan elaborado solamente
con harina de trigo (1.84 mg lisina/g proteina).

De estos resultados podemos afirmar que-una porcién de
nuestro producto aporta 28.08 mg lisina en comparacién de
19.46 mg de lisina que aporta una porcidén del pan control.
Estos resultados demuestran que el arroz es una fuente acep-
table de lisina para los productos de panificacién ejerciendo
un efecto complementario.

Se determing la calidad de Ia proteina del producto desa-
rrollado, no solo por su composicién en el aminoécido lisina
y la respuesta biol6gica, sino que también por su digestibilidad.
Se determiné que el porcentaje de proteina que puede ser ab-
sorbido en forma de aminoécidos del pan con sustitucién par-
cial de harina de trigo con harina de arroz (5.84%) es mayor
que el del pan control (5.29%). El anélisis de éstos hallazgos
confirma que las proteinas del producto desarrollado son de
mejor calidad que las del pan control asf como la ventaja
nutricional que tiene la sustitucién parcial de la harina de tri-
g0 con harina de arroz en productos de panificacién.

Como se indica en la Tabla 8, referente al andlisis nutricional
del pan 70:30 trigo arroz, su consumo aportaria cantidades atrac-
tivas de los diferentes nutrientes que fueron analizados.

TABLA 8
Andlisis nutricional del pan con 30% de sustitucién

con harina de arroz

Tamafio por porcién 2 rodajas - 80 g
Porciones por envase Aproximadamente 6

Cantidad / Porcién

Calorias 356

% del Valor Diario*
Grasa total 3.58¢g 4.11
Sodio 138.4 mg 6.92
Carbohidratos 4132 ¢ 13.24
Proteinas 9.09¢ 14.43
Fibra dietética 231¢g 170

* Basados en una dieta de 2,400 calorias

Para la determinacién de la vida de anaquel, se evaluaron
cada dia, desde su elaboracién hasta 5 dias de almacena-
miento, las caracteristicas de sabor, textura y crecimiento de
hongos en rodajas de pan. En el cuarto dia se sintieron varia-
ciones leves en la textura por la retrogradacién de los almido-
nes y para el dia siete se presentd crecimiento de mohos. Para
retardar la aparicién de hongos, se utilizo un preservante
antiflingico, con el cual se logré aumentar la vida de anaquel
del producto a tres semanas.

Finalmente, se hizo un anélisis de compresibilidad del pro-
ducto desarrollado comparandolo con el control (Tabla 9).
Esto debido a que la dureza o firmeza del pan se relaciona
bien con su envejecimiento. Los valores de dureza, expresa-
dos en kilogramos de fuerza de compresién del pan con 30%
de sustitucién de harina y del pan control estin en la tabla.

TABLAYS
Evaluacién de dureza del pan trigo: arroz (70:30)
comparado con el pan de trigo (100%)

Tiempo dias Fuerza de compresién (kg)
Pan detrigo  Pan de trigo/arroz
(100%) (70:30)
0 3.56 7.67
2 3.46 16.43
5 29.65 19.82

Es claro que la velocidad de endurecimiento del pan con
sustitucién de harina es mayor que el pan control. El aumen-
to de dureza en el pan con sustitucién de harina durante el
segundo dia a temperatura ambiente sugiere el inicio de la
retrogradacién del almidén. Ademads, si se calcula la fuerza
media de compresién de ambas muestras, se obtienen 14.64
y 12.22 kg de fuerza para el pan con sustitucién parcial de
harina y para el pan de trigo respectivamente.
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De estas fuerzas medias se puede decir que el producto
desarrollado es més firme que el pan control. Sin embargo, el
anélisis de varianza de todos los valores demostré que la du-
reza del pan con sustitucién'de harina no es significativamente
diferente que la dureza del pan de trigo (F experimental < F
critico: 0.07 < 7.71).

CONCLUSIONES

1. Si fue posible desarrollar un pan blanco (tipo sandwich)
con sustitucién parcial de la harina de trigo (70%) por
harina de arroz (30%), apto para ser consumido por
personas de la tercera edad.

2. Los porcentajes de composicién quimica del pan son apro-
piados para una dieta de una persona de la tercera edad.

3. El producto final demostré tener un buen grado de
aceptabilidad dentro del panel de personas de la tercera
edad que lo evaluaron sensorialmente.

4. El pan con 30% de sustitucién parcial de harina de trigo
con harina de arroz comparado con un pan de trigo tiene
menor contenido de proteinas pero de mejor calidad por
su digestibilidad y contenido del aminoécido lisina.

5. El producto desarrollado es ideal para pacientes en dietas
bajas en sodio y bajas en proteinas.

6. El consumo habitual de arroz se aconseja a toda la pobla-
cién, y especialmente a personas de la tercera edad con
hipertension ya que una caracteristica de este alimento es su
bajo contenido en sodio. El pan desarrollado es una exce-
lente opcién para aumentar el consumo de arroz en las per-
sonas de la tercera edad con efectos positivos en su salud.
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Caracterizacién nutricional de los carbohidratos y composicién
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RESUMEN. Las raices y tubérculos tropicales (RTT) son alimentos
bésicos de la dieta de los pobladores de estas zonas; son producidos
por pequefios y medianos agricultores y se les ha prestado poca
atencion. En el presente estudio se caracterizé nutricionalmente los
carbohidratos y se determiné la composicién centesimal de yuca
(Manihot esculenta), tiquisque (Xantosoma sp ) y fiame (Dioscorea
alata) cocidos. La composicién proximal se determind, en 20 muestras
de cada producto, mediante la metodologia del AOAC y se
caracterizaron los carbohidratos (fibra dietética, aimidén disponible,
almidén resistente y tasa de amildlisis) por medio de métodos
enziméticos. Las tres RTT cocidas estdn compuestas
fundamentalmente por agua y carbohidratos. Son fuentes moderadas
de energia y fibra dietética, bajas en proteina y libres de grasa. Los
contenidos de humedad, proteina, cenizas y fibra dietética difieren
significativamente (p < 0,01) segtn la RTT. La composicién
centesimal de estas RTT producidas localmente difiere de las
producidas en el Pacifico Sur, y es en cierto grado similar a las
producidas en otros paises de Latinoamerica. Entre 84 y 88% de la
fibra dietética es insoluble y el almidén disponible representa 74-
84% del peso seco, mientras que el resistente varid entre 0,7y 1,7%.
La tasa de a-amildlisis de la yuca y el tiquisque hervido resulté
semejante y mayor que la del fiame (p < 0,01). La velocidad de
hidrdlisis de los almidones de las RTT es intermedia con respecto a
otros alimentos evaluados en la literatura y resulté menor que la del
material de referencia (almidén gelatinizado de papa). Se concluye
que en el contexto de una alimentacién saludable estas RTT son
alimentos valiosos cuyo consumo se puede promover en Costa Rica
y otros paises con problemitica de salud nutricional semejante.
Palabras clave: Raices y tubérculos tropicales, yuca, tiquisque, fiame,
composicién quimica, valor nutritivo, carbohidratos, almidén, fibra
dietética, Costa Rica.
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Agricultura y Ganaderia de Costa Rica (FITTACORI-MAG) y la Red
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SUMMARY. Nutritional characterization of carbohydrates and
proximal composition of cooked tropical roots and tubers pro-
duced in Costa Rica. Tropical roots and tubers (TRT) are important
staple foods in the tropics. TRT are produced by small farmers and
have received only limited attention. The objective of this paper was
to evaluate nutritionally important carbohydrate fractions and proxi-
mal composition of cooked cassava (Manihot esculenta), cocoyam -
or tannia- (Xantosoma sp) and yam (Dioscorea alata) grown in Costa
Rica. Twenty boiled samples of each TRT were analyzed for proxi-
mal composition, following AOAC protocols. Carbohydrate fractions
(dietary fiber, available and resistant starch) and a-amylolysis rate
were assessed by enzymatic methods. All TRT analyzed consisted
mainly of water and carbohydrates, representing moderate dietary
fiber and energy sources. They show a low protein level and contain
no fat. Moisture, protein, ashes and dietary fiber contents vary sig-
nificantly (p<0.01) among the three species. In terms of their proxi-
mal composition, these locally grown TRT differ from TRTs culti-
vated in the South Pacific area, but appear similar to other Latin
American varieties. In all samples most of the dietary fiber (84-88%)
is insoluble; available starch ranges between 74 and 84% of the dry
matter, whereas resistant starch content varied between 0.7 and 1.7%.
Amylolysis rate was similar for cassava and cocoyam, whereas a
significantly slower digestion (p<0.01) was recorded for yam. Com-
pared to values reported in the literature for other starchy foods and
to gelatinized potato starch, used as reference sample, the studied
TRT showed intermediate amylolysis rates. It is concluded that con-
sumption of these TRT may be promoted in Costa Rica and other
countries with a similar nutritional situation.

Key words: Tropical roots and tubers, cassava, cocoyam, yam, chemi-
cal composition, nutritive value, carbohydrates, starch, dietary fiber,
Costa Rica.

INTRODUCCION

Las raices y tubérculos tropicales (RTT) son alimentos
basicos de la dieta de los pobladores de América Latina, Africa
y Asia. Son producidos en climas tropicales principalmente
por pequeifios a medianos agricultores y su valor nominal s
escaso (1,2).
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SeginlaFAO (1), “histéricamente, los responsables de las
politicas y los investigadores han prestado muy poca atencién
a las raices y tubérculos, ya que la mayorfa de sus esfuerzos se
han centrado en los cultivos comerciales o en los cereales mas
conocidos®. No fue hasta hace poco que en Latinoamérica se
comenzd a contar con datos de valor nutritivo de las RTT en
cocido (3,4), mientras la caracterizacién en términos
nutricionales de los carbohidratos en material cocido ha
avanzado poco, con escasa documentacion en estas tablas o
en documentos especificos (1-4).

El consumo nacional de raices y tubérculos se ha reducido
en Costa Rica en un 20% en las dltimas tres décadas (5,6). De
acuerdo a Arduz y Gémez (7) en la poblacidén del drea
metropolitana nacional esta tendencia se podria atribuir a
aspectos culturales y por desconocimiento de formas de
preparacién y de sus propiedades nutricionales. Del mismo
modo que los pobladores del 4drea tropical mundial (1), en Costa
Rica las RTT se asocian con alimentos que bisicamente
proporcionan energia a la dieta humana, en forma de
carbohidratos y que se destinan a consumidores de bajos
ingresos (1,7). Ademds, presentan problemas locales de
mercadeo debido a la baja calidad del producto ofrecido, a la
falta de promocién de su consumo, y al poco desarrollo
tecnoldgico en el producto cosechado, entre otros (7).

El componente qué-caracteriza a las RTT es los
carbohidratos complejos en forma de almidén, cuya digestion
y absorcién en el intestino delgado puede variar segin el
producto, e incide en la elevacién de la glucemia. Entre los
factores determinantes del indice glucémico estdn los
intrinsecos (que dependen de las caracteristicas de las
fracciones que los componen) y los extrinsecos (contenido y
tipo de fibra dietética, almidén resistente, asi como las
condiciones de procesamiento y almacenamiento, entre otros)
(8-10).

El consumo de carbohidratos complejos se estd
promoviendo en paises donde las enfermedades crénicas no
transmisibles constituyen un problema de salud piblica (8,9)
Yy constituye una meta para mejorar el estado nutricional, asf
como para ¢l manejo de la diabetes mellitus y la obesidad
9,11).

El presente estudio tuvo como propdsito caracterizar
nutricionalmente los carbohidratos y determinar la
composicion centesimal de las raices y tubérculos tropicales
cocidas y cultivadas en Costa Rica, mediante andlisis quimicos
y enziméticos, con el objetivo final de transferir el
conocimiento para promover su consumo y comercializacién,
la orientacién nutricional de la poblacién y su incorporacién
en las tablas y sistemas de informacién en composicién de
alimentos locales y regionales, tales como el Sistema
Latinoamericano de Datos de Alimentos (LATINFOODS).
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MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron RTT de importancia en alimentacién y/
o comercial en Costa Rica y pertenecientes a tres familias
diferentes: yuca (Manihot esculenta, Euphorbiaceae),
tiquisque (Xantosoma sp, Araceae) y iame (Dioscorea alata,
Dioscoreaceae). De cada RTT se recolectaron 20 muestras de
primera calidad y de 3 a 5 kg, en plantas empacadoras ubicadas
en las regiones de mayor produccién de estos productos y
concentracién de las empacadoras. La yuca recolectada fue
de la variedad Valencia, que es la producida en mayor volumen
en el pafs (alrededor del 80% de la produccién) y se recolect6
en forma parafinada. El parafinado es un proceso de manejo
poscosecha utilizado para conservar los alimentos frescos
(naturales). Parte de la yuca que Costa Rica comercializa en
forma fresca, se distribuye en forma parafinada.

Con la ayuda de los Ingenieros Agrénomos del Departa-
mento Fitosanitario de Exportacién del Ministerio de Agri-
cultura de Costa Rica, se seleccionaron aleatoriamente por
producto cuatro plantas empacadoras con alto volumen de
procesamiento y estabilidad en la produccién a lo largo del
afio. Se recolectaron cinco muestras por planta empacadora
en forma espaciada en el tiempo, que fue de alrededor de seis
meses. La yuca se muestreé en empacadoras ubicadas en los
distritos Fortuna y Pital, que presentan condiciones de suelo
muy diferentes, por 1o que 1a inclusién de las dos zonas per-
mitird obtener una situacién més cercana al promedio del
Cantén de San Carlos, Regién Huetar Norte. Se muestre6 el
tiquisque en Pital de San Carlos y el fiame en el distrito de La
Rita de Gudpiles, Regién Huetar Atléntica.

La muestra recién recolectada se trasladé al laboratorio a
fin de realizar los anélisis. Se determin el peso unitario en
una balanza granataria, para ello se pes6 de cinco a diez uni-
dades por muestra fresca y cruda.

Todas las unidades de cada muestra fueron peladas en for-
ma manual y se partieron en rodajas de aproximadamente 1
cm de ancho. Cada rodaja fue cortada en forma de x en cua-
tro partes iguales y cada una se utilizé para conformar una
muestra compuesta que se aimacend en refrigeracién un méxi-
mo de cuatro dfas. Las muestras incluyeron las secciones de
todas las rodajas de cada raiz o tubérculo, tomando en cuenta
que existen variaciones en el tiempo de coccién dentro y en-
tre raices de una misma planta (12). El método de cocci6én
elegido fue la ebullicién (hervido) que es el proceso culinario
cominmente empleado en Costa Rica. Se preparé diariamente
la muestra cocida a fin de obviar posibles efectos de las con-
diciones de almacenamiento y refrigeracién en los almidones
de la muestra cocida. Las muestras se cocinaron en agua des-
tilada en ebullicién en una olla tapada, hasta que tuvieran
una textura apetecible para el gusto local. El tiempo neto de
coccién se establecié mediante pruebas preliminares; para
yuca fue de 20 minutos, tiquisque 18 minutos y fiame 15 mi-
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nutos. Se escurrid el producto cocido durante 10 minutos y se
enfrié 14 minutos adicionales, luego se homogenizé manual-
mente en un molino de maiz para su andlisis inmediato.

En la muestra recién cocida y molida se determiné por
triplicado humedad por el método convencional de secado en
horno de vacio a 95-97 °C, N° 925.09 del AOAC (13). La
muestra restante se secé en un horno de conveccién a 70°C
durante 14 horas, se moli6é a un tamaiio de particula menor a
850 um y se almacené a temperatura ambiente por un maxi-
mo de 30 dias antes de su andlisis.

Siguiendo los métodos oficiales del AOAC ndimeros
920.87, 920.39 y 923.03 (13) se determiné por triplicado en
la muestra seca proteina, grasa y ceniza, respectivamente. Se
estimé .los carbohidratos totales por diferencia y los
carbohidratos disponibles restando a los carbohidratos totales
la fibra dietética total. Se estimé las calorias por medio de los
factores de conversién de Atwater.

Los anélisis de carbohidratos complejos empleados y el
nimero de repeticiones efectuadas fueron: fibra dietética se-
glin método 985.29 del AOAC por cuadruplicado (13); almi-
dén disponible por triplicado (14); almidén resistente
retrogradado por triplicado (15) y la tasa de a.-amil6lisis por
duplicado, empleando amilasa pancreética porcina (16). To-
dos ellos, excepto la fibra, se analizaron en muestras recién
cocidas y molidas en fresco. La fibra se determin6 en muestra
cocida seca tamizada a un tamafio de particula menor a 300
um. El almidén total se estimé como la suma del almidén
disponible y el resistente (17).

Se emplearon en calidad de material de referencia de los
métodos de laboratorio: almidén de papa pregelatinizado por
ebuilicién (Fecola di patate, Asborno 3 Gobbetti) para las de-
terminaciones de almidon disponible y tasa de amilSlisis; para
la cuantificacién de almidén resistente se utilizé hojuelas de
maiz (Corn Flakes de Kellogg’s). Se verificé la calidad de los
andlisis de los macronutrientes con la obtencion de resultados
aceptables en el programa de las rondas interlaboratorio de
analisis de alimentos de Costa Rica (18).

Se analizaron los datos con el programa estadistico SPSS
versién 10.0 y se estimé el promedio, desviacién estdndar y
coeficiente de variacion. Se realizé andlisis de varianza de los
resultados entre los tres productos estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se indica el peso unitario promedio de las
muestras en estudio. Por unidad, el fiame resultd
significativamente (p <0,01) el material de mayor peso, la yuca
intermedio y el tiquisque el menor. La variabilidad en el peso de
un mismo producto resulté amplia, hasta en un 38%. Los pesos
unitarios encontrados se encuentran comprendidos en los ran-
gos o por encima de los minimos reportados en las normas in-
ternacionales de calidad para yuca y tiquisque (19,20).

TABLA 1
Peso unitario de yuca, fiame y tiquisque de Costa Rica!

Estadisticos Yuca Name Tiquisque
Promedio 609 » 827¢ 265 2
Desviacién estandar 190 211 101
Coeficiente de variacién 31 26 38
Nimero de muestras (n) 98 115 329

1 gramos de producto crudo
2 Letras diferentes en una misma linea indican diferencia significa-
tiva (p<0,01)

El contenido de macronutrientes de los tres productos co-
cidos se resume en la Tabla 2. Se confirma que estos alimen-
tos estdn compuestos en mayor proporcién por agua y
carbohidratos (1-4), y se pueden considerar como fuentes
moderadas de energia. El contenido de protefna es bajo y sélo
de detectaron niveles traza de grasa, tal y como se ha reporta-
do anteriormente en la literatura (1-4). Los contenidos de hu-
medad, proteina y cenizas difieren significativamente (p <
0,01) segiin el producto. Ademds, se observa que el fiame
cocido resultd el producto con mayor contenido tanto de agua
como de proteina, siendo intermedio en cenizas.

