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EDITORIAL

Fundacién para la Alimentacién y Nutricién “José Maria Bengoa”

Enlos inicios del milenio, surge un nuevo reto paracontinuar con lalaboriniciada porlaFundacién CAVENDES, que durante
casi dos décadas produjo excelentes logros en el campo de la alimentacién y nutricién no sélo para nuestro pafs, sino también
para América Latina. El espacio de didlogo y participacién creado -donde compartieron investigadores y estudlosqs de la
nutricién nacionales e internacionales- se ha visto plasmado en eventos y publicaciones que han fortalecido el estudio de la
nutricién y laalimentaciénen distintfos\ niveles académicos. La presencia de este foro de discusién fue fundamental como insumo
en las instancias de politica alimentar\igy nutricional del pafs. Una de nuestras grfmdes satisfacciones fue la colaboracién y apoyo
logistico prestado a ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION (ALAN) desde que regresé a ser editado
nuevamente en Venezuela en 1992. Ademas del Apartado Postal de ALAN donde se recibe y entrega el movimiento editorial
de la revista, parte de la correspondencia, recepcién de manuscritos y mensajes electronicos se centraban en la Fundacion
CAVENDES, la cual de esta manera y con el apoyo efectivo de su personal profesional, técnico y administrativo, brindé
invalorable apoyo.

Enestos momentos dificiles, 1a labor toda de laFundacién CAVENDES que podria haberse interrumpido motivado a lacrisis
de su miembro fundador, no podia dejarse de lado. Contamos con el apoyo del Dr. José Maria Bengoa que ha sido gestor y
propulsor, junto con muchos otros venezolanos, de los éxitos alcanzados por la Fundacién CAVENDES. Asi, un grupo de
venezolanos unimos voluntades para tratar de darle continuidad aunalabor que enlos momentos actuales, toma mayor relevancia
debido al complejo problema de alimentacién y nutricién en nuestro pafs. Surge asi en merecido homenaje al maestro, la
Fundacién para la Alimentacién y Nutricién “José Marfa Bengoa” -Fundacién Bengoa- como una acto solidario con el pais. Se
aspira contribuir a mejorar la alimentaci6n y nutricién de los venezolanos mediante la educacién nutricional, la cooperacién
interinstitucional y empresarial, la prestacion de servicios a terceros, la capacitacién y el establecimiento de un foro de discusién
interdisciplinario, abierto y plural. En este nuevo escenario, -franco y productivo, continuacién del anterior- La Fundacién
Bengoa se complace en reiterar su apoyo a ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION, continuacién de Archivos
Venezolanos de Nutricién, hoy con 50 afios de brillante e ininterrumpida publicacién. Es propicio este espacio parainvitar a todos
aque recorramos juntos el camino hacia una nueva meta que Venezuela hoy mas que ayer necesita.

Maritza Landaeta de Jiménez Mercedes Lépez de Blanco
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Revision: Efectos cardiovasculares del ajo (Allium sativum)

L. Jacinto Garcia Gémez and Francisco J. Sdnchez-Muniz

Direccién Provincial del Ministerio de Educacién y Cultura. Toledo (Espafia), Departamento de Nutricién
y Bromatologfa I (Nutricién). Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid. Madrid-Espafia

RESUMEN. El ajo ha sido utilizado '\_r\nle'dicamente desde muy
antiguo e, incluso, todavia hoy forma parte de la medicina popular en
muchas culturas. En los dltimos tiempos se ha incrementado el
nimero de estudios sobre la efectividad del ajo en la normalizacién
delos factores de riesgo cardiovascular y sobre el papel del mismo en
el tratamiento de dichas enfermedades. Trabajos recientes sefialan la
existencia en el ajo de gran cantidad de sustancias, muchas de ellas
azufradas, con importantes aplicaciones en el campo de la salud. El
objetivo de este trabajo es revisar los resultados de numerosos
estudios referentes al ajo en relacién con las enfermedades
cardiovasculares. De alguno de ellos puede resumirse que el ajo
puede promover la normalizacién de los lipidos plasméticos, frenar
laperoxidacion lipidica, estimular la actividad fibrinolitica, inhibirla
agregacion plaquetaria, atenuar los cambios morfoestructurales de la
pared vascular relacionado con el envejecimiento o la lesién
aterosclerStica de la misma, y reducir la tensién arterial. Sin embargo
otros estudios recientes no apoyan dichos resultados. Estos efectos
positivos han despertado numerosas expectativas en cuanto al uso del
ajo en la prevencion y control de las enfermedades cardiovasculares.
No obstante, dada la labilidad de algunos compuestos que contiene
y la falta de acuerdo en los resultados obtenidos se sugiere modera-
ciénen su consumo. La variabilidad en su composici6n debida al tipo
de recoleccion y envejecimiento junto con la modificacién en la
composicién original por el enlatado, encapsulado y tratamiento
industrial hacen necesaria la aplicacién de una regulacién que garan-
tice el uso en forma y dosis adecuada de este alimento funcional.
Palabras clave: Ajo, composicién, colesterol, triglicéridos,
lipoprotefnas, fibrinolisis, agregacién plaquetaria, presién arterial.

INTRODUCCION

Como ningiin otro vegetal, a lo largo de la historia, el ajo
ha gozado de una gran variedad de aplicaciones. As{, ademds
de su uso culinario, el ajo también se ha utilizado como
elemento religioso, higiénico, medicinal e incluso, ya dentro
del campo de las creencias mas misteriosas, se le ha atribuido,
Seglinlaleyenda, un poder de proteccién frente alos vampiros.

acepta que el ajo ha formado parte de la dieta de la
humanidad desde el pasado mas remoto. De hecho, se han
éncontrado en cuevas, en su momento habitadas por el hom-
bre, restos de bulbos de ajo de mas de 10.000 afios de
antigiiedad. Su utilizacién en medicina tradicional se remonta
al menos a 4.000 afios (1-5).
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SUMMARY. Review: Cardiovascular effect of garlic (Allium
sativum). Garlic has been used for centuries, and even nowadays is
part of popular medicine in many cultures. New data have increased
the interest in garlic and its role in normalization and treatment of
cardiovascular disease risk factors. Recent studies have shown the
complex composition of garlic, containing many compounds, that
present potential positive effect in the field of health. The aim of the
present paper was to review results of some studies that have found
a relationship between garlic and cardiovascular diseases. From
some of them it can be summarized that garlic can normalize plasma
lipid, check lipid peroxidation, stimulate fibrinolytic activity, inhibit
platelet aggregation, smooth the thickening and structural changes of
artery wall related to aging and atherosclerosis, and decrease blood
pressure. However, some other studies do not support these benefits.
The positive effects found have promoted many study projects,
nevertheless, the extract lability and the lack of result consensus call
for a moderate consumption of garlic and garlic extracts. The
composition variation due to gathering and aging together with the
changes occurring incanning and industrial treatment makes necessary
the application of some norms in the production and consumption of
this functional food in order to guarantee its use in adequate form and
doses.

Key words: Garlic, composition, cholesterol, triglycerides,
lipoprotein, fibrinolysis, platelet aggregation, blood pressure.

Su nombre botdnico es Allium sativum. El término allium
procede de la palabra celta all, que significa ardiente o calien-
te, mientras que sativum es un término latino que significa
cultivado. Su origen parece estar en las estepas del Asia
Central, desde donde se extendi6 hacia el Este hasta alcanzar
China y hacia el Oeste en direccién a Europa (6).

En cuanto a sus efectos beneficiosos se sabe que ya en
tiempos de los faraones, tal como se indica en el papiro del
Cadigo de Ebers, los antiguos egipcios utilizaban el ajo como
ténico cardiaco. En la anciana medicina ayurvédica india, el
ajo erarecomendado para la hipertensién arterial, la debilidad
miocdrdicay otras alteraciones del sistema cardiovascular. En
Europa, esta lilidcea solia emplearse, entre otras dolencias,
para aliviar la dificultad respiratoria que acompaia al edema
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pulmonar secundario a una insuficiencia cardiaca. Algunos
autores, tales como el aleman Hieronymus Bock, en el siglo
XVI1, y el inglés Sir Thomas Sydenham, en el siglo XVIIJ,
recomendaron el ajo para tratar dicho proceso, conocido en el
pasado como hidropesia (6). :

La ciencia moderna ha encontrado que en el ajo existen
diferentes compuestos que presentan efectos terapéuticos en
el campo de las enfermedades cardiovasculares y del cdncer.
También ha sido estudiada su actividad antimicrobiana,
antinflamatoria y antiasmadtica (1,4,5).