TABLA2
Composicién centesimal de raices y tubérculos
cocidos y cultivados en Costa Rica!

Producto cocido Yuca Name Tiquisque
Humedad, g 71,243,622  770+1,1¢ 745+£19°
Proteina, g 05+0,1% 23+0,7¢ 1,3£03°
Grasa, g 01+00* 01+00° 01+00°"
Cenizas, g 0,5+0,1° 0,7+0,0®> 09+0,1¢
Carbohidratos totales?®, g 27,7 19,9 23,2
Carbohidratos disponibles®, g 25,8 17,6 20,7
Energia, kcal 114,1 97,8 98,9

1 Promedio * desviacidn estindar, % en base fresca (n=20)

2 Letras diferentes en una misma linea indican diferencias significativas
(p<0,01)

3 Carbohidratos totales = 100 —(humedad + proteina + grasa + cenizas)

4 Carbohidratos disponibles = carbohidratos totales — fibra dietética total

Una vez cocida, la variedad de yuca nacional contiene
hasta un 8% mads de agua (71,2% vs. 63,0%), 9% menos de
almidoén (24,3% vs. 33,4%) y 0,2% menos de cenizas (0,5%
vs. 0,7%) que las provenientes de los paises del Pacifico Sur
(2); sin embargo, el contenido en base fresca de grasa, protei-
na y fibra dietética registrado aqui result6 semejante al de
aquellas. Por otra parte, la composicién centesimal de la yuca
producida en Brasil, cocida durante 15 minutos (4), resulté
casi idéntica a la encontrada para la variedad cultivada en
Costa Rica. Valores para yuca cocida reportados en la Tabla



CARACTERIZACION NUTRICIONAL DE LOS CARBOHIDRATOS 325

de Composicién de Alimentos de América Latina (3) difieren
a los aquf analizados, basicamente por contener menos hume-
dad y por lo tanto se concentran los s6lidos y se incrementa su
valor energético.

Bradbury y Holloway (2) presentan el valor nutritivo para
D. alata, cuyo contenido de proteina es menor (1,7% vs. 2,3%)
y los de almidén (18,0% vs. 17,1%) y fibra dietética (3,2% vs.
2,3) son mayores que el del fiame cultivado en Costa Rica; sin
embargo con respecto al contenido de humedad, grasa y ceni-
za, los valores concuerdan. El valor nutritivo de fiame cocido
procedente de Venezuela aparece en la Tabla de Composicién
de Alimentos de América Latina (3) con valores semejantes a
los nacionales. La Tabla brasilefia de composicién de alimen-
tos no reporta resultados de composicién centesimal de fiame
(4), conocido en portugués como inhame-da-china; card o
inhame-da-india (21).

En el caso de Xanthosoma sp., el documento base del
ACIAR (Australia) (2), recoge datos tinicamente para mate-
rial crudo, donde se encuentran diferencias importantes con
respecto al material producido en Costa Rica para el conteni-
do de almiddn (27,6% vs. 19,4%) y fibra dietética (1,0% vs.
2,5%). La Tabla de Composicién de Alimentos de América
Latina (3) reporta el valor nutritivo de ocumo, o tiquisque (21),
cocido; los datos proceden de Venezuela con ligeras diferen-
cias a los aqui reportados.™.

Por lo tanto, la composicién centesimal de las RTT produ-
cidas localmente difieren de los producidos en el Pacifico Sur
(2) y es, en cierto grado, similar a las producidas en otros pai-
ses de Latinoamérica (3,4).

El contenido de fibra dietética aparece en la Tabla 3. Se
observa que la yuca presenté el menor contenido de fibra die-
tética total, y el tiquisque el mayor; encontridndose diferencias
estadisticamente significativas entre los tres materiales. Pre-
valece la fibra dietética insoluble sobre la soluble en los tres
materiales. El contenido de fibra dietética total reportado para
yuca cocida de Brasil (4) result6 semejante al de los materia-
les de Costa Rica (1, 99 vs. 1,90 g%, base fresca). Conside-
rando que el tamaiio de porcién para estos productos es alre-
dedor de 100 g, éstos representan fuentes intermedias de fibra
dietética.

TABLA3
Fibra dietética en raices y tubérculos cocidos
y cultivados en Costa Rica'

Producto cocido Yuca Name Tiquisque
Fibra dietética total, g 1,9+03 23+02° 25£03°¢
Fl'bra dietética insoluble, g 1,6£02°2 20£02° 22%03¢
Fibra dietética soluble, g 04+0.2°" 02+02* 03+0,1*

! Promedio + desviacién estdndar, % en base fresca (n=20)
2 Letras diferentes en una misma linea indican diferencias significativas
(p<0,01)

El almid6n de las RTT fundamentalmente es disponible o
digerible (ver Tabla 4) y el contenido de almidén resistente
retrogradado es muy bajo, tal y como era de esperar en produc-
to recién cocido proveniente de materiales amildceos general-
mente bajos en amilosa (17), y es similar (0,20% vs. 0,31 g%)
al reportado en la Tabla brasilefia de composicién de alimentos
(4). Los valores aqui registrados se asemejan a los encontrados
anteriormente en Venezuela para yuca cocida (17).

TABLA4
Fracciones de almidén en raices y tubérculos cocidos
y cultivados en Costa Rica'

Producto cocido Yuca Name Tiquisque Control
Almiddn total, g 243 17,5 19,4 —
Almidén

disponible, g 241+£29° 17,1152 190+24" 838+35¢
Almidén r

esistente, g 02+02* 04+02" 04+00" 13£05¢

1 Promedio + desviaci6n estdndar, % en base fresca (n=20)
2 Letras diferentes en una misma linea indican diferencias significativas
(p<0,01)

La tasa o velocidad de hidrélisis enzimética del almidén
disponible aparece en la Figura 1. La velocidad de hidrélisis
promedio del almidén de las tres RTT es menor que la exhi-
bida por la muestra de rdpida digestién (almid6én de papa
gelatinizado); dicho parametro resulté semejante para la yuca
y el tiquisque (72% y 66% respectivamente a los 60 minu-
tos), mientras que el fiame present6 el menor indice de
hidrélisis (57%). De acuerdo con esos resultados, los almido-
nes presentes en las RTT cocidas y preparadas en esta inves-
tigacidn, se pueden clasificar como alimentos cuya velocidad
de hidrélisis es intermedia, tal y como el grupo de Wenzel de
Menezes (22,23) sugiri6 para la yuca.

La tasa de amilélisis de la yuca y el tiquisque hervidos
resulté semejante, mientras que el almidén del fiame presen-
t6 un comportamiento diferente y siempre mucho menor (p <
0,01) que el de los dos otros productos. Llama la atencién
este resultado pues concuerda con lo encontrado anteriormen-
te, que la composicidn centesimal del fiame difiere de lade la
yuca y el tiquisque. Desde el punto de vista de manejo dieté-
tico, el fiame es muy interesante porque resulté el material
estudiado con menor contenido energético, al contener més
agua, y cuyo almiddn es el de menor velocidad de digestién y
por ello, posiblemente, con un indice glucémico menor (10).
Dicha posibilidad debe ser corroborada en estudios in vivo.

Se concluye que el fiame, la yuca, y el tiquisque son ali-
mentos cuyo consumo se puede promover en el 4mbito na-
cional e internacional considerando aspectos de salud y nu-
tricién. Con base en su valor nutricional y las propiedades de
sus carbohidratos se le pueden considerar a las RTT en ali-
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mentos saludables, o como lo indica Lunven, Director de la
Politica de Alimentacién y Nutricién de la FAO (1), son va-
liosos componentes de una dieta equilibrada, actualmente co-
nocida como alimentacion saludable (24). Se recomienda pro-
seguir el estudio con la evaluacion del indice glucémico de
estas RTT.

FIGURA 1
Tasa de a-amildlisis' en raices y tubérculos cocidos,
cultivados en Costa Rica

Tiempo (minutos)

1 Los ensayos de hidrolisis se realizaron en 20 muestras de cada
alimento con a-amilasa pancreéatica porcina, empleando en cada caso
la cantidad de muestra cocida que aporta 500 mg de almidén dispo-
nible (16). Se empled como muestra de referencia al almidén de
papa gelatinizado por ebullicion durante 20 min.

2 Letras diferentes en una misma linea indican diferencias signifi-
cativas (p <0,01)
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RESUMEN. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar y eva-
luar la composicién lipidica de pescados marinos mexicanos con es-
pecial énfasis en sus 4cidos grasos n-3 como componentes
nutracéuticos. Se analizé la porcién comestible de 25 especies: hu-
medad, proteina cruda (PC), lipidos totales (LT) y 4cidos grasos (AG).
En promedio, la PC fue de 18.40, la humedad 75.20 y los LT 3.60 g/
100g parte comestible, respectivamente. En todas las muestras se
identificaron los siguientes 4cidos grasos n-3 por orden de abundan-
cia (mg/100g parte comestible): C22:6n-3 (DHA) (229.60), C20:5
n-3 (EPA)(52.10), C18:3 n-3 (ALA)(11.80) y C20:3 n-3 (2.25). Por
su distribucion geogréfica y distribucién general no presentaron una
diferencia relevante en sus distintas categorias. Por su clasificacién
bioldgica, los pescados dseos presentaron mayor contenido de n-3
que los cartilaginosos, 307.82 y 74.8 mg/100g parte comestible, res-
pectivamente. Se detectd una relacién proporcional entre el conteni-
do de lipidos totales y la concentracién de AG de n-3. De acuerdo a
la ubicacién ecética se observé una mayor presencia de EPA'y DHA
(mg/100g parte comestible) en las especies pelagicas (114.40, 420.70,
respectivamente), que en las bentopeldgicas (31.2, 125.3) y
demersales (40.30, 225.40, respectivamente). Las especies grasas
presentaron mayor contenido de EPA y DHA (mg/100g parte co-
mestible) (109.27 y 552.70) que las semigrasas (56.12 y 226.29) y
las magras (15.95 y 96.52). Los pescados 6seos, grasos y peldgicos
presentaron un contenido mayor de EPA+DHA. De acuerdo a los
valores recomendados internacionalmente (200 a 650 mg de EPA +
DHA / dia), el 44% de las especies analizadas se pueden considerar
como alimentos funcionales, ya que las concentraciones de EPA +
DHA se encontraron en un intervalo de 220 - 1300 mg/100g.
Palabras clave: Pescados marinos, 4cidos grasos, omega 3,
nutracéuticos, México.

INTRODUCCION

Las encuestas de alimentaci6n y nutricién de los afios 1995,
1997 y 2000 en la Repiblica Mexicana revelaron datos suma-
mente preocupantes sobre el bajo consumo'de pescado por la
poblacién mexicana: 1.9 - 12.7 g/per capita, en la zona metro-
politana de la Ciudad de México donde el 71% de los estratos
bajos refirié nunca consumirlo; y de 16.2 g/per cépita a nivel
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SUMMARY. Lipidic pattern of 25 Mexican marine fishes with
special emphasis in their n-3 fatty acids as nutraceuticals
components. The aim of this study was to characterize and to evaluate
the lipidic composition of mexican marine fishes with special
empbhasis in n-3 fatty acids as nutraceuticals. The edible portion of
25 species: humidity (H), crude protein (CP), total lipids (TL) and
fatty acids (FA). The average content (g/100g edible portion) of H
was 75.20, PC was 18.40, TL was 3.60. Four n-3 FA were identified
in all the samples and they were found in the next abundadnce order
(mg/100g edible portion): C22:6n-3 (DHA)(229.60), C20:5 n-3
(EPA)(52.10), C18:3 n-3 (ALA)(11.80) and C20:3 n-3 (2.25). By
their origin and climate there were no difference. By their biologycal
classification, n-3 FA content was higher in bony fishes than
cartilaginous fishes. It was detected a proportional relation with the
n-3 FA concentration and total lipid content. According to their ecotic
distribution there were numerical differences in DHA content (mg/
100g edible portion) between pelagics (420.70), benthopelagics
(125.30) and demersals fishes (225.40). Fatty fishes had higher
content of EPA and DHA (mg/100g edible portion) (109.27 and
552.72) than semifatty fishes (56.12 and 226.29) and leanness (15.95
and 96.52), respectively. Bony, fatty and pelagic fishes had a higher
content of EPA+DHA. According with the international
recommendation values (200 to 600 mg EPA+DHA/day) the 44% of
the analyzed species could be considered as functional foods due to
their high content of EPA + DHA in a range of 220 to 1300 mg/
100g.

Key words: Marine fishes, n-3 fatty acids, nutraceuticals, Mexico.

nacional, en éste s6lo 18.7% de las familias los consumen de
una a dos veces por semana (1-3); todo esto a pesar de ser un
pais concasi 10, 000 Km. de litorales con una gran diversi-
dad y produccidn de recursos marinos (4). Debido a esto, y
como un modo de apoyar el incremento del consumo de pes-
cado, es necesario dar a conocer los beneficios que este tipo
de alimento aporta para una buena salud, entre los cuales se
encuentra el contenido lipidico, principalmente los acidos
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grasos n-3, ademds de la ya conocida calidad de su proteina.

Los 4cidos grasos esenciales linoleico (n-6) y a-linolénico
(n-3) se deben obtener a partir de la dieta ya que el organismo
humano no los puede sintetizar; una proporcién recomendada
de éstos dos tipos de 4cidos grasos es de 1:1 0 1:2, sin embargo,
en la dieta occidental actual ésta llega a ser hasta de 12:1,
debido al elevado consumo de aceites vegetales y bajo consumo
de productos marinos (5,6). Estos iiltimos son ricos en 4cidos
grasos n-3, principalmente los 4cidos eicosapentaenoico (EPA)
y docosahexaenoico (DHA) (7).

Segiin numerosas investigaciones, los 4cidos grasos n-3 y
sus metabolitos proporcionan miiltiples efectos benéficos a la
salud, tanto en el tratamiento como en la prevencién de nume-
rosas enfermedades, tales como: padecimientos de corazén
por su efecto hipocclesterolémico e hipotensivo (8,9), en for-
ma directa y como coadyuvante en tratamiento de artritis y
céancer por su efecto anti inflamatorio (10,11), en la diabetes
(12), en enfermedades renales ayudando a la normalizacién
del metabolismo de lipidos (13); en desérdenes mentales, como
la pérdida de memoria, pues son uno de los componentes prin-
cipales de las células del cerebro (14); en el tratamiento de la
depresion (15) y en el mejoramiento del desarrollo pre y post
natal (16).

Actualmente no existe una definicién universalmente
aceptada sobre el concepto de “alimento funcional”’; con base
a las definiciones emitidas por diferentes autores se sugiere
que: “Un alimento funcional es cualquier alimento que en
forma natural o procesada contiene substancias seguras e
inocuas (“componentes nutracéuticos”) que promueven
beneficios a la salud, la capacidad fisica y estado mental,
ademads de cumplir con las necesidades nutricias de crecimiento
y mantenimiento, y que deben estar incluidos en la dieta”
(17-19). , _

Con base en lo anterior, algunas de las especies de pescados,
pueden llegar a considerarse como alimentos funcionales,
dependiendo su cantidad y tipo de componentes nutracéuticos,
por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el perfil
lipidico de 25 pescados marinos mexicanos de amplio
consumo y caracterizar y evaluar sus 4cidos grasos n-3 como
componentes nutracéuticos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién e identificacién de las muestras.

Con informacién existente sobre la produccion y oferta—
demanda de las especies de pescado marino fresco para con-
sumo directo, a nivel nacional, se identificaron y selecciona-
ron las 25 especies con mayor demanda. Todas las muestras
fueron proporcionadas por la Sociedad Nacional de Produc-
tores y Distribuidores de pescados y mariscos “La Nueva Viga”,
en la Ciudad de México. En este centro de acopio 425 bode-
gas comercializan diariamente mis de 420 ton de productos
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marinos, Por lo que se considera el punto de distribucién mas
importante del pais (20). Las muestras de pescado obtenidas
se identificaron hasta especie con la ayuda de fotografias y
organismos frescos en donde se tomaron en cuenta las carac-
teristicas morfolégicas principalmente, asi como el empleo
de claves taxonémicas y libros especializados.

Muestreo

A través de un muestreo aleatorio simple se obtuvieron
triplicados de la porcién comestible (filete), de diferentes or-
ganismos de cada una de las especies seleccionadas, el mis-
mo dia que llegaban de las diferentes zonas de captura (mues-
tra); de cada muestra se obtuvieron 100 g de filete, mediante
un muestreo por cuarteo (submuestra), y cada una de éstas se
analiz6 por duplicado, previa molienda y homogeneizacién
(21). Se agreg6 BHT Sigma (USA) al 0.1% como antioxidante.

Ensayos analiticos

La humedad se determiné de acuerdo al método 925.09 y
la proteina segiin el método 976.04/920.05/977.14, descritos
enel AOAC (22).

Extraccién y andlisis de lipidos totales.- se obtuvieron se-
gun la técnica descrita por Castro y cols. (23) para muestras
de pescado. Cada muestra de pescado se pesé por triplicado
(1+0.01g). Se afiadieron 20 mL de una solucién de
cloroformo:metanol (2:1, v/v) y se dej6 extraer en agitacién
por 12 hrs. Después de filtrarse se agregaron 2 mL de agua, e
centrifugd a 3000rpm/10 min. Se extrajo la fase acuosa y la
fase orgdnica se evaporé en atmésfera de nitr6geno. El conte-
nido de los lipidos totales se determina gravimétricamente.

Saponificacion, metilacién y composicién de los 4cidos
grasos.- los ésteres metilicos de los 4cidos grasos, se obtu-
vieron segin la técnica de Castro y cols. (23) para muestras
de pescado. Una vez obtenidos los lipidos totales se procede
a una saponificacion con potasa metanélica saturada para la
obtencidn de los dcidos grasos libres, los cuales se esterifican
y metilan con una solucién de trifluoruro de boro-metanol.
Se evaporaron a sequedad en atmésfera de N, Para la identi-
ficaci6n y cuantificacién de los ésteres metilicos de los 4ci-
dos grasos obtenidos, se utiliz6 una mezcla de estindares
Supelco 37 Fame Mix (USA), comparando con los tiempos
de retencién y dreas correspondientes entre éstos y la mues-
tra. Se utilizé un cromatdgrafo de gases Varian 3400CX, con
una columna capilar de 100m x 0.25mm Supelco SP2560 (USA).
La deteccién de los 4cidos grasos fue por ionizacién de flama.
EI volumen de inyeccién fue de 1 uL (split 1:100) por duplica-
do en cada muestra y se utilizé6 como estdndar interno el éster
metilico del 4cido cis-vaccenico. Los resultados de los 4cidos
grasos se presentan en mg/100 g de la porcién comestible.

Andlisis estadisticos
Los resultados de cada una de las especies se sometieron
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a un analisis estadistico descriptivo (25,26). Los resultados
de los 4cidos grasos n-3 se agruparon, para su evaluacién como
componentes nutracéuticos, dependiendo de su clasificacién
biol6gica (6seos y cartilaginosos), ubicacién ecética
(demersales, bentopelagicos y pelagicos), distribucion gene-
ral (tropical y subtropical), distribucién geogréfica (golfo y
pacifico) y clasificacién de la carne por el contenido de grasa
(magros, semigrasos y grasos).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Tabla 1 se presentan los nombres de las 25 especies
de pescados marinos de amplia oferta y demanda, identificados
en el mercado de pescados y mariscos “La Nueva Viga” de la
Ciudad de México; de éstos, 23 pertenecen al grupo de los

peces 6seos y 2 a los cartilaginosos (aleta de mantarraya y
caz6n), el 80% de las muestras fueron procedentes del Golfo
de México. En este mismo Tabla se presenta el contenido de
humedad, el cual fue semejante entre muestras, con un valor
promedio de 75.16 g/100g de parte comestible. La proteina
cruda (g/100g de parte comestible) se observé con una
concentracién desde 14.30 (cojinuda) hasta 28.00 (lisa Golfo)
con un promedio de 18.41, valores semejantes a los
informados en la Tabla de Valor Nutritivo de los Alimentos
del 2002 (27). El contenido de proteina en el misculo del
pescado generalmente no sufre grandes cambios en las
diferentes épocas de pesca, sin embargo, se han reportado
cambios en el contenido proteico del musculo blanco entre
pescado silvestre y cultivado (28).

TABLA1
Humedad, proteina cruda y lipidos totales en 25 especies de pescados marinos mexicanos de amplio consumo en México'.
(g / 100g parte comestible)

Nombre comiin Nombre cientifico Humedad ProtefnaCruda  Lipidos Totales
Albacora Thunnus alalunga 76.31 + 0.08 18.68 + 0.01 494 +0.11
Aleta Mantarraya. Gymnura marmorata 72.74 + 0.05 22.82 +0.01 1.64 +0.39
Atin Thunnus thynnus 73.2+ 0.05 22.90 +0.05 1.20 + 0.01
Bagre Bagre marinus 79.8 + 0.08 17.0 0+ 0.02 2.65 +0.27
Baqueta Epinephelus acanthistius 76.43 + 0.08 15.72+ 0.04 2.80+0.13
Besugo Rhomboplites aurorubens 76.23 + 0.05 18.24 +0.01 3.13+0.14
Cabrilla Mpycteroperca xenarcha 70.34 + 0.16 17.62 +0.02 1. lé +0.05
Cazén Carcharhinus porosus 72.89 + 0.16 21.15+0.03 2.37+0.25
Cintilla Trichiurus lepturus 79.64 + 0.18 16.56 + 0.02 2.82+0.20
Cojinuda Caranx crysos 79.94 + 0.05 1427 + 0.22 3.58+0.03
Huachinango Golfo Lutjanus campechanus 73.6 +0.20 20.00 + 0.09 2.82+0.35
Huachinango Pacifico Lutjanus peru 81.46 + 0.05 15.40 +0.21 2.78 +0.17
Jurel Caranx hippos 74.1 +0.08 21.30+0.14 2.52+0.25
LisaG Mugil cephalus 75.5+0.01 . 28.00 + 0.01 2.91+0.13
LisaP Mugil cephalus 68.2 +0.01 17.10 + 0.04 1.47 + 0.09
Mero Epinephelus morio 79.5 +0.01 15.10 + 0.07 298 +0.28
Mojarra Diapterus rhombeus 79.6 + 0.01 15.80 + 0.04 4.06 + 0.05
Pampano Trachinotus carolinus 64.1 +0.20 15.00 +0.11 14.85+ 0.04
Pargo habanero Lutjanus analis 82.1 +0.01 14.60 + 0.21 1.23+0.11
Peto Carito Scomberomorus cavalla 74.8 + 0.05 17.80 + 0.03 421+025
Robalo Centropomus undecimalis 78.5 + 0.01 20.00 + 0.01 3.28+0.19
Sierra Scomberomorus maculatus 67.4 +0.20 18.80 + 0.08 4.60 + 0.22
Trucha Cynoscion nebulosus 73.8 +0.01 17.90 + 0.01 5.01+0.23
Villajaiba Lutjanus synagris 76.3 +0.08 18.50 + 0.01 2.65+0.35
Jorobado Selene vomer 72.4 +0.01 19.90 + 0.06 7.29 +0.38

! Se presenta la media + DS de cada una de las muestras por triplicado.

Se observa que de la composici6n lipidica analizada (Tabla
1), la concentracién de lipidos totales (g/100g de parte
comestible) (LT), presenta variaciones entre los diferentes
pescados con intervalos desde 1.00 (cabrilla y atiin) hasta 14.85
encontrado en el pAmpano. El valor promedio de los lipidos

totales fue de 3.57; el 68% de las especies analizadas presentd
valores de 2.5a 5. A diferencia de lo observado con la proteina
cruda, los lipidos totales presentaron valores diferentes 2 lo
informado en las tablas de valor nutritivo (27), por ejemplo,
en el presente trabajo la sierra, el cazén y la cabrilla tuvieron
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4.50,2.40,1.10 g/100g de LT en la parte comestible, mientras
que las Tablas de valor nutritivo de alimentos mexicanos se
reportaron 13.90, 10.20, 0.10 g/100g parte comestble de LT,
respectivamente. El pAmpano, independientemente de la fuente
de informacién, presenta valores elevados en comparacién con
las demds especies (14.80 g/100g parte comestible en el
presente trabajo y 9.50 g/100g parte comestible en tablas (27).
El contenido de grasa en el misculo de los pescados varia
considerablemente en las diferentes épocas del afio y de un
lugar a otro (23, 28).

En el Tabla 4 se muestra el contenido de LT de las especies
segiin su clasificacién: encontrindose que la concentracién
de LT de los pescados 6seos fue dos veces mayor que la de
los cartilaginosos; los LT de los magros comparado con los
semigrasos y grasos aumentaron en una proporcién de 1:3. El
contenido de LT en las especies clasificadas por su distribu-
cién general fue muy similar entre sf; sin embargo, en la clasi-
ficacién por su distribucién geografica, los pescados del Gol-
fo presentaron 1.5 veces mds grasa que los del Pacifico. Tam-
poco se observé diferencia numérica en los resultados segiin
la clasificacién por su ubicacién ecética. De acuerdo a lo an-
tes mencionado, se puede decir que los pescados 6seos, grasos
y del Golfo contienen una mayor cantidad de LT en compara-
cién con las otras categorias.

En el Tabla 2 se reporta el contenido de los 4cidos grasos
en los pescados analizados de acuerdo a su tipologfa. Los 4ci-
dos grasos saturados (AGS) identificados en la mayoria de las
especies fueron: C12:0, C13:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0,
C18:0, C20:0, C22:0, C23:0 y C24:0. El C6:0 se identific6 en
la cabrilla, lisa del Pacifico, mojarra marina, pdmpano, peto
carito, robalo y trucha; el C8:0 se identifico solo en el cazén y
lacintilla; el C10:0 en albacora, bagre, baqueta, cazén y cintilla
y el C11:0 en el albacora, cazén, cintilla y huachinango de
Pacifico, los valores encontrados fueron variables, desde 0.02
mg/100g parte comestible de C11:0 en el huachinango hasta
1192.00 mg/100g parte comestible de C6:0 en la cabrilla.

Los AGS totales fueron los més abundantes en la mayoria
de los pescados, con un valor promedio de 490.10 + 498.72
mg/100g parte comestible (Tabla 2). La desviacién estandar
observada se debe a que en alguna de las especies el valor
minimo fue de 29.05 mg/100g parte comestible y en otra al-
canzé una concentracién de 1662.40 mg/100g parte comesti-
ble. Los pescados con concentraciones mayores a 1g de éstos
AGS totales fueron: cabrilla, cojinuda, mojarra, pAmpano y
lisa del Pacifico, ésta dltima con valores hasta 10 veces mayo-
res a los del la lisa del Golfo (1197.27 y 86.47 mg/100g parte
comestible, respectivamente). El 4cido palmitico fue el AGS
més abundante, con valores hasta de 1055.00 y 964.00 mg/
100g parte comestible en la cintilla y pdmpano, respectiva-
mente,

Los 4cidos grasos monoinsaturados (AGM) identificados
en la mayorfa de las especies fueron: Cl4:1, C15:1, C16:1,

C17:1, C18:1n9, C20:1, C22:1n9 y C24:1.

En general, los AGM fueron los menos abundantes (Tabla
2), con una media de 281.80 + 327.00 mg/100g parte comes-
tible, la desviacién estdndar observada se debe precisamente
a la gran variabilidad existente entre los AGM de las espe-
cies, ya que se observé un valor minimo de 29.67 y uno méxi-
mo de 1319.59 mg/100g parte comestible. La cojinuda, el
pémpano y el jorobado presentaron hasta mas de tres veces la
concentracion de AGM en comparacién con el 50% de los pes-
cados que tuvieron menos de 75.30 mg/100g parte comestible.
El AGM mis abundante en algunas especies fue el oleico con
valores de 991.00, 862.00. y 602.00 mg/100g parte comestible
en la cojinuda, el pAmpano y el jorabada, respectivamente.

TABLA?2
Acidos grasos totales en 25 especies de pescado marino
mexicano seglin tipologia
(mg/ 100g parte comestible)

Pescado AGS! AGM? AGP? n-3 n-6 n-3/n-6
Albacora 42542 381.56 105041 1330.25 73.22 0.06
Aleta Mantarraya. 99.30 61.55 16240 139.05 53.66 0.39
Atin 112.17 75.30 226.59 171.77 48.01 0.28
Bagre 40455 332.04 537.04 382.18 14149 0.37
Baqueta 129.03 15290 26856 34156 3533 0.10
Besugo 139.00 61.98 250.93  234.29 42.15 0.18
Cabrilla 129384 66.63 166.16 10033 3927 0.39
Cazén 100.09 53.87 94.27 2344 2720 1.16
Cintilla 719626 11074 31558  230.10 3436 0.15
Cojinuda 1662.42 1312.86 267.33 543.28 84.03 0.15
Huachinango G 75.36 64.37 48.11 23.88 21.44 0.90
HuachinangoP  64.42 37.09 97.28 93.05 19.08 0.1
Jurel 99.34 69.61 127.58  123.85 30.56 0.25
Lisa G 87.35 66.99 87.84 95.75 26.00 027
Lisa P 119841 116.77 172.12 106.23 7024 0.66
Mero 115.54 73.81 93.87 74.86 2885 0.39
Mojarra 1089.54 611.25 397.21 23720 126.46 0.53
Pémpano 139857 92976 385.08 280.53 89.36 0.32
Pargo habanero  49.93 29.05 61.16 50.63 15.02 0.30
Peto Carito 726.62 24354 761.12  639.98 93.81 0.15
Robalo 341.52 45295 38255 157.28 204.76 1.30
Sierra 43822 257.05 65072 611.06 57.76 0.09
Trucha 854.47 47678 59898 62342 8031 0.13
Villajaiba 233.26 20433 29397 226.09 7029 031
Jorobado 916.62 80239 966.36  828.65 112.20 0.14

'AGS = Z 4cidos grasos saturados
2AGM = I 4cidos grasos monoinsaturados
JAGP = Z 4cidos grasos poliinsaturados

Los 4cidos grasos poliinsaturados (AGP) identificados en
todas las muestras analizadas fueron: C18:2n-6¢, C18:3n-3,
C18:3n-6, C20:2, C20:3n-3, C20:3n-6, C20:4n-6, C20:5n-3,
C22:2, y C22:6n-3.

Los AGP totales (Tabla 2) de todas las especies tuvieron
una media de 338.50 + 278.30 mg/100g parte comestible,
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TABLA3
Acidos grasos n-3 en 25 especies de pescado marino mexicano de amplio consumo en México
(mg /100g parte comestible) !

Pescado C18:3 n-3 C20:3n-3 C20:5n-5 C22:6n-3

Albacora 28.60 3.79 1.65 0.03 339.15 3.24 96250 34.31

Aleta Mantarraya 1.75 1.06 0.95 0.09 10.66 3.75 126.63  23.19

Atin 2.16 1.76 2.69 0.07 13.37 1.82 15624 16.32

Bagre 11.00 0.06 1.03 0.18 27.38 324 34380 1391

Baqueta 1.74 0.83 nd nd 13.56 4.10 32627 8.60

Besugo 3.88 1.28 2.48 0.29 22.60 0.01 207.81 4.58

Cabrilla 1.29 041 Nd nd 13.90 1.39 85.14 0.74

Cazédn 1.20 0.90 10.01 0.91 1.53 0.93 20.72 0.92

Cintilla 3.18 2.85 7.36 0.39 16.62 2.53 21030 4.19

Cojinuda 8.43 295 1.24 0.30 68.00 1.00 46685 0.73

Huachinango G 0.58 0.39 Nd nd 4.71 0.74 18.59 1.86

HuachinangoP 1.22 0.37 0.69 0.21 6.07 2.82 85.76 4.49

Jurel 217 1.80 0.61 0.08 4.01 0.50 117.67 0.48

LisaG 4.26 0.63 0.41 0.00 33.97 3.02 57.52 1.56

LisaP 4.20 0.35 2.93 0.11 27.64 2.12 74.39 0.55

Mero 1.62 0.13 0.15 0.00 9.87 3.09 63.38 2.37

Mojarra 90.74 0.92 1.03 0.30 31.93 1.07 114.53 2.67

Pampano 14.17 0.09 3.34 0.23 34,59 295 231.717 1.26

Pargo habanero 0.77 0.13 nd nd 4.65 0.84 45.21 2.7

Peto Carito 12.14 2.16 1.55 0.29 106.10 3.56 521.74 0.15

Robalo 22.24 0.48 1.48 0.36 22.56 3.52 112.48 6.52

Sierra 8.05 0.90 2.01 0.16 77.47 224 52554 6.20

Trucha 10.57 2.20 1.47 0.35 106.15 4.73 506.70 2.08

Villajaiba 3.69 0.71 0.72 0.11 40.10 220 18230 0.06

Jorobado 15.01 2.08 3.55 0.20 127.68 092 68596 4.57

!Se presentan los datos de la media + DS de cada una de las muestras por triplicado. nd= no detectado

TABLA 4
Acidos grasos n- 3 en 25 especies de pescado marino mexicano de acuerdo a diferentes clasificaciones !
(mg/100g parte comestible)
Clasificacién N Lip. Totales C18:3n-3 C20:3 n-3 C20:5 n-3 C22:6n-3 Total
g/100g parte comestible

Biologica
Oseos 23 3.72 14.29 £22.73 5.48 +6.41 55.49 +78.79 238.05+24336 307.82+318.98
Cartilaginosos 2 1.96 1.22+0.76 1.91 £ 1.65 590+ 6.73 67.68 +76.31 74.80 + 83.8
Grasa en carne
Magros 5 1.31 2.03+1.32 2.19+1.08 15.95 + 10.57 96.52 + 46.96 114.50 £ 47.02
Semi- grasos 17 3.2 14.48 + 24.66 2.23+£2.86 56.12 + 88.05 226.29 £ 244.01 296.88 = 330.96
Grasos 3 9.09 13.48 +2.43 279+1.15 109.27 £20.52  552.72+£122.29  675.48 +143.7
Distribucion
general
Subtropical 22 3.56 9.73 £ 14.27 2.45+2.52 49.23 + 78.64 215.06 £240.90 274.02 +318.15
Tropical 3 3.68 36.62 +43.83 1.09 +0.43 51.99 + 52.01 221.86 21091 310.47 £253.74
Distribucién
geogrifica
Golfo 20 3.87 14.64 +133.51 240x268 42.71+£79.64 21630+ 16744 273.65+81.51
Pacifico 5 2.39 7.64 + 150.25 1.78 + 1.01 86.75 +91.71 25691 £ 19433 351.30 = 155.58
Ubicacién
ecotica
Pelagicos 5 3.34 9.88 £10.89 1.64 £0.78 114.43 +149.14  420.70+333.33  545.01 +485.78
Bentopelagicos 10 391 8.08 +14.73 2.14 £2.41 31.25+34.98 125.26x+152.76 164.59 + 188.21
Demersales 10 336 20.07 £ 30.66 275 +3.07 40.34 £42.18 2254421518 285.85 225822

! Se presentan los datos de media + DS de cada una de las muestras por triplicado
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FIGURA 2
Acidos grasos totales n-3 y n-6 en de 25 pescados marinos
mexicanos de acuerdo a su clasificacion por el contenido de
grasa en carne

+Std. Dev- = desviacion estandar
+Std. Err. = error estandar
Mean = media

De los resultados de acuerdo a la clasificacion biolégica
se observa, una mayor concentracion de ALA, EPA y DHA
en los pescados 6seos con respecto a los cartilaginosos, esto
estd relacionado con el tipo de proteinas de las especies
cartilaginosas que son mas magras que las dseas (29).

En laclasificacion de ladistribucion general (subtropical/
tropical), se encontraron resultados semejantes en las concen-
traciones de EPA y DHA de las especies tropicales y
subtropicales (Tabla 4), pero el contenido de ALA fue 4 veces
mas alto en las especies tropicales, debido probablemente al
tipo de alimento que existe en estos lugares (30).

Por lo que respecta a la clasificacion dada por su distribu-
cion geogréafica (Golfo/Pacifico), las especies del Golfo pre-
sentaron mayor contenido de LT que las especies del Pacifi-
co. Un comportamiento similar se observa con el C:18 de los
pescados del Golfo que fue mayor que los del Pacifico. Sin
embargo, el contenido de EPA y DHA fue menor en las espe-
cies del Golfo, por lo que pudiera sugerirse que las especies
analizadas procedentes del Pacifico mexicano serian una mejor
fuente de AG n-3 (Tabla 4).

De acuerdo a la clasificacion por su distribucion ecotica
(Tabla 4), las especies pelagicas fueron mas ricas en EPA y
DHA que las bentopelagicas y demersales, lo cual se deba
probablemente al tipo de alimentacién (fitoplancton) a la que
tienen acceso este tipo de peces en la columna de agua (30).

Las elevadas desviaciones estdndar obtenidas (Tabla 4) se
deben a que la clasificacion engloba distintas especies, con-
formando grupos muy heterogéneos, que ademds dependen
para su composicion quimica de factores bidticos y abidticos
(7,23, 31); sin embargo, con estas clasificaciones se pretende

dar una visién general de aquellos grupos de pescados que
pueden proporcionar valores mas altos de ciertos compues-
tos nutracéuticos.