Valor nutritivo y componentes bioactivos del ajo

A pesar del uso muy frecuente del ajo en la cocina (e
numerosas culturas como la mediterrdnea, su importanciy
nutritiva en la dieta cotidiana es practicamente insignificante.
Estose debe fundamentalmente a su empleo como saborizanie
en pequefias cantidades y no como alimento. La composicion
en nutrientes del ajo se presenta en la Tabla 1. Cerca del 304
de su parte comestible estd integrado por hidratos de carbonu
disponibles y aproximadamente un 6% por proteinas. Sy
contenido en algunos minerales y vitaminas es interesante
(7.8).

TABLA 1
Componentes nutritivos del ajo (Allium sativum)
Medida Proteinas Lipidos Carbo- Acidos  Etanol Total
hidratos orgénicos
Valor energético
(promedio) por 100g  (Kjul) 102.82 4.44 482.97 0.00 0.00 590.26
de porcién comestible  (Kcal) 24.20 1.08 113.64 0.00 0.00 138.92
Porcentaje de desecho  Promedio 12 Minimo 8 Miéximo 16
Componentes : Medida Promedio Variacién Densidad de nutrientes
Ingredientes principales -
Agua g 64.00 63.00 - 64.60 g/MI 108.43
Protefnas g 6.05 5.30-6.76 g/M] 10.25
Lipidos g 0.12 0.06 - 0.20 g/MJ 0.20
Carbohidratos (utilizables) g 28.41 _ gM] 48.13
Minerales g 1.42 1.40-1.44 _gM] 241
Minerales y elementos traza
Calcio mg 38.00 mg/MJ 64.38
Manganeso ) ug 460.00 g/M] 779.32
Hierro mg 1.40 _ mg/MJ 237
Cobre ug 149.00 37.00-260.00 g/M] 252.43
Zinc ug ‘ 575.00 150.00-1000.00 gM) 974.15
Niquel ug 10.00 _— gMl] 16.94
Molibdeno ug 70.00 g/M1] 118.59
Aluminio ug 1.80 gMJ 3.05
Fésforo mg 134.00 mg/M]J 227.02
Cloro mg 30.00 mg/M] 50.83
Yodo ug 2.70 _— gM] 4.57
Boro ug 440.00 340.00-630.00 g/MIJ 745.43
Selenio i ug 5.69 4.40-28.00 g/M] 9.64
‘Vitaminas
Vitamina E ug 10.90 gMJ 1847
Total tocoferol ug 100.00 g/M] 169.42
Alfa-tocoferol ug 10.00 gM] 16.94
Delta-tocoferol ug 90.00 _— gM] 152.48
Vitamina Bl pg 200.00 180.00-210.00 gMJ 338.83
Vitamina B2 ug 80.00 _— g/M) 135.53
Nicotinamida [T7- 600.00 _ g/M) 1016.50
Vitamina C _mg 14.00 9.00-18.00 mg/MJ 23.72
Acidos
Acido salicilico ug 100.00 g/MJ 169.42
Acidos grasos :
Acido ladrico ug 500.00 g/M] 847.08
Acido palmitico mg 24.00 _— mg/MJ 40.66
Acido estedrico Trazas Trazas Trazas
Acido oleico mg 3.00 _— - mg/MJ 5.08
Acido linoleico mg 62.00 mg/MJ 105.04
Acido linolénico mg 5.50 mg/MJ 932

Modificado de Souci y colaboradores (7).
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. En cuanto a los componentes bioactivos del ajo, éstos se
cuentan por cientos. Identificarlos todos y conocer que accién
o acciones- produce cada uno de ellos es una tarea sin duda
ingente que llevarg varias décadas. La mayoria de los investi-
gadores considera que la clave de los beneficios para la salud
debidos al ajo, reside en su alto contenido en compuestos
azufrados. Aunque muchos alimentos también los poseen, el

-ajo, no obstante, contienen proporcionalmente més que nin-
gin otro vegetal (tres veces mds que sus seguidores mas
préximos: la cebollay el brécoli). Enla Tabla 2 se detallan los
principales compuestos azufrados del ajo y sus posibles accio-
nes biolégicas. Asimismo, en la Tabla 3 se describen los
ingredientes no azufrados m4s significativos del ajo con sus
presumibles efectos biol6gicos.

TABLA 2
Compuestos azufrados del ajo

Compuesto Posible actividad bioldgica

Hipotensora, hipoglucemiante
Previene la formacién de codgulos,
ayuda a disolverlos.
Anti-inflamatorio, vasodilatador,
hipotensor, antibiético

Aliina
Ajoeno (ajocisteina)

Alicina y Tiosulfinatos Antibi6tica, antifingica, antiviral

Alil mercaptano Hipocolesterolemiante, previene la
aterosclerosis, antitumoral, antidia-
bética, hipotensora

Sulfuro de dialilo y afines Hipocolesterolemiante. Aumenta la

producciéndeenzimas desintoxicantes.
Anticancerigeno. Previene los daiios
quimicos del DNA.

S-alil-cistefna y compuestos al Hipocolesterolemiantes, antioxidantes,

y-glutémico quimioprotectores frente al cdncer.
Favorecen la accién desintoxicante del
higado frente a sustancias quimicas

TABLA 3
Compuestos no azufrados del ajo

Compuesto Posible accién biol6gica

Adenosina Vasodilatadora,hipotensora,
miorelajante. Estimula la sintesis de
hormonas esteroidicas.
Estimula la liberaci6n de glucagén

Fructanos (Escorodosa) Efectos cardioprotectores

Fracci6n proteica F-4 Estimula el sistema inmune por medio
de macréfagos y células esplénicas

Quercitina Estabiliza los mastocitos. Ejerce por
tanto efectos beneficiosos enel asma y
la alergia

Saponinas (Gitonina F, Hipotensoras. La Gitonina F es

Eurobésido B) antivirica, el Erubésido B antifiingico

Escordinina Hipotensora en conejos y perros. Fac-
tor de crecimiento en dosis elevadas.
Incrementa la utilizacién de la vitami-
na B1. Antibacteriana

. Antioxidante
As\ilifir::fendlicos Antioxidantes. Antiinflamatorios.

Antiviricos y antibacterianos

Hasta el presente, han sido identificados cerca de 30
ingredientes del ajo con efecto beneficioso potencial sobre la
salud, los cuales manifiestan un amplio abanico de acciones
metab6licas. No obstante, es necesario sefalar que un deter-
minado compuesto del ajo, cualquiera de los que se han
manifestado capaces de ayudar en algtin proceso patolégico,
no necesariamente ha de servir para otros.

El tipo y concentracién de estos compuestos extraidos del
ajo depende de lamadurez del mismo (9), précticas de produc-
ciény cultivo (10), localizaciénen laplanta (11)y condiciones
de procesamiento (12). La obtencién de esencias y extractos
del ajo, el deshidratado, enlatado y congelacién llevan a la
formacién de productos con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas y propiedades bioldgicas (p.e. la alicina tiene
una vida media que puede ir de horas hasta dias en funcién del
disolvente de extraccion utilizado o del pH del medio ya que
apH 4cido la aliinasa, enzima responsable de la formacién.de
alicina se inactiva. También el aceite esencial de ajo obtenido
por destilacién a vapor posee propiedades antioxidantes, pero
carece de propiedades bactericidas y antitrombéticas (12). El
almacenamiento también parece influir en el incremento de
compuestos azufrados, probablemente por la formacién gra-
dual de S-alk(en)il-L-cisteina sulf6xidos a partir de precurso-
res con g-glutdmico (13,14). Por otra parte, los compuestos
azufrados del ajo desencadenan un variado y dnico conjunto
de reacciones quimicas, que son las que generan muchos de
sus efectos metabélicos.