Evaluacion de las especies como alimentos funcionales

Actualmente, no existe un consenso mundial sobre el con-
tenido de acidos grasos n-3 que se recomienda consumir dia-
riamente para la obtencion de los numerosos beneficios que
éstos micro nutrimentos proporcionan, sin embargo, y con
base en los numerosos estudios clinicos que se han llevado a
cabo en todo el mundo, algunos paises sugieren los siguien-
tes valores de consumo diario de EPA+DHA: Estados Uni-
dos 0.65 g/dia , el Comité de Aspectos Médicos y Politica
Alimenticia de Canada sugiere 0.20 g/dia, el Reino Unido
propone que el 0.50% de la energia consumida provenga del
EPA y DHA combinados; los japoneses recomiendan una
importante ingesta de DHA para mujeres embarazadas (0.50
g de DHA/dia) para mejorar el desarrollo pre y postnatal, asi
como para evitar el nacimiento de nifios prematuros (7).

A continuacidn se enlistan aquellas especies de las 25 ana-
lizadas en el presente estudio y que presentaron un contenido
total de EPA + DHA (g/10Og filete) mayor a 0.20, que es el
valor minimo dado en las recomendaciones mundiales para
la obtencidn de los beneficios que éstos acidos grasos otor-
gan y por lo cual son considerados como compuestos
nutracéuticos: albacora (1.30 ), bagre (0.37), besugo (0.23),
cintilla (0.22), cojinuda (0.53), jorobado (0.81), pampano
(0.27), peto (0.63), sierra (0.60), trucha marina (0.61) y
villajaiba (0.22).

Si se toma en cuenta que algunos suplementos derivados
de aceites marinos encapsulados contienen 0.30 g de EPA +
DHA (7) y asi son considerados como nutracéuticos (17,18),
tenemos entonces que la mayoria de las especies antes men-
cionadas sobrepasan estos niveles, por lo cual se pueden en-
tonces considerar como alimentos funcionales.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se concluye, que de las especies
analizadas, los pescados 6seos, grasos y pelagicos presenta-
ron un contenido mayor de EPA + DHA, independientemen-
te de su distribuciéon general y geografica. Por otro lado y
dada la cantidad de EPA + DHA cuantificada, el 44% de las
especies analizadas se pueden considerar como alimentos fun-
cionales, ya que éstas se encontraron en los intervalos de las
recomendaciones mundiales dadas por diferentes paises. Es
muy importante no olvidar que estas conclusiones se plan-
tean para las especies analizadas bajo determinadas condi-
ciones bidticas y abitticas y que el patrén general del conte-
nido lipidico de los pescados esta fuertemente relacionado e
influenciado por los lipidos de la dieta, la zona geografica, la
época del afio, su ubicacion en la columna de agua y por fe-
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némenos climatolégicos como “El Nifio “ y “La Nifia” (31).

Actualmente, cierto nivel de la poblacién mexicana se ha
interesado en los suplementos alimenticios de aceites de pes-
cado, dejando a un lado el consumo de cualesquiera de las
numerosas especies mexicanas ricas en acidos grasos n-3, ya
que hasta el momento se desconocia la cantidad e importancia
de los 4cidos grasos de estos pescados, lo cual, por lo mismo
les confiere un papel como alimento funcional, ademas del
valor nutritivo ya conocido. Sin embargo, un alimento funcio-
nal, independientemente de su contenido nutracéutico, serd
Gtil siempre y cuando su consumo sea regular y dentro de una
dieta equilibrada.
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Caracterizacion de polaciones microbianas presentes en la
macroalga comestible Monostroma undulatum, Wittrock
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RESUMEN. Se evalué la calidad microbilégica del alga Monostroma
undulatum, Wittrock que se desarrolla en la costa patagénica, para el
consumo humano y se analiz6 la diversidad y el rol de la poblacién
bacteriana que la coloniza naturalmente. Las muestras de algas fue-
ron recolectadas en las costas de Puerto Deseado Provincia de Santa
Cruz, Patagonia Argentina (47°45°L.S., 65° 55’L.0.). Se investiga-
ron bacterias heterétrofas psicrétrofas, heterétrofas marinas, bacte-
rias de bajo requerimiento nutricional (BBRN), bacterias de bajo
requerimiento nutricional marinas (BBRN marinas), Vibrios sp,
coliformes totales, coliformes termotolerantes, bacterias anaerobias
sulfito reductoras de esporas, hongos y levaduras. Se seleccionaron
cepas que fueron caracterizadas de acuerdo a su morfologfa, tincién
de Gram, fisiologfa y metabolismo. Las mismas se identificaron
presuntivamente como: Vibrio (20%), E. coli inactiva (18%),
Flavobacterium (11%), Flexibacter (9%), Moraxella (9%), grupo
Alcaligenes/Pseudomonas (9%), Aeromonas (2%), Acinetobacter
(2%). Cotophaga (2%), Photobacterium (2%), grupo Ps/
Caulobacter/Alteromonas/Spirillum (2%). Entre los microorganis-
mo Gram positivos se destacé el género Staphylococcus. Entre las
cepas estudiadas, no se detectaron especies patégenas para el hom-
bre. En algas frescas como asi también en el agua de mar, no se
detect6 la presencia de microorganismos indicadores de contamina-
cién fecal. Estos resultados indicarian una calidad microbiolégica
del alga aceptable para la alimentacién humana. La poblacién
bacteriana asociada a Monostroma undulatum estuvo compuesta prin-
cipailmente por microorganismos Gram negativos, psicrétrofos, ma-
rinos y comprendi6 una gran variedad de géneros, predominando
los vibrios y las enterobacterias. Asimismo las bacterias identifica-
das presentaron una gran capacidad de hidrolizar diferentes sustratos
Y asi podrian contribuir en la cadena tréfica marina de este ecosistema
marino al que pertenecen las algas.

Palabras clave: Recurso alimenticio, poblaciones microbianas,
Monostroma undulatum. -

INTRODUCCION

Las algas son utilizadas como potencial recurso para el
consumo humano (1,2). En paises orientales como Japdn,
China y Corea se adicionan como 4ngredientes en distintas
preparaciones culinarias, por ejemplo el Ao Nori que es una
mezcla de algas verdes compuesta por Ulva, Enteromorfa y

SUMMARY. Characterization of microbial population present
in the edible seaweed, Monostroma undulatum, Wittrock. The
microbiological quality of Monostroma undulatum, Wittrock from
the Southern Argentinean coast, was studied for its application for
human food. Also the diversity and function of the native bacterial
population to this green seaweed was analyzed. Samples were
collected in Puerto Deseado, province of Santa Cruz, Southern Ar-
gentina (47° 45’L.S., 65° 55’L.W). The samples were analyzed for
the presence of psycotrophic heterotrophic bacteria, marine
heterotrophic bacteria, low nutritional request bacteria (LNRB),
marine low nutritional request bacteria (LNRB marine), Vibrio spp,
total and thermotolerant colifom bacteria, anaerobic sulfite reducing
bacteria, yeasts and moulds. The isolates were identified using stan-
dard techniques based on morphologic, physiologic and metabolic -
characteristics. Among the gram-negative bacteria isolated, the
predominant genera belonged to Vibrio (20%), E. coli inactiva (18%),
Flavobacterium (11%), Flexibacter (9%), Moraxella (9%),
Alcaligenes/Pseudomonas group (9%), Aeromonas (2%),
Acinetobacter (2%). Cotophaga (2%), Photobacterium (2%), Ps/
Caulobacter/Alteromonas/Spirillum group (2), The main genus of
gram-positive bacteria was Staphylococcus. Human pathogenic
bacteria were not detected. Fecal contamination indicator bacteria
were not isolated from fresh seaweed and seawater. These results
showed an adequate microbiological quality of seaweed acceptable
for human food. The bacterial population associated to Monostroma
undulatum, consisted of gram-negative, marine and psycotrophic
microorganisms, including vibrios and enterobacteria as their main
components. Also the identified bacteria showed a great capacity to
hydrolyze different substrates and so they might contribute to the
balance of this marine ecosystem.

Key words: Nutritional resource, microbial population, Monostroma
undulatum.

Monostroma (2,3). v

Desde el punto de vista nutricional, las algas son aprecia-
das por su composicién quimica rica en proteinas, minerales,
vitaminas, hidratos de carbono y fibra dietaria (4). Actual-
mente han sido consideradas a nivel mundial como una fuen-
te importante de nutrientes esenciales, siendo creciente su in-
corporacién en las dietas occidentales (1,5).
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Entre las algas que tienen potencial aprovechamiento eco-
nomico para la industria alimenticia se encuentran las perte-
necientes al género Monostroma presentada por la especie
undulatum (4). La misma se desarrolla en el mesolitoral mari-
timo de la Patagonia Argentina y su distribucién geograficaes
amplia, abarca desde Bahia Camarones hasta Tierra de Fuego
(4). Teniendo en cuenta, su abundancia en las costas
patagénicas, su potencial valor econémico y su contenido en
nutrientes se han considerado como un recurso alimenticio
que debiera ser explotado (4). Esta especie se podria consu-
mir en fresco, en tortillas 0 molida seca como condimento.

Ademas las algas marinas tienen una importancia funda-
mental como alimento natural para los organismos acuaticos
explotados por el hombre, incluyendo peces y bivalvos. Las
mismas son colonizadas por bacterias procedentes del ambiente
marino donde se desarrollan. Estos micronichos, participan
activamente de la degradacion de las algas mediante la accion
de enzimas hidroliticas (6). Por este motivo, constituyen un
eslabon importante en la cadena tréfica, no solo por su parti-
cipacion en la degradacion de la materia organica y liberacion
de los elementos minerales, sino también por su participacion
en los ciclos del carbono y del nitrégeno en los ecosistemas
marinos (7). La microbiologia marina sufre constantes modi-
ficaciones en funcién de la propia evolucion de la degrada-
cion de la materia orgénica (7).

Actualmente no se ha publicado informacién sobre la mi-
crobiologia de este recurso, por ello se plantearon como obje-
tivos, (i) evaluar la calidad microbiologica del alga verde
Monostroma undulatum para el consumo humano vy (ii) estu-
diar la biodiversidad, en base a las caracteristicas fisiologicas
y metabolicas, de la poblacion bacteriana que coloniza natu-
ralmente a la microalga.

MATERIAL Y METODOS

Descripcion de alga

Monostroma undulatum es un alga vede (Clorophyta), se
presenta como talos laminares de textura sedosa que se une a
la restinga rocosa mediante un grampon. Esta forma
corresponde a la fase macroscopica del alga, tiene un aspecto
similar a la lechuga y se desarrolla en los meses de primavera.
Al final de este periodo se observa un cambio de textura, se
diferencia en tejido fértil, transformandose en una masa mu-
cosa de color verde brillante, con liberacién de zooespora. Este
proceso conduce a la desintegracion de alga, desde el borde
externo de la lamina hacia el centro, culminando con la
aparente desaparicion cuando pasa totalmente a la fase
microscopica (8).

Lugar del muestreo
Las muestras se extrajeron manualmente del sustrato rocoso
del intermareal de Puerto Deseado, provincia de Santa Cruz,

Argentina (47° 45°L.S., 65° 55°L.0.), donde se encuentra la
colonia mas importante de algas de la Patagonia Argentina
(Figura 1).

El periodo de muestreo comprendié el mes de noviembre
del 2000 y los meses de octubre y noviembre del 2001.

FIGURA 1
Ubicacion geografica del sitio de muestreo

Toma de muestra

Se recolectaron al azar y en forma manual muestras de
algas frescas de Monostroma undulatum, las mismas se
recogieron en bolsas de polietileno asépticas.
Simultaneamente, se registraron los datos de temperatura y
pH en el agua de mary se recolectaron muestras superficiales
en recipientes estériles, para analisis bacterioldgico.

Para el procedimiento las muestras fueron trasladadas al
laboratorio de la Universidad Nacional de la Patagonia San
Juan Bosco (Comodoro Rivadavia, provincia de Chubut), en
condiciones de refrigeracién (4-8°C). Las algas se analizaron
dentro de las 24 h, desde su cosecha.

Procesamiento de las muestras

En el laboratorio se procedi6 a la separacién de unidades
muéstrales de 10g de algas. Cada una de ellas se colocé en
un recipiente de vidrio, conteniendo como diluyente agua de
mar adicionada con 0,1% de peptona de carne, esterilizada.
Se homogeneiz6 durante un minuto con Una trituradora de
cuchillas de acero inoxidable, previamente desinfectada con
alcohol al 70%.

Posteriormente se efectuaron diluciones seriadas con agua
de mar estéril (1/10 y 1/100) u se realizaron las siembras para
recuentos.
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Recuentos bacterianos, método de siembra e incubacién

Se realizaron recuentos para bacterias heterétrofas
psicrétrofas y mesdéfilas, hetertrofas marinas, bacterias de
bajos requerimientos nutricionales (B.B.R.N.), bacterias de
bajos requerimientos nutricionales marinas (B.B.R.N. mari-
nas), Vibrios sp, hongos y levaduras, utilizando el método
estdndar de diseminacién en superficie (9,10).

Para coliformes totales, coliformes fecales se emple6 el
método de recuento de nimero més probable (N.M.P) (10).

Bacterias heterétrofas psicrétofas y meséfila: en agar para
recuento en placa (g/lt: peptona de caseina 5,0; extracto de
levadura 2,5; D (+) glucosa 1,0; agar-agar 14,0-pH 7,0 + 0,1)
se incubd a 22°C y 35°C respectivamente, durante 4 dias.

Bacterias heterétrofas marinas: en agar Zobell (g/100 ml:
peptona de carne 0,5; agar 0,3; agua de mar filtrada 75 mi;
agua destilada 25 ml-pH 7,5) a 22°C, durante 4 dias.

Bacterias de bajos requerimientos nutricionales (B.B.R.N.).
Se utilizé agar R2A (g/it: extracto de levadura 0,5; peptona
proteasa 0,5; casamino 4cido 0,5; glucosa 0,5; almidén 0,5;
piruvato de sodio 0,3; K,PO,H 0,3; MgSO,.7H,0 5,0; agar-
agar 14,0-pH 7), se incub6 a 22°C durante un periodo de 4
dias.

Bacterias de bajos requerimientos nutricionales marinas
(B.B.R.N. marinas): se sembré en agar R2A adicionados con
2% de NaCl, se incubé a 22°C, durante un periodo de 4 dias.

Vibrios sp, en agar tiosulfato, citrato bilis, sacarosa (TCBS),
a 22°C, durante 48 horas.

Coliformes totales y termotolerantes: en caldo Mc. Conkey,
a 37,5 y 44,5°C respectivamente durante 48 horas.

Hongos y levaduras: en agar Sabouraud a 30°C, durante 7
dias.

Bacterias anaerobias sulfito reductoras formadoras de
esporas: se realizaron recuentos en medio diferencial para
clostridios (DRCM), con agregado de un 0,3% de agar,
distribuidos en tubos con 9 ml y esterilizados. Una vez
sembrados los medios con 1 ml de homogeneizado de la
muestra y de diluciones sucesivas, se colocaron durante 30
minutos a 70°C y posteriormente se incubaron durante 7 dias
a 35°C.

Expresion de los resultados y analisis estadistico

Los resultados se expresaron en unidades formadoras de
colonias (u.f.c) y en niimero més probable (N.M.P), por gramo
de alga.

Para el andlisis, los datos se transformaron a logaritmo en
base a 10. Los mismos fueron expresados como promedio +
desviacién estdndar. Para evaluar las diferencias entre los
promedios de los recuentos de los distintos grupos bacterianos,
se utilizaron el método de Kruskal-Wallis y el de
comparaciones miltiples de Dunn’s como prueba post-test

(11).
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Analisis bacteriolégico del agua de mar

Los pardmetros bacteriolégicos examinados fueron:
coliformes totales, coliformes termotolerantes, Escherichia
coli (E. coli), Enterococcus sp. y Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa). El andlisis se realiz6 segin las técnicas
normalizadas (9).

Caracterizacion fenotipica

De los distintos grupos bacterianos se selecciono al azar
colonias morfol6gicamente diferentes y se registraron sus
caracteristicas distintivas (morfologia, tamafio, pigmentos,
consistencia). Las cepas se purificaron mediante el método
de siembra por estrias en placas de agar ZoBell, y se repicaron
en pico de flauta del mismo medio.

Las mismas fueron identificadas presuntivamente hasta
género de acuerdo al esquema para bacterias marinas descrito
por Oliver (12) y el manual Bergey’s (13). Para la clasificacién
de las cepas se seleccionaron distintas pruebas (Figura 2) para
determinar las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas,
bioquimicas y de sensibilidad de antimicrobianos segiin se
detalla a continuacién (14,15).

FIGURA 2

Pruebas realizadas para caracterizar las cepas aisladas

A) Morfologia

- Forma bacteriana
- Tincién de Gram
- Movilidad

- Pigmentacién

B) Fisiologia

- Caracteristicas térmicas

- Tolerancia a distintos valores de pH
- Requerimientos salinos

C) Bioquimica

- Prueba de oxidacién-fermentacién (Medio O/F glucosa)

- Produccién de Indol

- Ferm Gluc-Lac/Sac-Produccién de gas y SH,

- Presencia de enzimas: catalasa, oxidasa, DNAasa, gelatinasa,
amilasa, lipasa, casefnasa, agarasa, lecitinasa, hemolisina

- Produccién de pigmentos: melénicos, piorrubina, fluoresceina/
piocianina

- Crecimiento en medio de citrato de Simmons

- Reduccién de NO, a NO;

- Denitrificacién

- Fermentacién de manitol

D) Sensibilidad a antimicrobianos
- Penicilina (10U)

- Polimixina B (300U)

- Vibriostatico 0/129 (150 pg)

Gluc: glucosa, Lac: lactosa, Sac: sacarosa.
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Tincién de Gram; movilidad en medio SIM adicionado con
2% de NaCl; requerimiento de O, en medio tiolglicolato
adicionado con 2% de NaCl.

La tolerancia a distintas concentraciones de NaCl, fue
ensayada en agar ZoBell preparado con agua destilada,
variando el porcentaje de NaCl en el medio a las
concentraciones 0%, 0,5%, 1%, 3%, 5%, 7% y 10%. Cada
una de las cepas fue sembrada e incubada a 22°C por 48 horas,
luego se registré la presencia o ausencia de desarrollo
bacteriano en la placa. Se descartaron a los 15 dias de
incubacién.

Se evalué el crecimiento a distintas temperaturas de cada
cepa, sembrdndolas en agar ZoBell e incubdndolas a las
siguientes temperaturas:4°C, 7°C, 22°C, 30°C, 37°C, 42°C, por
periodo de 7 dias.

El desarrollo a distintos valores de pH se realiz6 en caldo
Zobell y el gradiente de pH ensayado fue: 5,6,7,8,9. La
incubacién se realizé en todos los casos a 22°C por 48 a 72
horas. Luego se registrd la presencia o ausencia de desarrolio,
por la turbidez en el caldo.

Las cepas fueron analizadas con el fin de determinar sus
caracteristicas metabdlicas y lograr una identificacién
presuntiva al nivel de género. Para ello se realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas: prueba de oxidacién-
fermentacién (OF), oxidas, prueba catalasa, indol, reduccién
de nitrato, produccién de enzimas: DNAasa, amilasa, lipasa,
caseinasa, gelatinasa, agarasa, lecitinasa, ureasa, hemolisina,
prediccién de pigmentos: meldnicos, piorrubina, fluoresceina/
piocianina.

Se ensay0 la susceptibilidad al agente vibriostatico 0/129
(150 pg), y alos antibi6ticos penicilina (monodiscos de 10U)
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y polimixina B (monodiscos de 300U).

Los medios de cultivo se prepararon siguiendo la
metodologia estdndar (14,15), siendo modificados por la
adicién de NaCl en una concentracién de 2% (p/v).

Las pruebas de identificacin se incubaron a la temperatura
ambiente (22-25°C) por 48 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuentos bacterianos en agua de mar y en algas frescas

En el agua de mar, en el sitio donde se coseché el alga
Monostroma undulatum, se registraron temperaturas entre 8-
9°C y valores promedios de pH y salinidad de 8,6 y 33,2g/1
respectivamente. El andlisis bacteriolégico, no revel6 la pre-
sencia de coliformes totales ni termotolerantes en ninguna de
las muestras analizadas. Solamente, en una de las misma se
detectd la presencia de Enterococcus sp. Con un valor de 2
N.M.P. por 100 mil. En concordancia con lo informado por
otros autores en zonas cercanas a los sitios de muestreo de
este trabajo (16), los resultados se hallaron por debajo de los
limites establecidos por normas internacionales (17) para su
uso con fines recreacionales, pesca, navegacién y vida acué-
tica. |

Los recuentos de los distintos grupos bacterianos que se
encontraron naturalmente asociados a las algas, recolectadas
durante los dos afios de muestreo, se presentan en la Tabla 1
(expresados como promedios). Para el tratamiento los datos
fueron transformados a logaritmo en base 10 (log).

No se obtuvo desarrollo de coliformes totales,
termotolerantes, Escherichia coli, hongos, levaduras y bacte-
rias anaerobias sulfito reductoras formadoras de esporas.

TABLA 1
Valores promedios de recuentos bacterianos (expresados en log de u.f.c./g + desviacién estindar)

B.B.R.N **

Heter6trofas
Fecha psicrétrofa mesdfilas marinas B.B.R.N.* marina Vibrios sp.
Condiciones de incubacién

22°C-96 h 37°C-96h 22°C-96h 22°C-96h 22°C-96h 22°C-48h
Primer muestreo
(noviembre 2000) 3,14x1,24 3,14%1,22 3,92+0,39 3,82+0,57 3,94+0,21 3,06+0,41
Segundo muestreo No
(octubre 2001) 1+0 1,3£0,40 4,04+0,41 1,13+0,41 determinado 2,97+0,86
Tercer muestreo
(noviembre 2001) 2,27+0,80 1,3+0,40 4,56+0,42 1,13+£0,41 3,32+0,79 2,74+0,72
Promedio total
(n=30) 2,13£1,07 1,9+1,06 4,17+0,34 2,02+1,55 3,63+0,44 2,92+0,16

n: nimero de muestras procesadas, (*) B.B.R.N: bacterias de bajos requerimientos nutricionales (aisladas en R2A), (**) B.B.R.N. marinas:

aisladas en R2A con 2% de NaCl.
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Estadisticamente se demostré que los recuentos de bacte-
rias psicrétrofas, mesdéfilas y B.B.R.N., resultaron
significativamente mayores (p<0,05) en la primera campafa
de muestreo a comparacion de los obtenidos en los dos si-
guientes. En laFigura 3 se puede observar las diferencias en-
tre los promedios de los recuentos bacterianos obtenidos en
las tres campafias de muestreo realizadas. Este resultado po-
dria ser consecuencia de la accion de una variedad de factores
no controlables como por ejemplo: la afluencia de aves, dife-
rencia en los horarios de bajamar, la incidencia directa de vien-
tos, que de acuerdo al periodo de exposicién de las algas po-
drian favorecer la desecacion de este ecosistema durante las
horas de bajamar, provocando situaciones de stress bacteriano
con bajos recuentos.

FIGURA 3
Promedios de recuentos bacterianos

Heterétrofas Psicrotrofas Heterétrofas Mesoéfilas B.B.R.N.

O 1.er muestreo B 2.do muestreo 0 3,er muestreo

Por otra parte, en el aislamiento de los microorganismos
influyen variables que dependen de las caracteristicas del
medio de cultivo utilizado inicialmente (la salinidad, el pH y
la presencia de compuestos que cubran los requerimientos
nutricionales de distintos tipos de bacterias) y de las condi-
ciones de incubacidn (atmdsfera, tiempo y temperatura) (18).
La distribucién en porcentaje (%) de los distintos grupos
bacterianos se presenté en la Figura 4. En la misma se obser-
voé el predominio de las bacterias marinas, tanto heterétrofas
como las de bajo requerimientos nutricionales (B.B.R.N. que
desarrollaron en R2A adicionado con NaCl). Estadisticamente,
se comprobaron diferencias significativas (p<0,05) entre los
recuentos de ambos tipos de bacterias marinas y sus homdlogos
que desarrollaron en medios sin NaCl.

Por el contrario, al comparar los resultados entre los re-
cuentos de bacterias que desarrollaron en medios nutricionales
diferentes (heterdtrofas psicrotrofas y B.B.R.N. desarrollados
en R2A) no se presentaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas (p>0,05). Por lo tanto, la concentracion de los
nutrientes del medio no seria un factor tan influyente como la
salinidad, para lograr una mayor recuperacion de los
microorganismos autéctonos asociados a esta macroalga.

FIGURA 4
Distribucién en porcentaje de las distintas poblaciones
bacterianas aisladas: heterotrofas psicrotrofas, heterotrofas
psicrétrofas marinas, B.B.R.N. y B.B.R.N. marinas

Heterdtrofas
marinas
35%

B.B.R.N.
marinas
30%

B.B.R.N.
17%

Caracterizacion fenotipica de las cepas estudiadas

Se seleccionaron y estudiaron 55 cepas aisladas en los dis-
tintos medios de cultivo. Las colonias se caracterizaron en
general por ser circulares con bordes lisos y elevadas con un
tamafio de 2 a 3 mm y de aspecto mucoso. En menor niimero,
se aislaron colonias medianas, planas con bordes irregulares,
rugosas y consistencia friable y otras grandes y extendidas
sobre la superficie del agar.

El 49% de las colonias seleccionadas manifestaron la pro-
duccion de pigmentos de distintas gamas de colores rojos,
anaranjados y amarillos. La sintesis de pigmentos es usual en
bacterias que se desarrollan en ambientes acuaticos. Estos
actlian en forma protectora frente a la accién fotodinamica de
la luz solar, a la que suelen estar expuestos principalmente
aquellos microorganismos que permanecen en la superficie
(19).

Con respecto a la morfologia bacteriana se destaco la do-
minancia de bacilos Gram negativo (89%). Las restantes re-
sultaron bacilos y cocos no agrupados Gram positivos. Este
resultado se correlacioné con estudios previos realizados por
otros investigadores (19-24), que demostraron que el 90% de
la biota de los ecosistemas acuaticos se compone mayormen-
te de bacterias Gram negativas. Estos ultimos, mantienen li-
gadas a su pared celular y/o excretan numerosas enzimas
hidroliticas y por ello son capaces de digerir sustratos exdgenos
rapidamente. En cambio, los Gram positivos son competido-
res pobres por los nutrientes en ecosistemas marinos frios y
desarrollan, preferentemente, en habitat donde existe una alta
concentracion de materia organica como por ejemplo en los
sedimentos marinos (7).

Los resultados de los ensayos realizados, para evaluar el
crecimiento de cada una de las cepas, bajo diferentes condi-
ciones de temperaturas, pH y salinidad se registraron en la
Figura 5.
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FIGURA 5
Distribucion de las 55 cepas analizadas segun el crecimiento
de diferentes (a) temperaturas, (b) concentraciones de NaCl
y (c) pH, (expresado en porcentaje)
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Con respecto al desarrollo a distintas temperaturas, los
microorganismos estudiados desarrollaron en mayor porcen-
taje entre 7 y 30°C, correspondiéndose por ello con el grupo
térmico de bacteria psicrétrofas (Figura 5 a). Seguin Morita
(25) las bacterias psicrétrofas pueden desarrollar de 0 a5°C y
hasta temperaturas superiores a 30°C, exhibiendo un creci-
miento 6ptimo a temperaturas mayores a 15°C. A 37°C sola-
mente desarrollo el 42% de las cepas y a 42°C el crecimiento
fue muy reducido (7%). Esto podria atribuirse a que en los
microorganismos psicrotrofos, que han adaptado su metabo-
lismo para poder sobrevivir y desarrollar en ambiente frios,
las temperaturas superiores a 30°C provocan alteraciones como
por ejemplo: desorganizacién intracelular con inactiviacion
de enzimas o complejos enzimaticos, la aceleracién del uso
del pool de aminoacidos, el incremento de la saturacién de
lipidos y/o la pérdida de la permeabilidad de la pared celular.
Estos cambios conducen a la lisis bacteriana inducida
térmicamente (19,25).

Con respecto a los requerimientos salinos, la poblacién en
estudio podria clasificarse como bacterias marinas, segun el
criterio establecido en Stainer y cois. (26), debido a que el
87% de las cepas mostraron requerimientos salinos para su
desarrollo y en su mayoria (64%) crecieron en un rango de
concentraciones de NaCl entre 1% y 5%. Solamente, un redu-
cido porcentaje (13%) desarrollé en ausencia de la sal, indi-

cando que este grupo, probablemente, serian bacterias del tipo
terrestre adaptadas al ambiente marino (26). EL 25% y 9%
de las bacterias toleraron hasta concentraciones del 7% y 10%
de NaCl, respectivamente (Figura 5 b).

Cuando el Na+ fue reemplazado por K+ desarrollaron un
alto porcentaje de cepas (67%). El rol fisiologico del sodio
aun no esta hien claro, este ion seria necesario para la estabi-
lidad de las membranas, actividad enzimatica, transporte ac-
tivo y el funcionamiento de una bomba de sodio que esta aco-
plada a la cadena respiratoria (27). Se ha postulado que las
bacterias marinas no requieren exclusivamente sodio para su
desarrollo, sino también cloruros, bromuros y otros iones (7).

En relacion con las variaciones de pFl del medio de culti-
vo, los microorganismo desarrollaron en el rango compren-
dido entre valores 5y 9, con un 6ptimo entre 6 y 8 (Figura 5
c). Este resultado podria ser atribuido a la habilidad de las
bacterias marinas a adaptarse a distintas condiciones ambien-
tales de pH (24),

Conforme a los resultados obtenidos de los ensayos de
crecimiento a distintas temperaturas, pH y concentraciones
de salinas, entre el 80% y 90% de las cepas seleccionadas,
autéctonas de algas frescas Monostroma undulatum, estarian
fisiolégicamente adaptadas a las condiciones ambientales del
ecosistema acuatico de procedencia, donde la temperatura
media es de 9°C, la salinidad media de 3,3 % (p/v) y el pH
8.6.

Entre las cepas seleccionadas, de los diferentes medios de
cultivo, se destacaron los microorganismos Gram negativos
anaerobios facultativos (69%).

El 60% de las cepas mostré la capacidad de reducir nitra-
tos a nitritos. Este resultado podria estar indicando la partici-
pacion de estos microorganismos en el ciclo del nitrogeno.
Sin embargo la capacidad de dentrificacidn, fue francamente
baja. La produccion de nitritos unida a la ausencia de
denitrificacion, sugeriria que otros microorganismos no
aerobios o no heterotrofos, posiblemente sean los responsa-
bles del consumo de nitritos que continuaria con el ciclo del
nitrégeno (28).

En la Tabla 2 se indican los porcentajes de resultados po-
sitivos de las pruebas metabdlicas realizadas.

Las cepas estudiadas en este trabajo, mostraron la capaci-
dad de sintetizar un variado espectro enzimatico: ureasa,
proteasa (gelatinasa y caseinasa), lipasa, lecitinasa, hemolisina
y otras enzimas capaces de degradar macromoléculas como
agar, polisacaridos de reserva (almidén) y DNA. La sintesis y
liberacion de enzimas hidroliticas bacterianas resulta ser ven-
tajosa para el micronicho al que pertenecen dichas bacterias
marinas. Esto es debido a que todos los organismos que lo
conforman se benefician utilizando los productos de hidrolisis
de las enzimas, que liberan al medio las bacterias marinas
(6).

Sobre la base de las pruebas de identificacion realizadas,
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la caracterizacién en géneros de las cepas seleccionadas fue
dificultosa. Las determinaciones bioquimicas y fisiologicas
deberian complementarse con la informacién que proveen los
métodos moleculares que se utilizan en estudios filogenéticos
de las poblaciones marinas, como por ejemplo el anélisis de
secuencias de 16S rDNA (29,30).

TABLA2
Distribucién porcentual en funci6n de las de caracteristicas
fenotipicas de las cepas

Porcentajes de Porcentajes de

Pruebas cepas positivas Pruebas  cepas positivas
(N=55) (N=55)
Gram negativo 89 Indol 27
Gram positivo 11 ADNasa 40
Movilidad 49 Ureasa 7
Catalasa 91 Agarasa 11
Oxidasa 49 Gelatinasa 74
Red. de NO, 60 Casefnasa 67
Desnitrificacién 2 Lecitinasa 71
Catabolismo glucosa Amilasa 65
Fermentativo 42 Lipasa 38
Oxidativo 11 Hemolisina 49
Inerte 47 Pigmentos meldnicos 34
Produccién st 11 Otros pigmentos 9

Si bien existen algunos esquemas taxonémicos para iden-
tificar los microorganismos aislados de ecosistemas marinos
(12), se han clasificado nuevos géneros y especies en este

ambiente (31-33) que solamente pueden diferenciarse median-

te métodos moleculares. Por ello, los resultados se informa-
ron como identificacién presuntiva.

De acuerdo al esquema propuesto por Oliver (12) y a cri-
terios de diferenciacién bioquimica entre géneros propuestos
en el Manual Bergey’s (13), los géneros identificados fueron:
*Vibrio sp. caracterizados en base a las pruebas de identifica-
cidn, la sensibilidad al agente vibriostatico O/129 y desarro-
llo en agar T.C.B.S. Las cepas fermentadoras de glucosa,
oxidasa positiva, que desarrollaron en T.C.B.S. y fueron sen-
sibles al agente O/129, se evaluaron bioquimicamente para
diferenciarlas de especies de Vibrio de importancia clinica.
Para ello se consideraron los resultados de las pruebas de fer-
mentacién de lactosa, sacarosa y manitol, rojo de metilo,
Vorges-Proskauer, reduccién de nitritos, produccién de indol,
hodrélisis de urea, produccién de lisina decarboxilasa, ornitina
decarboxilasa, arginina dihidrolasa, lipasa, gelatinasa, amilasa
y DN Asa, pruebas de halofilismo, desarrollo a distintas tem-
peraturas y produccién de pigmentos. De acuerdo a los resul-
tados obtenidos no se establecié relacion con especies de Vibrio
patégenas para el hombre. Por ese motivo, estas cepas fueron
clasificadas presuntivamente como Vibrio sp.
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**Enterobacterias, en segundo término de importancia, iden-
tificadas como Escherichia coli inactiva debido a la incapaci-
dad de fermentar la lactosa y/o hacerlo en forma retardada
(prueba de B-galactosidasa +), inmovilidad y por no producir
gas por fermentacién de hidratos de carbono. ***Ademds, se
identificé un bajo porcentaje de cepas compatibles con los
géneros Aeromonas y Photobacterium. **%* Las cepas res-
tantes (no fermentadoras), mostraron una amplia distribucién
de géneros. Las mismas se identificaron presuntivamente
como: Flavobacterium, Flexibacter, Moraxella, Citophaga,
Acinetobacter, grupo Alcaligenes/Pseudomonas (Ps), grupo
Xanthomonas/Flavobacterium, grupo Pseudomonas/
Caulobacter/Alteromonas y Spirillum.

Estos géneros fueron recuperados como miembros de dis-
tintos nichos marinos por otros investigadores y se especiali-
zan en la degradacién de macromoléculas muy complejas
(30,34,35).

Los porcentajes de prevalencia de organismos compati-
bles con cada género se detallaron en la Tabla 3.

TABLA3
Géneros presuntivamente identificados
(expresado en porcentajes)

Géneros (%) de cepas
(N=55)

Bacilos Gram negativos

Vibrios

Escherichia

Flavobacterum

Flexibacter

Moraxella

Grupo Alcaligenes/Pseudomonas (Ps)*

Citophaga

Photobacterium

Aeromonas

Acinetobacter

Grupo Xanthomonas/Flavobacterum*

Grupo Ps/Caulobacter/Alteromonas/Spirillum*
Gram positivos

—_—— N
MR ARRNNDNDOVOOVOOY D Y

~

Staphylococcus
Bacilos no identificados 3

* En estos grupos se encuentran cepas de caracteristicas fenotipicas
compartidas entre los géneros.

CONCLUSIONES

Los andlisis bacteriol6gicos del agua de mar y de las algas
frescas demostraron que la especie Monostroma undulatum,
obtenida en las costa de Puerto Deseado (Provincia de Santa
Cruz), podria considerarse de buena calidad microbiolégica
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para el consumo humano y su hdbitat natural seria
bacteriol6gicamente propicio para su desarrollo.

. La poblacién bacteriana autéctona de Monostroma
undulatum se caracterizé por un amplio predominio de baci-
los Gram negativos con requerimientos salinos para poder de-
sarrollar. Crecieron dentro del rango de temperatura de los
microorganismos psicrétrofos. Presentaron gran versatilidad
para multiplicarse tanto a valores de pH levemente dcidos como
alcalinos. Las cardcteristicas fisiolégicas de las bacterias se
relacionan con las condiciones ambientales del ecosistema de
procedencia.

En la poblacién bacteriana estudiada se destacé un am-
plio potencial hidrolitico de macromoléculas, sugiriendo que
podrian contribuir en la cadena tréfica marina de este
ecosistema.

Si bien se identificé una amplia variedad de géneros, pre-
dominaron los Vibrios sp. y enterobacterias. Entre las cepas
pertenecientes a ambos géneros no se detectaron especies
patégenas para el hombre.
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Mineral content of the honey produced in Zulia state. Venezuela
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SUMMARY. The mineral content of the honey produced in five
zones of the Zulia state, Venezuela, during dry and rainy seasons
was determined. The analyzed elements were: sodium, potassium
(by emission spectroscopy), calcium, magnesium, copper, iron,
manganese (by atomic absorption spectroscopy), phosphorus
(phosphate ions, by colorimetric method), and ash content of raw
honey samples directly collected from different beekeepers. The mean
values for Na, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, and P were 353+84; 1774+138;
237+66; 52+24; 0.76+0.43; 13.5+10.23; 0.92+0.42 and 1642+323
mg/kg respectively. The mean ash content was 0.43140.15%.
Potassium was the most abundant of the elements determined. This
results confirm that Zulian honey can be considered a good source
of minerals.