Lamayoriadelos componentes azufrados no estdn presen-
tes en las células intactas. Cuando un ajo es machacado,
partido o cortado, varios de sus componentes azufrados son
liberados, abandonando el interior de las células vegetales;
entonces interaccionan unos con otros para desencadenar una
cascada de reacciones quimicas, generadora de un elevado
conjunto de componentes. Asi por ¢jemplo, cuando la célula
se rompe tienen lugar lareaccién entre el enzima aliinasa y los
precursores voldtiles (S-alkenilcisteina sulféxido y &cido
sulfénico) resultando la formacién de diferentes tiosulfinatos
y compuestos derivados relacionados con el 4cido sulfénico
(Figura 1). La descomposicién de los sulfinatos tales como la
alicina (dialil tiosulfinato) puede ocurrir a través de diferentes
vias metab6licas. Una de ellas combina tres moléculas de
alicina produciendo dos moléculas de ajoeno. A través de
otras degradaciones no enzimadticas los tiosulfinatos se trans-
forman en otros compuestos azufrados tales como los
tiosulfinatos, cepenos, mono, di, tri y tetrasulfuros, tioles,
tiofenos y anhidrido sulfuroso (15).

Cuando el ajo es sujeto a extraccién con agua y etanol a
temperatura ambiente se produce alicina la cual es responsa-
ble del olor del ajo. Una extraccién mas suave empleando
etanol absoluto a temperaturas inferiores a cero grados centi-
grados produce aliina (1) (Figura 1). En presencia de aliinasa,
la alifna se descompone en 4cido 2-propensulfénico el cual se
dimeriza en alicina (1), sustancia que posee diferentes accio-
nes p.e. hipolipemiantes (16). Otras reacciones que tienen
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lugar, pero que escapan al contenido de esta revisién, han sido
comentadas por Mazza (9).

Los diversos componentes del ajo muestran diferentes
cualidades en cuanto asu absorciondigestiva, biodisponibilidad
y efectos sobre el organismo, enfuncién de las transformacio-
nes que sufren durante el proceso digestivo. LaTabla4 resume
algunos de los mecanismos metabdlicos en los cuales se
involucran algunos compuestos del ajo.

FIGURA 1
Efectos del procesado en la formaci6n de diferentes
compuestos bioactivos del ajo. Modificado de Block (1)
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TABLA 4
Metabolismo de algunos componentes del ajo

Compuesto Metabolismo -

Ajoeno Reaccionaconlacisteina paraformarajocisteina
y S-ally}-mercaptocisteina (SAMC). Al ponerse
en contactoconel aminodcido cisteina, el methyl-
allyl-trisulfuro también se metabolizaen SAMC.

Aliina En gran medida es absorbida en el intestino, y

cerca de un 60% es biodisponible. Parte se
transforma en sulfuro de dialilo y luego en
SAMC o sulfatos. La absorci6n es muy ripida.
Desaparece de la circulaci6n en 6 horas.
Sustancias que contienen Estas reaccionan con la alicina y otros
cisteina
dona rdpidamente el torrente circulatorio, sien-
do convertida en sulfatos en el higado.
No se detecta alicina en sangre u orina después
de ingerir ajo.
Se convierte en parte en sulfato y en parte se
excreta por orina
S-alil-mercapto-cisteina Se transforma en sangre en alil meracaptano
(SAMC)
S-alil-cisteina

Sulfuro de dialilo

Una vez absorbida alcanza un mdximo en sangre
a los 30 minutos, encontrindose en todos los
érganos excepto en los rifiones, después de 6
horas desaparece completamente de sangre. En
el higado se transforma pargialmente en N-
acetil-S-alicilcisteina que luego es filtrada por
los rifiones.