Key words: Honey, mineral content, Zulia state, AAS.

INTRODUCTION

" The Zulia state is a region of 63.355 km?. It is located in
the north-western part of Venezuela, surrounded by the
Venezuelan gulf on its north side. The total annual precipitation
exceeds 501.7 mm. The average temperature is 28.5°C during
the year. '

The greatest part of the honey comes from the dry and wet
tropical forests, where Citrullus vulgaris, Curcubita maxima,
Achras sapota, Passiflora sp, Annona muricata, and Persea
americana are the predominant species. Honey annual
production, year 2001, in Venezuela was 296 ton. (1).

Mineral content in honey has been widely studied in several
countries: Spain, Saudi Arabia, Poland and Italy (2-5). There
are some profiles of components which could probably be
used for the detection of the geographical origin (e.g. aroma
compounds, oligosaccharides, amino acids, minerals and tra-
ce elements, etc.), as well as an indication of environmental
pollution (minerals and trace elements), and the combination
of methods could be an approach to prove authentic. (4, 6, 7).

Apoyo financiero por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de
La Universidad del Zulia

RESUMEN. Contenido de minerales en las mieles producidas
en el estado Zulia. Venezuela. El contenido mineral de la miel pro-
ducida en cinco zonas del estado Zulia, Venezuela, durante las esta-
ciones de sequia y de lluvia, fue determinado. Los elementos anali-
zados en las muestras de miel cruda, recogidas directamente de va-
rios apicultores fueron: sodio, potasio (por espectroscopia de ‘emi-
sién), calcio, magnesio, cobre, hierro, manganeso (por espectroscopia
de absorcién atémica), fésforo (iones de fosfato, determinado por
colorimetria). Los valores promedios parael Na, K, Ca, Mg, Cu, Fe,
Mn y P fueron: 353+84; 1774+138; 237+66; 52+24; 0,76+0,43;
13,5+10,23;0,92+0,42 y 1642+323 mg/kg respectivamente. El con-
tenido promedio de cenizas-fue de 0,431+0.15%. El contenido de
potasio fue el mas abundante de los elementos determinados. Estos
resultados confirman que las mieles producidas en el estado Zulia
pueden ser consideradas una buena fuente de minerales.

Palabras clave: Miel, contenido mineral, estado Zulia, absorcién
atémica.

Previous research (8) has been made to establish the min-
eral content of honey in ten of the twenty two Venezuelan
states, but the mineral content has not been studied in the Zulia
state, the North-west part of the country. Therefore, the ob-
jective of this work was to determine this parameter in Zulian
honeys.

MATERIALS AND METHODS

Samples

The samples were 30 raw, strained, liquid honeys collected
from different beekeepers in five zones of the Zulia state, dur-
ing dry and rainy seasons, in the North-western region of Ven-
ezuela. See Figure 1.

Ash determination

The ash content was determined by heating 10 g of honey
until sample was completely black. Foaming was prevented
by adding a few drops of olive oil, and calcination was ob-
tained at 600°C. This method is suggested in the Venezuelan
regulations for honey quality (9).

Mineral analysis
Solutions containing sodium, potassium, calcium, mag-
nesium, copper, iron, and manganese, were obtained by dis-
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solution of the ash in 10 ml of hydrochloric acid (0.1 N) and
subsequent dilution to 100 ml with distilled water. The ana-
lyzed elements were: sodium, potassium (by emission spec-
troscopy), calcium, magnesium, copper, iron, manganese (by
atomic absorption spectroscopy), using a Perkin Elmer 3110
equipment (Table 1). Phosphorus (phosphate ions) was deter-
mined by measuring the yellow color developed by the reac-
tion in acid medium of phosphates with molybdate-vanadate
reagent at 465 nm (AOAC, 1980). All determinations were
made by triplicates.

FIGURE 1
Zulia State map. North-west region of Venezuela
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TABLE 1
Standard operation conditions for spectroscopy analysis

Minerals Flame X nm Standard, ppm
Ca Air-acetilene 422.7 500
Mg Air-acetilene 285.2 1000
Na Air-acetilene 589.0 1000
K Air-acetilene 766.5 1000
Fe Air-acetilene 248.3 1000
Cu Air-acetilene 324.8 1000
Mn Air-acetilene 279.5 1000

RESULTS AND DISCUSSION

Data from results of the seven minerals determined in
honey samples are summarized in Table 2. The variability of
results for all minerals is large, reflecting the wide variation
in the composition of honey samples. The ash content is near
the maximum value (0.5%) established for Venezuelan stan-
dard (11), which is lower than Italian and Saudi Arabian stan-
dards (12,13). Honey normally has low ash content and this
value depends on the floral type used by bees during forag-

ing (3).

Table 2
Mineral content (mg/kg) and ash content (g/I0Og)
of the Zulian honeys

Minerals  Number of Mean Range S.D. C.V.
samples
Na 30 353 155-444 84 0.24
K 30 1774 379-5071 138 0.78
Ca 30 237 144-367 66 0.28
Mg 30 52 26-120 24 0.47
Cu 30 0.76 0.3-1.67 0.43 0.57
Fe 30 135 3,5-39.0 10.23 0.76
Mn 30 0.92 0.4-1.84 0.42 0.46
P 30 1642 1304-2274 323  0.20
Ash 30 0.431 0.352-0.643 0.15 0.46

S.D.: Standard deviation , C.V.: Coefficient of variation

The ash content for Zulian honey was similar to the one
reported for north-west Spanish honey (14), but higher than
the value reported for honeys from Molise, Italy (12), Anatolia
(15), Saudi Arabia (13), and south-east Spain (16).

Mineral content in Zulian honey turned out to be, in de-
creasing order: K, P, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, and Cu, most of
them are similar to that reported for central and eastern re-
gions of Venezuela: K, Ca, Mg, Na, Mn, Fe, and Cu (8).
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Potassium, represents 41% of the total ash content, being
the most abundant mineral determined in this work; the mean
- contentof 1774mg/kg is twelve times higher than that reported
for honey from central and eastern regions of Venezuela (8).
Saudi Arabian honey (13) also has potassium as the highest
constituent of the ash content, although K reported value is
five times lower than K in Zulian honey. Other works in honey
from north-west Spain (Galicia) and from south-eastern
Anatolia (14, 15) reported K values around 12% and 83%,
respectively, which were lower than the value obtained in this
work.

The next most abundant mineral was phosphorus with a
mean value of 1642 mg/kg, this value is lower than the mini-
mum value reported for Saudi Arabian honey (13150 — 3080
mg/kg) (3).

Sodium, calcium and iron content were higher than the
values reported in the literature, while copper and manganese
content were lower (3, 13- 16).

Magnesium content was similar to the one reported for
Saudi Arabian honey (3); it was lower than the one reported
for north-west Spanish honey (14), and higher than that for
Anatolian honey (15). The results obtained in this work show
that the Zulian honey can be considered a good source of min-
erals.
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RESUMO. Sementes quiescentes de Bauhinia forficata foram
submetidas  caracterizagio bioquimica por meio de anélise de 4cidos
graxos, fracionamento de proteinas e atividade hemaglutinante
especifica. A anélise elementar da semente mostrou grande quantidade
de proteina total e de lipideos com 21,24 % e 19,45%,
respectivamente. Na fragfo lipidica, o 4cido linoléico foi o mais
abundante com 46,47%. Com excegéo das prolaminas, as diferentes
fragBes protéicas (albuminas, globulinas, glutelinas 4cidas e bésicas)
apresentaram atividade hemaglutinante contra hemécias de coelho
tratadas e ndo tratadas com enzimas proteoliticas. A maior atividade
hemaglutinante especifica foi evidenciada na frag8o glutelinas 4cidas
(1.072,25 U.H./mg P) contra sangue de coelho tratado com tripsina.
Os amino4cidos presentes em maior teor foram glutamina (16,20%)
e valina (11,07%). Assim, por apresentarem alto valor energético as
sementes de Bauhinia forficata sio uma possivel fonte opcional na
alimentag@o.

Palavras-chave: Bauhinia forficata, nutrigao humana, acidos graxos,
proteinas,

INTRODUCAO

O tixon Bauhinia (familia Leguminosae) compreende em
torno de 300 espécies nativas dos tr6picos € subtrépicos, sendo
que no Brasil 250 espécies nativas ja foram catalogadas (1).
Algumas deStas espécies s@o muito ‘utilizadas para fins
ornamentais, como a B.variegata devido a beleza das flores
(2), enquanto outras sio muito utilizadas como

hipoglicemiantes destacando-se B.forficata (3) € B. retusa (4). -

A maioria das espécies deste tdxon sdo conhecidas
popularmente como pata-de-vaca devido & morfologia de suas
folhas. Existem vérios estudos que relatam as propriedades
medicinais de diferentes espécies do género Bauhinia,
destacando-se as atividades depurativas, diuréticas,
antiinflamatérias e hipocolesterolémica (4-6). Atualmente,
além dos estudos fitoquimicos e farmacol6gicos, alguns
trabalhos estdo sendo realizados no sentido de viabilizar as
sementes dessas espécies como fontes alternativas de proteinas
(7). Legumes e cereais sdo a base na dieta de toda sociedade,

SUMMARY. Biochemical and chemical partial characterization
of Bauhinia forficata Link seeds. Seeds of Bauhinia forficata species
were submited to biochemical characterization concerning fatty acids
analysis, protein fractionization, and hemaglutinanting activity. The
seed elementary analysis showed a high protein and lipids contents
with 21.24 % and 19.45 % respectively. The more abundant fatty
acid was linoleic acid with 46.47 % of the lipidic fraction. With the
exception of prolamins, the different proteic fractions (albumin,
globulins, acid and basic glutelins) showed hemaglutinanting activity
against rabbit red cells no treated and treated with proteolitic enzymes.
The fraction acid glutelin showed the higher specific
hemaglutinanting activity (1072.25 UH/mg P) against rabbit blood
pre-treated with trypsin. Glutamin (16.20%) and Valin (11.07%) were
the more abundant amino acids in the seeds. Therefore, B. forficata
represent a possible optional source of food because exhibit a high
energetic values.

Key words: Bauhinia forficata, human nutrition, fatty acids, pro-
teins.

mas a presenca de fatores antinutricionais (polifendis, lectinas,
dcido fitico, grupos cianogénicos, inibidores de proteases,
alcal6ides € toxinas) limita o0 emprego de vérias espécies de
leguminosas na alimentagdo (8, 9). A necessidade de obteng@o
de fontes protéicas de baixo custo tem dirigido as pesquisa na
busca de novas espécies vegetais alternativas que possam suprir
estas deficiéncias, principalmente em paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento. Porém, nido basta apenas
disponibilizar essas fontes protéicas sem antes ;ea]izar os
estudos da presenga de fatores antinutricionais bem como
anilise de toxicidade (10). Em algumas regides da India sdo
consumidas sementes de Bauhinia sp. tanto in natura quanto
cozidas (11). Outros legumes selvagens também sdo
consumidos, mas poucos estudos foram realizados para avaliar

-a qualidade protéica das sementes (12). O primeiro estudo

realizado sobre a qualidade nutricional das sementes de
Bauhinia foi realizado por Walters (13). Neste estudo, o autor
analisou o teor de dgua, lipideos, proteinas, carboidratos, fibras
ecinzas em B.articulata. Alguns fatores antinutricionais, como

349



350 FARIA et al.

lectinas, fregiientemente sdo encontrados em sementes, porém
podem se localizar em diferentes partes do vegetal, como raiz,
caule e folha (14). As cascas de Bauhinia s30 ricas em taninos
que se mostram como fatores antinutricionais como indicado
por Prasad & Gupta (15) em ensaio de inibi¢ao da atividade
das enzimas protopectinase e poligalacturonase. Para combater
o 4cido fitico, polifendis e os inibidores de tripsina, Sindhu &
Khetarpaul (9) sugerem além do aquecimento, a utilizacdo da
fermentagdo desses alimentos, ressaltando assim o valor
nutritivo do grao, uma vez que o acido fitico apresenta uma
certa estabilidade ao calor. O presente trabalho objetivou
realizar a caracteriza¢do quimica e bioquimica da composigéo
da farinha da semente de B. forficata.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes maduras de Bauhinia forficata foram coletadas
no macigo de Baturité-CE. As sementes foram trituradas
mecanicamente em moinho elétricas tipo Wiley (acoplado com
peneira de 60 mesh) obtendo-se a farinha para as diferentes
analises.

Lipidios e dcidos graxos

O extrato lipidico total foi obtido por extra¢tes sucessivas
com N-Hexano e posteriormente o teor de acidos graxos foi
determinado segundo a técnica modificada de Matos (16),
realizada em triplicatas de aproximadamente 2,0 gramas do
extrato lipidico dissolvida em 60 ml de solugédo etanélica de
KOH 0,6 N. A mistura reacional foi deixada em refluxo por 6
horas, acrescentado 20 ml de dgua destilada e extraida a
matéria insaponificdvel com n-hexano Merck p.a. € a fragio
aquosa foi reservada. O insaponificavel foi lavado com 4gua
€ seco com Nast , anidro, filtrado e concentrado em rotavapor.
A fragdo aquosa reservada foi acidificada com HCI p.a. até
pH 2.0 e levada para funil de separag@o e lavada com n-hexano
Merck p.a., obtendo-se assim os dcidos graxos livres que foram
posteriormente metilados com diazometano para obtengdo dos
ésteres metilicos.

Proteinas soliveis

O teor de proteinas soliveis totais presentes nas diferentes
fracGes protéicas da farinha de sementes de B.forficata foi
determinado segundo o método descrito por Bradford (17)
utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrzo.

Fracionamento de proteinas das sementes

A farinha das sementes de B.forficata, foram submetidas
3 extracdo e fracionamento de proteina de acordo com sua
solubilidade (globulinas, prolaminas, albuminas, glutelinas
4cidas e basicas) (18). Inicialmente, cinco gramas da farinha
foram deixadas em contato com uma solugdo salina (NaCl

0,5 M) na propor¢ado de 1:10 (m/v) com agitagdo constante
durante 4 horas a temperatura ambiente. Este material foi
centrifugado a 9.000 g por 10 minutos, filtrado em papel filtro
e o sobrenadante dialisado contra dgua destilada por 48 horas
¢ centrifugado. O novo sobrenadante obtido continha a fragao
de albumina e o precipitado, depois de ressuspenso em 15
mL de NaCl 0,5 M, constituiu a fragio globulinica. Para a
obtencdo da fragdo protéica de prolaminas, o residuo da
extracdo inicial com NaCl 0,5 M foi submetido a extragao
com etanol 70% levado a agitagdo a temperatura ambiente
por 1 hora. Apés centrifugacdo, o sobrenadante continha as
prolaminas € o novo residuo foi submetido a extragdo com
HC1 0,1 M por 1 hora e apés a filtragdo, o sobrenadante foi
dialisado por 48 horas para obtengio das glutelinas 4cidas. O
residuo submetido a contato com NaOH 0,1 M por 1 hora foi
centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores para a obtengio
das glutelinas basicas. Aliquotas dessas fragdes protéicas
foram utilizadas em ensaios de hemaglutinag@o e dosagem
de proteinas antes de serem liofilizadas.

Ensaio de atividade hemaglutinante

A determinag@o da atividade hemaglutinante nos diferentes
extratos protéicos foi realizada utilizando-se suspensdes de
hemicias de coelho a 2%, tratadas e nio tratadas com enzimas
proteoliticas (tripsina e papaina). O titulo de hemaglutinagio,
expresso em Unidades de Hemaglutinacdo (UH), foi
determinado como sendo o inverso da maior dilui¢do ainda
capaz de apresentar aglutinagfo visivel a olho nu (19).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 pode-se observar os valores lipidicos totais
(19,45%), estes sdo similares aos encontrados por Pant &
Bishnoi (20) para B.purpurea com um teor de 16,58% de
lipideos. Na mesma tabela aparece o conteiido de 4cidos
graxos da farinha das sementes de B.forficata, onde se destaca
o alto valor de 4cidos graxos insaturados (52,52%) sendo
46,47% correspondente ao dcido linol€ico.

Sastri & Shenolikar (21) realizaram estudos do teor de
4cidos graxos em sementes de B.vahlii encontrando para
lipideos totais teores de 29,9%, dos quais 31,0% correspondem
ao 4cido linoleico. Os autores citam a possibilidade de se
utilizar &s sementes como fonte protéica e de acidos graxos
insaturados. Dietas ricas em 4cidos graxos saturados,
principalmente os 4cidos ldurico, mirfstico e palmitico, elevam
o nivel do colesterol no sangue aumentando o risco de doengas
cardiovasculares, ao contrério dos dcidos graxos insaturados
(4cidos oléico e linoléico), que reduzem o nivel do colesterol
no organismo (22). O teor de 4cidos graxos insaturados (4cido
linoléico-46,47%) também foi considerado satisfatério se
comparado com o teor presente em 6leo de milho (40%) €
6leo de girassol (50-70%) (23). Vale ressaltar que o 4cido
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linoléico € um 4cido graxo essencial para o homem e outros
animais, ou seja, € necessdria a sua incorporagio na dieta
alimentar. Este 4cido graxo participa na formagido de
hormdnios que atuam na transmissdo de estimulos nervosos e
na diminui¢do da pressdo arterial (23).

TABELA 1
Teores de lipideos e dcidos graxos na farinha de sementes
de Bauhinia forficata
Fragao lipidica na farinha Teor (%)

Lipfdeo totais 19,45
Acido graxo

Acido linoléico’ 46,47
Acido palmitico 19,27
Acido estearico 13,89
Acido oléico’ 5,54
Acido gondébico® 0,51

*acidos graxos insaturados

Na Tabela 2 se observa o teor de proteinas soltveis totais
(21,24%), o que foi similar ao encontrados em B.acuminata
(22,3%) e inferior em comparacio aos encontrados em
B.retusa (52,8%) (13). Assim mesmo os valores de proteina
total da farinha de B. forficata sdo aproximados daqueles (entre
21,6 e 24,7 %) encontrados por Castellén (24), trabalhando
com 6 variedades melhoradas de Vigna unguiculata L Walp.
- Considerando que o teor de proteinas presentes em
leguminosas é de 18-24% (exceto soja e amendoim)(23), esse
valor pode ser considerado como fonte protéica satisfatéria

O teor das diferentes fragdes protéicas albuminas,
globulinas, prolaminas, glutelinas 4cidas e bésicas das
sementes de B, forficata, estio ilustrados na Tabela 2. Pode-se
observar que as globulinas representam o maior teor na farinha
(8,93%), este fato é uma tendéncia observada na grande
maioria de sementes de leguminosas, sendo as globulinas a
frac@o eu concentra a grande maioria das proteinas de reserva
das sementes. As glutelinas bésicas foram as que apresentaram
0 segundo valor com 6,69%.
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TABELA?2
Teor de proteinas totais e soliveis das fra¢des protéicas
na farinha de sementes de B. forficata

Fragdo Protéica Teor g/100g

Proteinas totais 21,24
Globulinas 8,93
Glutelinas Bésicas 6,69
Prolaminas 2,62
Glutelinas Acidas 1,61
Albuminas 1,39

Aratividade hemaglutinante especifica contra hemécia de
coelho das diferentes fragdes protéicas da farinha de sementes
de Bauhinia forficata foi analisada para determinagio de
possivel presenc¢a de fator antinutricional. Os resultados
encontrados podem ser observados na Tabela 3. Observa-se
que todas as fra¢bes, com excegdo das prolaminas
apresentaram atividade hemaglutinante sendo mais efetiva em
hemadcias tratadas com tripsina.

Trabalhando com eritrécitos do sistema ABO humano,
Rajaram & Jarnadhajan (25) encontraram atividade
hemaglutinante especifica na fragido globulinas de B.vahlii
contra sangue humano do grupo B. Nas fra¢Oes albuminas e
globulinas de B.purpurea, esses mesmos autores observaram
atividade hemaglutinante contra todos os tipos sanguineos
humanos testados, mas ndo observaram o mesmo para as
albuminas de B.racemosa quando testadas contra hemaécias
deste sistema.

Os resultados mostrados na Tabela 3 indicam que as
glutelinas #cidas apresentaram a maior atividade
hemaglutinante especifica (1072,25 U.H./mg P) contra sangue
de coelho tratado com tripsina. O fato da fra¢do prolaminas
ndo apresentar atividade hemaglutinante provavelmente se
deva 3 auséncia de lectinas ou a presenga de algum inibidor
(glicoconjugado endégeno) presente na semente.

TABELA3
Atividade hemaglutinante especifica nas deferentes fragdes protéicas da farinha de sementes de B. forficata*

Fragdo mg P (a) mg P/g F (b) U.H. (¢ U.H./gF@d) U.H./mgP (e)

Albuminas 69,50 13,90 32 6,40 13,33

Globulinas 446,70 89,34 2048 409,60 13,75

Glutelina Acida 80,30 16,06 2048 409,60 1072,25

Glutelinas Basicas 334,70 66,94 16 3,20 1,89

Prolaminas 131,10 26,22 S.A. S.A. S.A.

*Atividade contra hemécias de coelho; S.A. Sem atividade hemaglutinante; (a) quantidade obtida da proteina; (b) relagfo proteina
obtida/quantidade da amostra; (c) Unidade hemaglutinante; (d) relagdo atividade hemaglutinante/quantidade amostra; (e) atividade
hemaglutinante especifica levando em consideragdo a concentragio da proteina.
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De acordo com a anilise dos amino4cidos presentes nas
fracdes protéicas, conforme Tabela 4, pode-se considerar as
sementes de B.forficata como boa fonte dos aminoicidos
essenciais valina (11,07%) e leucina (9,14%), se comparados
com a carne de vaca, respectivamente 5,5% e 8,0% (25). O
contrério se verifica com os aminodcidos sulfurados como

FARIA etal.

metionina (1,13%) e cisteina (0,87%) para as sementes
analisadas e 3,2% e 1,2% respectivamente, para a carne de
vaca. Estes aminoacidos sdo importantes porque entram no
metabolismo da produgdo de energia muscular (valina e
leucina) enquanto que a glutamina é necessaria nas atividades
cerebrais.

TABELA 4
Teor de aminoécidos nas diferentes fragdes protéicas obtidas de farinha de sementes de B.forficata

Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas Acidas Glutelinas Basicas

(% nmol) (% nmol) (% mmol) (% mmol) (% mmol)
Asparagina 10,44 9,96 10,53 10,41 10,86
Glutamina 14,71 14,57 11,01 10,38 16,20
Prolina 12,26 11,95 12,41 11,00 9,45
Glicina 10,36 8,65 9,48 9,75 9,15
Valina® 9,33 9,64 11,07 7,80 9,07
Leucina® 7,59 9,14 8,72 8,31 9,00
Serina 7,28 5,93 6,85 6,55 6,94
Alanina 6,57 6,52 6,26 6,44 6,94
Treonina® 5,06 3,71 4,10 4,08 4,12
Isoleucina® 4,51 4,71 4,80 5,33 4,23
Lisina® 4,59 4,57 5,50 5,56 4,46
Fenilalanina® 2,14 2,49 2,28 1,91 2,36
Arginina®" 1,03 3,17 1,81 8,17 3,43
Histidina®" 1,74 2,40 1,81 1,88 1,83
Tirosina 0,55 1,00 1,58 1,10 1,11
Cisteina 0,87 0,45 0,82 0,70 0,35
Metionina® 0,95 1,13 0,94 0,63 0,84
Triptofano® ND ND ND ND ND
(E): AA essenciais; (E*): AA essenciais para fase de crescimento; ND: ndo determinado

CONCLUSOES REFERENCIAS

As sementes de B. forficata apresentam alto potencial
nutricional visto que seus teores protéicos € lipidicos
(principalmente 4cidos graxos insaturados) estdo dentro de
niveis satisfatérios quando comparados com espécies vegetais
de amplo uso na alimentagio humana e/ou animal.
Evidentemente estudos posteriores devem ser realizados com
esta possivel fonte alimentar, principalmente no que diz
respeito a fatores téxicos e antinutricionais.

Por outro lado a evidéncia da presenga de lectinas nas
fragdes protéicas sugerem o desenvolvimento de estudos para
o isolamento e completa caracterizagio destas proteinas, bem
como avaliagio criteriosa das propriedades téxicas e/ou
antinutricionais das mesmas.
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NOTAS NECROLOGICAS

EN HONOR DE CLIVE ERIC WEST, QUIEN
CONTRIBUYO AL AVANCE DEL CONOCIMIENTO DE
LA VITAMINA A Y OTROS MICRONUTRIENTES

CLIVE ERIC WEST, Ph.D, DSc falleci6 €] 27 de agosto
de 2004, en la ciudad de Wageningen, Holanda, un mes
después de haber cumplido 65 afios. E1 Dr. West era nativo de
Australia, en donde recibié su educacién universitaria en
ciencias de la nutricién, con especialidad en nutricién animal,
en la universidad de Sidney, y que luego complement6 con
dos doctorados en la universidad de New England en Armidale.

Dedic6 los primeros afios de su vida profesional a estudios
del metabolismo intermediario, con énfasis en el colesterol
circulante, en experimentos hechos con aves, cerdos, cabras,
conejos y cuyos. Su interés por aplicar sus conocimientos en
el mundo en desarrollo lo llevaron a establecerse en Nigeria
en 1976. En 1979 se traslad6é a Holanda, para incorporarse al
Departmento de Nutricién de la que ahora se conoce como
Universidad de Wageningen. Ahi, amplié6 su interés cientifico
por la nutricién humana y su importancia en salud publica.
-Su trabajo lo hizo merecedor de ser designado en 1992 como
Profesor Visitante del Programa en Contra de la Deficiencia
de Micronutrientes (PAMM, por sus siglas en inglés) en la
Escuela Rollins de Salud Publica de la Universidad de Emory,
Atlanta, en los Estados Unidos. En el afio 2000, fue nombrado
Profesor de Nutrici6én en la Enfermedad en el Departamento
de Gastroenterologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Catélica de Nijmegen en Holanda.

El Dr. West influyé en muchos profesionales del mundo
en desarrollo, con quienes llevé a cabo investigaciones en las
dreas de malaria, tuberculosis y xeroftalmia en humanos, y el
virus Newcastle en aves. El Dr. West estudié la importancia
de factores ambientales en el desarrollo y crecimiento fetal y
la infancia. Sin embargo, sus principales contribuciones
cientificas las reservé a los cinco micronutrientes mas
importantes en salud piblica (vitamina A, hierro, yodo, zinc
y folatos), principalmente en aspectos relacionados con el
diagnéstico y causas de su deficiencia, y con factores que
afectan la biodisponibilidad de estos nutrientes en la dieta,
alimentos fortificados y presentaciones farmacéuticas
(suplementos).

En 1994, formé parte de los autores de un articulo
publicado en Lancet, y titulado “Ausencia de mejoramiento
del estado de vitamina A mediante el consumo de vegetales
de hojas verde-oscuro” [“Lack of improvement in vitamin A
status with increased consumption of dark-green leafy

vegetables™], que despertd una gran polémica, ya que sus
resultados discrepaban con las equivalencias nutricionales
aceptadas hasta ese momento para la conversién de beta-
caroteno y otros carotenoides a vitamin A (retinol). Después
de varios afios de discusién y estudios confirmatorios, las
conclusiones de este estudio fueron aceptadas, y los factores
de conversién quedaron establecidos en 12 microgramos de
beta-caroteno o 24 microgramos de otros carotenoides pro-
vitamina A, cuando ingeridos provenientes de alimentos
vegetales, por cada microgramo de retinol. Sin embargo €l
siempre insistié que atn esos factores segufan siendo
conservadores, ya que ¢l metabolismo humano es muy
ineficiente para extraer y absorber estos pigmentos presentes
en las matrices vegetales.

Sin embargo, él y sus colaboradores también demostraron
que estos pigmentos, cuando presentes en forma libre, si son
facilmente absorbidos y utilizables por el organismo humano.
En un articulo publicado en la revista “American Journal of
Clinical Nutrition” en el afio 2001, titulado “Bioeficacia del
beta-caroteno en base oleosa examinada en nifios indonesios™
[“Bioefficacy of beta-carotene disolved in oil studied in
children in Indonesia”], se present$ la evidencia de que el
beta-caroteno aislado y disuelto en grasa tiene un factor de
conversion de 2-3 microgramos por cada microgramo de
vitamina A. Este descubrimiento también ayudé al
establecimiento de la Ingesta Nutricional Recomendada (INR)
de la vitamina A en sus diferentes formas dietéticas, por los
organismos correspondientes de los Estados Unidos y Canada,
y de la FAO/OMS.

Aunque gran parte de su trabajo lo desarroll6 en Africay
Asia, Latinoamérica también recibi6é su atencién. Realizd
estudios de lipoproteinas y 4cidos grasos en la madre y el
cordén umbilical de dos grupos raciales de Trinidad. Empero,
su mayor contribucién para este continente fue en la
capacitaci6én de profesionales. Entre sus estudiantes pueden
mencionarse al Dr. Arturo Rodriguez-Ojeda, quien desarrolla
investigacién en la epidemiologia de enfermedades crénicas
en Cuba, y Jesiis Bulux de Guatemala. También es importante
mencionar su estrecha colaboracién, desde 1985, con el Centro
de Estudios en Sensoriopatias, Senectud e Impedimentos y
Alteraciones Metabélicas (CESSIAM) en Guatemala.
CESSIAM ha recibido a 17 estudiantes holandeses
recomendados por el Dr. West, de los cuales once fueron para
completar los requerimientos de investigacién para la maestria.
La mayor parte de los estidios se centraron en el mejoramiento
del estado nutricional del nifio lactante en respuesta a la
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suplementaci6n oral de la madre con vitamina A o yodo en
aceite.

Finalmente, el Dr. Clive West influyé en el establecimiento
y desarrollo de “Los Talleres de Liderazgo en Nutricién de
Latinoamérica”. El Dr. West heredd, del Prof. Jo Hautvast, la
direccidén de una iniciativa similar para Europa, y desde donde
contribuy6 a los talleres latinoamericanos realizados en
Guatemala (1997), Argentina (2000) y México (2003).

El Prof. West formé parte del Comité Ejecutivo del Grupo
Consultivo Internacional de Vitamina A (IVACG, por sus siglas
en inglés), y del Cuerpo Editorial de la revista “Sight & Life”,
que estd dedicada a la difusion de los aspectos de salud piblica
asociados con la vitamina A. 4

El Dr. West serd recordado por su amabilidad, afabilidad y
calor humano, su intenso interés por el entendimiento de las
bases de la nutricién y la fisiologia humana, y su dedicacién
por aplicar los conocimientos cientificos en el beneficio de la
salud piiblica de las poblaciones en el mundo en desarrollo. El
serd también un modelo para promover el entendimiento y
colaboracidn entre las naciones y las culturas, al haber
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favorecido a la capacitacién de profesionales de paises en
desarrollo en técnicas sofisticadas existentes en los paises
industrializados, y motivado el interés de sus estudiantes
holandeses por resolver problemas que enfrentan las
sociedades de los paises pobres.

ElDr. Clive West hubiera estado presente en la XII Reunién
del IVACG en Lima, Pert, en noviembre de este afio. Su
ausencia fisica serd muy notoria, pero él estard siempre
presente a través de sus estudiantes y colaboradores, y los
trabajos cientificos de todos ellos. Todo esto serd parte del
merecido homenaje que recibird en esta ciudad del continente
americano.

Noel W. Solomons,
CESSIAM, Guatemala, Guatemala.

QOmar Dary,
MOST/USAID, Arlington, Virginia, Estados Unidos.
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En 1950 el Instituto Nacional de Nutricién de Venezuela edita su
revista Archivos Venezolanos de Nutricidn la cual en 1965 es donada
a la recién creada Sociedad Latinoamericana de Nutricién, SLAN,
para convertirse en su drgano oficial de divulgacién Archivos
Latinoamericanos de Nutricién, ALAN.

ALAN acoge en sus péginas trabajos de revisién, editoriales,
conferencias y simposia y trabajos cientificos originales sobre temas
relacionados con alimentacién y nutricién, entre ellos, ciencia y
tecnologia de alimentos, nutricién humana y animal, bioquimica
nutricional aplicada, nutricién clinica y comunitaria, educacién en
nutricién y microbiologia de alimentos.

Todos los articulos que se publican pasan por un proceso de
arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace responsable de los
conceptos emitidos en los articulos aceptados para ser publicados y
ser reserva el derecho de no publicar los originales que no se ajusten
a los lineamientos de la revista. No se devolverédn originales ni se
mantendra correspondencia sobre aquellos que no sean publicados.
ALAN se reserva los derechos de reproduccion de los articulos
seleccionados.

ALAN se acoge a las normas de los requisitos uniformes del
Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (CIDRM),
también conocido como el Grupo de Vancouver, en su quinta edicién
(1997) de los requisitos uniformes para preparar los manuscritos
enviados a revistas biomédicas (1). A continuacidn se reproduce esta
publicacién y se afiaden algunas recomendaciones especificas, para
ALAN.

Requisitos para la presentacién de manuscritos
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

- Todas las partes del manuscrito estaran a doble espacio.

- Cada seccion o componente comenzara en pagina nueva.

- Reviselasecuencia: paginadel titulo, resumen y palabras clave,
texto agradecimientos, referencias, cuadros (cada uno en pagina
aparte), pies e epigrafes de las ilustraciones.

- Las ilustraciones se presentaran en forma de impresiones
fotograficas sin tomar, y no deberan exceder de 203 x 254 mm.

- Incluyala autorizacién para reproducir material publicado con
anterioridad o para usar ilustraciones en las que se pueda
identificar a los sujetos humanos.

- Adjunte la transferencia de los derechos de autor y otros
formularios.

- Presente el nimero exigido de copias impresas del articulo
(ALAN exige original y 3 copias).

- Guarde copias de todo lo que envie.

Preparacion del manuscrito

El texto de los articulos de observacién y experimentales se divide
generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que llevan estos
encabezamientos: introduccidn, métodos, resultados y discusién. En
los articulos largos puede ser necesario agregar subtitulos dentro de
estas secciones, sobre todo en las de resultados y discusién, a fin de
hacer més claro el contenido. Es probable que otro tipo de articulos
-como los informes de casos, las revisiones y los editoriales- exijan
otra estructura. Para mayor orientacién, los autores deberan consultar
la revista en la que pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x
280 mm o de la medida estdndar ISO A4 (212 x 297 mm), con
mérgenes de por 1o menos 25mm (ALAN prefiere la medida de 216
x 280 mm). Escribase o imprimase solamente sobre una cara del
papel. Utilicese doble espacio a lo largo de todo el manuscrito,
incluido la pagina del titulo, el resumen, el texto los agradecimientos,
las referencias, cada uno de los cuadros y los pies o epigrafes de las
ilustraciones. Numérense las paginas en forma consecutiva,
empezando por las del titulo. Sobre el 4ngulo superior o inferior
derecho de cada pégina anétese el nimero que le corresponde.

Pigina del titulo

La primera pagina contendra: 1) el titulo del articulo, que serd
conciso pero informativo: 2) nombre de pila preferido y apellidos de
cada autor, acompafiados de sus grados académicos mas importantes
y su afiliacién institucional; 3) nombre del departamento o
departamentos y la institucién o instituciones a los que se debe atribuir
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de responsabilidad, si las
hay; 5) nombre y direccién del autor que se ocupara de la
correspondencia relativa al manuscrito; 6) nombre y direccién del
autor a quien se dirigiran las solicitudes de separatas, 0 nota
informativa de que los autores no las proporcionaran; 7) procedencia
del apoyo recibido en forma de subvenciones, equipo, medicamentos
o todo ello; y 8) titulo abreviado (titulillo) que no pase de 40
pulsaciones (contando caracteres y espacios), el cual se colocar,
debidamente identificado como tal, en la tltima linea de la pagina
inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores habran de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autoria. Cada autor

(1) Requisitos uniformes’ para preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas. Rev Panam Salud Publica. Pan-Am J Pub Health. 1998;3(3):188-
1998. ’
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debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad piblica por su contenido. Para concederle a alguien
el crédito de autor, hay que basarse nicamente en su contribucién
esencial por lo que se refiere a los siguientes aspectos: 1) la
concepcién y el disefio o bien el andlisis y la interpretacién de los
datos; 2) la redaccién del articulo o la revisién critica de una parte
importante de su contenido intelectual; y 3) la aprobacion final de la
versién que seré publicada. Las tres condiciones tendran que cumplirse
siempre. La participacién que consiste meramente en conseguir
financiamiento o recoger datos no justifica el crédito de autor.
Tampoco basta con ejercer la supervisién general del grupo de
investigacion. Toda parte del articulo que sea decisiva con respecto
a las conclusiones principales debera ser responsabilidad de por lo
menos uno de los autores. Los directores de revistas podrén solicitar
a los autores que describan la contribucién de cada uno; esa
informacién puede ser publicada.