Compuestos de Vinilditina Lentamente absorbidos durante 2 horas. Algu-
nos de ellos se acumulan_en los adipocitos,
mientras que otros se excretan ripidamente, por
lo que no suelen detectarse en plasma.

tiosulfinatos paraformar SAMC. Laalicinaaban- -

No obstante, debido a que las enfermedades
cardiovasculares constituyen la causa de muerte mas impor.
tante en los paises desarrollados y alos numerosisimos esfyer-
zos de investigacion encaminados a prevenirlas y/o curarlas,
estamini-revision se centra en analizar diferentes aspectos dej
ajo en relacién con las mismas.

Efectos del ajo sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas
séricas

Estudios en animales de experimentacién muestran que el
ajo modifica los lipidos sanguineos (17-22). En humanos, el
ajo o sus extractos en polvo o aceites esenciales - se han
mostrado capaz de contrarrestar el aumento de colesterol y
triglicéridos sanguineos inducido por la ingesta de grasas
saturadas (23,24). Este efecto persiste después de que el ajo
sea cocinado. En voluntarios con niveles normales de lipidos
sanguineos, Bhushan y colaboradores encontraron que el ajo
produce una disminucién del 15% del nivel de colesterol (25).

Un amplio niimero de investigadores han estudiado los
efectos del ajo sobre la normalizacién de los lipidos sangui-
neos en pacientes en riesgo cardiovascular. Asi Augusti traté
con ajo a pacientes con hipercolesterolemia, observando una
disminucién del 29% en los niveles de colesterol después de
2 meses (26). En otros estudios realizados en pacientes con
enfermedad coronaria arterial, la medicacién con aceite esen-
cial de ajo durante 5 meses produjo una disminuci6n del 10%
del colesterol del suero y de un 21% en los triglicéridos. Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se incrementaron un
31% y las de baja densidad (L.DL) disminuyeron en un 7.5%
(27). Después de 8 meses de tratamiento, los niveles de
colesterol y triglicéridos habian disminuido un 17% y un 20%
respectivamente, al tiempo que se produjo un incremento de
los niveles de HDL (27).

Sucur estudié el efecto del ajo sobre los lipidos y
lipoproteinas séricas en 200 pacientes con
hiperlipoproteinemia. Surespuesta al tratamiento estuvo mar-
cada por una mejora en los patrones de lipidos sanguineos
(28). Por su parte, Ernst y colaboradores trataron a 10 pacien-
tes hipercolesterolémicos con una dietahipocal6ricay 600 mg
diarios de exiracto de ajo en polvo, mientras que el grupo
control sélo recibié la correspondiente dieta. Dichos autores
encontraron que, aunque los niveles de colesterol disminuye-
ron en ambos grupos, la reduccién fue solamente un 10%
mayor en el grupo que recibié ajo. La concentracién de los
triglicéridos séricos bajé de manera significativa sélo en los
pacientes tratados con dicho vegetal. También los niveles de
LDL se redujeron después de 4 semanas de tratamiento con
ajo, mientras que los de HDL se mantuvieron invariables (29)-

Warshafsky y colaboradores hallaron que la ingestién de
medio a un diente de ajo al dia redujo los valores de colesterol
en un 9% (30). En un amplio meta-an4lisis, Silagy y Neil
concluyeron que el ajo reduce los niveles de colesterol en un
12% - también los de triglicéridos- y que dicha reduccién se
hace patente a las 4 semanas de tratamiento, manteniéndose
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durante todo el tiempo que duré el experimento (Figuras 2 y
3). Asimismo, observaron que la maxima reduccién de
colesterol s€ daba con el empleo de ajo crudo, a una dosis
diariade 10 g (3 dientes), 0 de aceite de ajo, a una dosis diaria

de 8 mg (31).

FIGURA 2
variacién de los niveles de colesterol en pacientes tratados
con ajo frente a placebo. Modificado de Silagy and Neil (31)
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FIGURA 3
Variaci6n de los niveles de triglicéridos en pacientes
tratados con ajo frente a placebo. Modificado de Silagy and

Neil (31)
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Otros estudios mas recientes, no obstante,h)untan dife-
fentes resultados. Asi, McCrindle y colaboradores suministra-
Ton extracto de ajo en polvo (300 mg, 3 veces al dfa) o placebo
de igual apariencia- a una treintena de nifios y muchachos
afectados de hipercolesterolemia familiar con edades com-
Prendidas entre 8 y 18 afios. Después de 8 semanas de
€Xperimento no encontraron efectos significativos entre am-

bos grupos en el colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol, triglicéridos, apolipoproteina B-100, lipoproteina
(a), fibrinégeno y homocisteina (32). Sélo se afectaron
significativamente los niveles de Apolipoproteina A-I, los
cuales aumentaron un 10%, sugiriendo por tanto un efecto
beneficioso débil del consumo de ajo. Otros dos grupos de
investigadores observaron que dosis de 300 mg de extracto de
ajo, 3 veces al dia se mostraron ineficaces para bajar los

. niveles de colesterol y lipidos sanguineos en pacientes adultos

(33,34). Igualmente otros estudios disefiados de forma cuida-
dosa no han logrado demostrar ningiin efecto sobre las
lipoproteinas de la suplementacién con extracto de ajos (34-
37). Un aspecto detallado de los resultados de uno de esos
estudios recientes se presenta en la Figura 4. Sin embargo
otros grupos de investigacidn si han sefialado la eficacia del
consumo de dicho vegetal sobre el metabolismo lipoproteico
(38,39).

FIGURA 4
Efectos de una preparacién de aceite de ajo obtenido por
destilacién al vapor (equivalente a 4-5 g de dientes de ajos
frescos 04.000 unidades de equivalentes de alicinaal dia). Los
valores con sus barras de error representan la media con sus
intervalos de confianza (95%) de la diferencia obtenida por el

. tratamiento y placebo. NS: Diferencia no significativa. Los

valores basales (media = DS) en suero para colesterol total

fueron 7,5310,78 mmol/L, para el colesterol transportado por

las lipoproteinas de bajadensidad (LDL-colesterol) 5,35+0,78

mmol/L, para el colesterol transportado por las lipoproteinas

de alta densidad (HDL-colesterol) 1,50 0,41 mmol/L y para

los triglicéridos 1,45+0,73 mmol/L. Adaptado de Berthold y
colaboradores (36)
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Segtin Berthold y colaboradores, algunos estudios inves-
tigando los efectos hipolipemiantes del ajo estan a veces mal
disefiados a causade ladescripciéninadecuada de los métodos
y de los pacientes estudiados o estan sujetos a conflictos de
interés (36). Ademas la precisién de los datos obtenidos en los
meta-analisis estd limitada por la pobre calidad de los estudios
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revisados y el pequefio nimero de estudios donde se sefialan
resultados negativos (36).

Sin embargo, diversas referencias epidemiolégicas apo-
yan los efectos beneficiosos del ajo en las enfermedades
cardiovasculares. Sainani y colaboradores estudiaron la in-
fluencia del ajo, como componente de la dieta, sobre el perfil
lipidico sanguineo de una comunidad y observaron que los
niveles de colesterol més bajos se daban en aquellos indivi-
duos que mayor cantidad de ajos consumian, mientras que los
niveles de colesterol eran progresivamente mas elevados a
medida que disminufa la ingesta de ajo, presentando los
niveles mas altos de este lipido aquellos individuos que no
consumian nada de ajo (40). Bien conocido es el estudio de los
Siete Paises, en el que se encontré una correlacién inversa
entre el consumo medio de ajo y la incidencia de enfermedad
coronaria (41). Un trabajo anterior realizado en Hungria
también comprobé que la poblacién que consumia cantidades
promedio elevadas de ajo estaba especialmente protegida
frente a la cardiopatia coronaria (42). Otros estudios han
sefialado que el consumo de ajos puede disminuir la lipemia
postprandial (43). Aunque los mecanismos bioquimicos res-
ponsables de estas acciones no estdn totalmente definidos, se
cree que este vegetal puede actuar como modulador de muchas
enzimas que participan en el metabolismo lipoproteico y que
podrian explicar, al menos en parte, las modificaciones encon-
tradas en los lipidos plasmadticos. Asf se ha definido el efecto
inhibidor del ajo sobre el enzima clave de la sintesis de
colesterol, la 3-hydroxy-3-metil-glutaril-CoA-reductasa (44).