Cada vez es méds comin que los ensayos multicéntricos se
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo que
sean designados como autores, ya sea en lalinea destinada al nombre
de los autores a continuacién del titulo o en una nota a pie de pagina,
deberan cumplir plenamente con los requisitos de requisitos de autoria
recién sefialados. Los miembros del grupo que no cumplan con dichos
criterios serdn mencionados, con su autorizacién, en la seccién de
agradecimientos o en un apéndice (véase “Agradecimientos”).

El orden en que figuran los autores debe reflejar una decision
conjunta de estos. Como los autores se suelen enumerar de distintas
maneras, el significado del orden en que aparecen no puede deducirse
con exactitud a menos que ellos mismos lo enuncien explicitamente.
Para tal efecto, tal vez deseen agregar, en una nota a pie de pégina, la
explicacion sobre el orden de enumeracién. Al decidir acerca de dicho
orden, los autores tendran presente que muchas revistas imponen un
limite al nimero de autores que figuran en el indice de materias y que,
cuando hay maés de 25 autores, la Biblioteca Nacional de Medicina de
los Estados Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres de los
24 primeros més el del dltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda pégina incluird un resumen que no sobrepasard las
250 palabras de extensién. En él indicaran los propésitos del estudio
o investigacion; los procedimientos basicos (seleccién de los sujetos
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de
observacién y andlisis); los hallazgos maés importantes
(proporciénense datos especificos y, deser posibles, su significacién
estadistica), y las conclusiones principales. Higase hincapié en los
aspectos nuevos € importantes del estudio o las observaciones.

A continuacién del resumen agréguense, debidamente rotuladas,
de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los indizadores
a clasificar el articulo, las cuales se publicardn junto con el resumen.
Utilicense para este propésito los términos de la lista “Medical Subject
Headings” (MeSH) [Encabezamientos de temas médicos] del Index
Medicus; en el caso de términos de reciente apariciéon que todavia no
figuren en dichalista, podran usarse las expresiones corrientes. ALAN
exige que todo trabajo debera acompafiarse de un Resumen en inglés
con sus palabras clave, “key words”, si el trabajo original fuese en
espaiiol, portugués o francés. Si el trabajo original es en inglés, el
Resumen debe presentarse en espafiol, igualmente con sus palabras
clave.
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Introduccién

Exprese el propésito del articulo y resuma el fundamento légico
del estudio u observacién. Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que esté
dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se seleccionaron los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique la edad,
el sexo y otras caracteristicas importantes de los sujetos. La definicién
y la pertinencia de laraza o el grupo étnico son ambiguos. Los autores
deberdn ser particularmente cuidadosos con respecto a usar estas
categorias.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y direccién del
fabricante entre paréntesis) y los procedimientos con detalles
suficientes para que otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos acreditados,
incluidos los de indole estadistica (véase més adelante); dé referencias
y explique brevemente los métodos ya publicados pero que no son
bien conocidos; describa los métodos nuevos o que han sido
sustancialmente modificados, manifestando las razones por las cuales
se usaron y evaluando sus limitaciones. Identifique exactamente todos
los medicamentos y productos quimicos utilizados, sin olvidar
nombres genéricos, dosis y vias de administracién.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados deberan presen-
tar informacion sobre todos los elementos importantes del estudio,
como son el protocolo (poblacién de estudio, intervenciones o ex-
posiciones, resultados y el fundamento légico del andlisis estadisti-
co), asignacién de intervenciones (métodos de aleatorizacién, ocul-
tamiento de la asignacién a los grupos de tratamiento) y método de
enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revision incluirdn una
seccién en la que se describan los métodos utilizados para localizar,
seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se mencio-
naran también en forma sinéptica en el resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, sefia-
le silos procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las nor-
mas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa la ex-
perimentacidn en seres humanos o con la Declaraciéon de Helsinki
de 1975, modificada en 1983. No utilice el nombre de los pacientes,
sus iniciales ni los c6digos hospitalarios, especialmente en el mate-
rial ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucién, las de un
consejo nacional de investigacién o cualquier ley nacional acerca
del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadisticos con detalles suficientes
para que el lector versado en el tema y que tenga acceso a los datos
originales pueda verificar los resultados presentados. Siempre que
sea posible, cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de error o incertidumbre de la medicién (por €j., interva-
los de confianza). No dependa exclusivamente de las pruebas de
comprobacion de hipétesis estadisticas, tales como el uso de los
valores P, que no transmiten informacién cuantitativa importante.
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Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentacién. Propor-
cione los detalles del proceso de aleatorizacién. Describa los medios
utilizados para enmascarar las observaciones (método ciego), indi-
cando los resultados que dieron. Informe sobre las complicaciones
del tratamiento. Especifique el nimero de observaciones. Mencione
las pérdidas de sujetos de observacién (por €j., las personas que aban-
donan un ensayo clinico). Siempre que sea posible, las referencias
sobre el disefio del estudio y los métodos estadfsticos utilizados se-
rén de trabajos vigentes (indicando el nimero de las pginas), y no
de los articulos originales donde se describieron por vez primera.
Especifique cualquier programa de computacion de uso general que
se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utilizados deben apare-
ceren la seccién de métodos. Cuando resuma los datos en la seccién
de resultados, especifique los métodos estadfsticos que se emplea-
ron para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y figuras al mini-
mo necesario para explicar el tema central del articulo y paraevaluar
los datos en que se apoya. Use gréficas en vez de cuadros subdividi-
dos en muchas partes; no duplique los datos en las gréficas y los
cuadros. Evite el uso no técnico de términos de la estadistica, tales
como «al azar» (que entrafia el empleo de un método de
aleatorizaci6n), «<normal», «significativo», correlaciones» y «mues-
tra». Defina los términos, las abreviaturas y la mayor parte de los
sfmbolos estadfsticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los resulta-
dos siguiendo una secuencia légica. No repita en el texto todos los
datos de los cuadros ni de las ilustraciones; destaque o resuma tan
solo las observaciones importantes.

Discusién

Haga hincapié en los aspectos nuevos e importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con porme-
nores los datos u otra informacién ya presentados en-las secciones
de introduccién y de resultados. Explique en la seccién de discusién
el significado de los hallazgos y sus limitaciones, incluidas sus
implicaciones para la investigacion futura. Relacione las observa-
ciones con otros estudios pertinentes.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los objetivos del es-
tudio, pero absténgase de hacer afirmaciones generales y extraer
conclusiones que no estén completamente respaldadas por los datos.
En particular, los autores evitardn hacer afirmaciones sobre los be-
neficios y los costos econémicos, a menos que su manuscrito inclu-
ya datos y andlisis econémicos. No reclame ningun tipo de prece-
dencia ni mencione trabajos que no estén terminados. Proponga nue-
vas hipétesis cuando haya justificacién para ello, pero identifican-
dolas claramente como tales. Cuando sea apropiado, puede incluir
recomendaciones.

Agradecimientos

En un lugar adecuado del articulo (como nota al pie de la prime-
ra pagina o como apéndice del texto; véanse los requisitos de la re-
vista) uno o varios enunciados especificarén lo siguiente: 1) las co-
laboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican la

autoria, tales como el apoyo general del jefe del departamento; 2) el
reconocimiento por la ayuda técnica recibida; 3) el agradecimiento
por ¢l apoyo financiero y material, especificando la indole del mis-
mo; y 4) las relaciones que puedan suscitar un conflicto de intereses
(véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en el articulo pero
cuya participacién no justifica la autorfa pueden ser citadas por su
nombre, afiadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por ejemplo,
«asesoramiento cientifico», «<examen critico de la propuesta para el
estudio», «recoleccion de los datos» o «participacién en el ensayo
clinico». Estas personas tendran que conceder su permiso para ser
nombradas. Los autores se responsabilizarén de obtener la autoriza-
ci6n por escrito de las personas mencionadas por su nombre en los
agradecimientos, pues los lectores pueden inferir que estas respal-
dan los datos y las conclusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurard en un
parrafo separado de los testimonios de gratitud por otras contribu-
ciones.

Referencias

Numere las referencias consecutivamente siguiendo el orden en
que se mencionan por primera vez en el texto. En este, en los cua-
dros y en los pies o epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificardn mediante nimeros ardbigos entre paréntesis. Las refe-
rencias citadas solamente en cuadros o ilustraciones se numerarén
siguiendo una secuencia que se establecera por la primera mencién
que se haga en el texto de ese cuadro o esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante, los
cuales estan basados en el formato que la Biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos usa en el Index Medicus. Abrevie
los titulos de las revistas de conformidad con el estilo utilizado en
dicha publicacién. Consulte la List of Journals Indexed in Index
Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus], que se pu-
blica anualmente como parte del nimero de enero y como separata.
Lalista se puede obtener asimismo en el sitio que la biblioteca man-
tiene en la World Wide Web (http://www.nlm.nih.gov).

Absténgase de utilizar los restimenes como referencias. Las re-
ferencias a articulos que han sido aceptados pero que todavia no se
publican se designardn como «en prensa» o «de préxima aparicién»;
los autores obtendrén por escrito el permiso para citar dichos articu-
los y también la verificacién de que han sido aceptados para publi-
cacién. Lainformacién proveniente de manuscritos presentados para
publicacién pero ain no aceptados se citaré en el texto como «ob-
servaciones inéditas», con el permiso correspondiente de la fuente.

No cite una «comunicacién personal» a menos que aporte infor-
macion esencial que no pueda obtenerse de una fuente puiblica; en ese
caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién aparece-
ran entre paréntesis en el texto. En el caso de articulos cientificos, los
autores deberan obtener el permiso de la fuente y su confirmacién de
la exactitud de la comunicacion personal, ambos por escrito. Los auto-
res verificarén las referencias cotejandolas contra los documentos ori-
ginales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de Vancouver) se
basa en gran medida en una norma de estilo ANSI adaptada por la
Biblioteca Nacional de Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado notas cuando el estilo
de Vancouver difiere del estilo que actualmente utiliza la NLM.
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Articulos de revista
1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion «et al.»
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay mis de 25,
enumera los primeros 24, continuacién el iltimo autor y luego agre-
ga «et al.»)

VegaKJ, Pinal, Krevsky B. Heart transplantation is associated with
an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996
Jun 1;124(11):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginacién continua a lo largo de un
volumen (como hacen muchas revistas médicas), se pueden omitir el
mes y el niimero.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los ejemplos que se
presentan en los requisitos uniformes se aplica esta opcién. LaNLM,
sin embargo, no usa dicha opcién.)

VegaKJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation is associated with
an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

Mas de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E, Fried] HP, Ivanov E, et
al. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: § year follow-
up. BrJ Cancer 1996;73:1006-12.

2.. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exer-
cise stress testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.
4. Articulo en idioma extranjero (2)

(Nota: LaNLM traduce el iitulo al inglés, lo encierra entre corchetes
y le agrega la abreviatura correspondiente al idioma original.)

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral infrapatellar
seneruptur hos tidligere frisk kvinne. Tidsskr Nor Laegeforen 1996;
116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity and
occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994;102 Suppl
1:275-82.
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6. Suplemento de un niimero

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women’s psychological reac-
tions to breast cancer. Semin Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in
non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem
1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un niimero

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacera-
tions of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994;107(986 Pt
1):377-8.

9. Nitmero sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrod-
esis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin niimero ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient
and the effects of blood transfusion on antitumor responsos. Curr
Opin Gen Surg 1993:325-33.

11. Paginacién en niimeros romanos

Fisher GA, Sikic BI. Drug resistance in clinical oncology and he-
matology. Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995
Apr;9(2):xi-xii.

12. Indicacién del tipo de articulo, segiin corresponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in Parkinson,s disease
[carta]. Lancet 1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus
nephropathy (HVN) [resumen). Kidney Int 1992;42:1285.

13. Artfculo que contiene una retractacién

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. Ceruloplasmin
gene defect associated with epilepsy in EL mice [retractacion de
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. En: Nat Genet
1994;6:426-31]. Nat Genet 1995;11: 104.

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aquf en relacién con el idioma
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliogrfica se han trasladado di-
rectamente del original, sin adaptarlos (N. Del t.).
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14. Articulo retirado por retractacién

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP gene expression
during mouse development [retirado por retractacién en Invest
Ophthalmol Vis Sci 1994;35:3127]. Invest Ophthalmol Vis Sci
1994,35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas
Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symptomatic patients

following inguinal hernia repair [se publica una fe de erratas en West
J Med 1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.

Libroes y otras monografias

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver indicaba, incorrecta-
mente, que entre la editorial y la fecha debia ir una coma en vez de
punto y coma, como debe ser.)

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership. skills for nurses.
2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

17. Directores ( “editores” ), compiladores como autores

Norinan IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people.
New York: Churchill Livingstone; 1996.

18. Organizacién como autor y editorial

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington: The Institute; 1992.

19. Capitulo de libro

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver prescribia el uso de
dos puntos en vez de la letra p antes de las paginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. En: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and
management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p. 465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiology, Proceedings of the 10th International Congress of
EMG and Clinical Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan.
Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Articulo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement of data protection, privacy
and security in medical informatics. En: Lun KC, Degoulet P, Piemme
TE, Rienhoff 0, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7th World
Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzer-
land. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucién financiadora o patrocinadora:

Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report. Dallas (TX):
Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation and
Inspections; 1994 Oct. Report No.: HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucién ejecutora:

Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors. Health services re-
search: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008. Spon-
sored by the Agency for Health Care Policy and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and
utilization [tesis doctoral]. St. Louis (MO): Washington Univ.; 1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors; Novoste Corporation,
titular. Methods for procedures related to the electrophysiology of
the heart. US patent 5,529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados
25. Articulo de periédico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates
50,000 admissions annually. The Washington Post 1996 Jun 21; Sect.
A:3 (col. 5).

26. Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette). St. Louis (MO):
Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

Ley publica:
Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L. No. 103-183, 107
Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong.,
1 st Sess. (1995).

Cédigo de normas federales:
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441.257 (1995).

Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s Emergency Rooms:
Hearings Before the Subcomm. on Human Resources and Intergov-
ernmental Relations of the House Comm. on Goverment Operations,
103rd Cong., Ist Sess. (May 26,1993).
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28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population, 1990
[mapa demogréfico]. Raleigh: North Carolina Dept. of Environment,
Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI): Zondervan
Publishing House; 1995. Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes

Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras cldsicas

The Winter’s Tale: act S, scene 1, lines 13-16. The complete works
of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos
32. En prensa

(Nota: _a NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en prepara-
cién» [forthcoming] porque no todos se publicardn impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N EnglJ
Med. En prensa 1996.

Material en soporte electrénico
33. Articulo de revista en formato electr6nico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis [publicaci6n periédica en linea] 1995 jan-mar [citada 1996
jun 51;1(1):[24 pantallas]. Se consigue en: URL: http://www.cdc.gov/
ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electrénico

CDI, clinical dermatology illustrated [monografia en CD-ROM].
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers. 2nd
ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

35. Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [programa
de computadora]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educa-
tional Systems; 1993.

Cuadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en hoja
aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones fotografi-
cas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en que se citan
por primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a cada uno. Cada

columna llevara un encabezamiento corto o abreviado. Las explica-
ciones irdn como notas al pie y no en el encabezamiento. En las
notas al pie se explicaran todas las abreviaturas no usuales emplea-
das en cada cuadro. Como llamadas para las notas al pie, utilicense
los simbolos siguientes en la secuencia que se indica: *, T, 1, |, ¥*,
1, £t

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales como la
desviacion estandar y el error estdndar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros. Cercidrese de que cada cuadro aparezca citado en el texto.

Siincluye datos publicados o inéditos provenientes de otra fuente,
obtenga la autorizacién necesaria para reproducirlos y conceda el
reconocimiento cabal que corresponde. Incluir un niimero excesivo
de cuadros en relacién con la extension del texto puede ocasionar
dificultades al confeccionar las paginas. Examine varios niimeros
recientes de la revista a la que planea presentar el articulo y calcule
cuantos cuadros pueden incluirse por cada millar de palabras de tex-
to. Al aceptar un articulo, el director podra recomendar que los cua-
dros suplementarios que contienen datos de respaldo importantes,
pero que son muy extensos para publicarlos, queden depositados en
un servicio de archivo, como el Servicio Nacional de Publicaciones
Auxiliares en los Estados Unidos, o que sean proporcionados por
los autores a quien lo solicite. En tal caso, se agregara en el texto la
nota informativa necesaria. Dichos cuadros se presentaran junto
con el articulo para su consideracién.

Tlustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por la revista. Las figuras estaran dibujadas y fotografiadas en for-
ma profesiGnal; no se aceptaran los letreros trazados a mano o con
méquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografias y otros
materiales de ilustracién originales, envie impresiones fotogréficas
en blanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado y que midan
127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm. Las letras, nimeros y
simbolos serédn claros y uniformes en todas las ilustraciones; ten-
dran, ademads, un tamafio suficiente para que sigan siendo legibles
incluso después de la reduccidn necesaria para publicarlos. Los titu-
los y las explicaciones detalladas se incluiran en los pies o epigra-
fes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el niimero de la figura, el nombre del autor y cudl es la
parte superior de la misma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para papel, pues quedan mar-
cadas. Las figuras no se doblaran ni se montaréan sobre cartdn.

Las fotomicrografias incluiran en si mismas un indicador de la
escala. Los simbolos, flechas y letras usados en estas deberan con-
trastar claramente con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, estas no deberin ser
identificables; de lo contrario, habra que anexar un permiso por es-
crito para poder utilizarlas.

Las figuras se numeraran en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocera la fuente original y se presentara la autorizacién por es-
crito que el titular de los derechos de autor concede para reproducir-
la. Este permiso es necesario, independientemente de quién sea el
autor o laeditorial; la tinica salvedad son los documentos considera-
dos como de dominio piblico.
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Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiarén o
imprimiran a doble espacio, comenzando en hoja aparte e identifi-
candolos con los niimeros arabigos correspondientes. Cuando se uti-
licen simbolos, flechas, niimeros o letras para referirse a ciertas par-
tes de las ilustraciones, seré preciso identificar y aclarar el significa-
do de cada uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias habra
que explicar la escala y especificar el método de tincion.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresarén en
unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro, etc.)
0 sus multiples y submiiltiplos.

Las temperaturas se consignaréan en grados Celsius. Los valores
de presién arterial se indicardn en milimetros de mercurio.

Todos los valores hematicos y de quimica clinica se presentaran
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Siste-
ma Internacional de Unidades (SI). Laredaccién de larevista podra
solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agreguen uni-
dades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice iinicamente abreviaturas corrientes. Evite las abreviatu-
ras en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera vez una
abreviatura en el texto, ird precedida del término completo, salvo si
se trata de una unidad de medida comun.

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el nimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias y
las figuras metiéndolas entre dos hojas de cart6n para evitar que las
fotografias se doblen. Meta las fotografias y transparencias en su
propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompafiados de una carta de envio firma-
da por todos los coautores.
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