Efectos del consumo de ajos sobre el status antioxidante y
la peroxidacion del suero y las lipoproteinas -

En 1989 Steinberg y colaboradores combinaban la teoria
lipidica de la aterosclerosis y la respuesta al dafio endotelial,
con los conocimientos referentes a la modificacién oxidativa
de las LDL, insistiendo en el importante papel de las LDL
oxidadas en la génesis y en la progresi6n del proceso

aterosclerético (45). Segiin Witzum algunos factores afectan

de forma determinante la susceptibilidad de las LDL a la
oxidacién (46). Entre los factores intrinsecos merecen desta-
carse el contenido en dichas lipoproteinas de 4cidos grasos
(AG) poliinsaturados y AG monoinsaturados y antioxidantes
enddgenos, también el tamaiio de estas particulas lipoproteicas.
Respecto a los factores extrinsecos destaca el equilibrio entre
elcontenido extracelularde algunos componentes prooxidantes
y la concentracién de antioxidantes, asi como los niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (46). A su vez se ha
demostrado en las lesiones ateroscleréticas la presencia de
tales LDL-oxidadas y anticuerpos autoinmunes contra LDL-
oxidadas (47). Segin Holvoet y Collen estas particulas
lipoproteicas y sus anticuerpos correspondientes acelerarian
la progresi6n de las lesiones (i) incrementando la adhesién de
monocitos y macréfagos generando células espumosas, (ii)
induciendo la migracién de las células de misculo liso y su
proliferacién y transformacién en células espumosas, (iii)

incrementandola adhesiéndelas plaquétas y suagregacién, Iy
cual estimularfa la formacién de células espumosas y prolife.
racion de células de musculo liso; (iv) desencadenando trom.-
bosis, y (v) dificultando la vasodilatacion la cual resultaria en
un incremento del stress circulatorio (48).

Scherat y colaboradores (49) estudiaron en 25 voluntarios
(13 mujeres y 12 hombres) con edad media de 35,2 % 15,1 afios
lainfluencia de la aplicacién de una dosis diaria de 900 mg de
polvo seco de ajo conteniendo 1,3% de alicina durante un
periodo de 9 semanas sobre la peroxidacién del suero vy el
status del glutation (un marcador del balance prooxidante/
antioxidante) (49). Estos autores encontraron al completarse
el tratamiento un descenso del 63% en el status del glutation
(glutation reducido (GSH) y glutation peroxidado (GSSG))
después de 9 semanas de tratamiento. Esta disminucién fue
porcentualmente mas importante en los 9 individuos de mas de
40 afios (76%) que en los 16 con menos de 30 afios (50%). Las
diferencias significativas debidas a la edad al principio del
estudiodesaparecieron al final del tratamiento. Enlos eritrocitos
se encontrd un incremento significativo del GSH que afect§ al
cociente GSSG/GSH (49). Estos resultados sugieren que
dichapreparaciéndeajo tuvounabuenaactividad antioxidante
en los humanos in vivo y estd de acuerdo con otros estudios
(50, 51).

Se ha propuesto que la alicina muestra una analogia
estructural con el dimetilsulféxido el cual posee una buena
capacidad scavenger de radicales libres (49). Ademds, el ajo
contiene ademds selenio de reconocido papel antioxidante
(49). La modificacién del balance prooxidante/antioxidante
promovido por el consumo de ajo se realizaria a través de los
enzimas relacionados con el glutation y del sistema del
citocromo P-450. As{ se ha definido que dicha liliacea es
activadora de los citocromos P-450 IIEI y P-450 IIBI (52), y
de los enzimas glutation-S-transferasa, glutation peroxidasay
glutation reductasa (53). Ademas, puede suponerse que 10s
componentes azufrados del ajo actdan como precursores y
regeneradores del GSH, como inductores enzimdticos de la
sintesis y regeneracion de GSH o como antioxidantes per sé
(49).

Ismail y colaboradores estudiaron en conejos las propieda-
des antioxidantes de dietas hipercolesterolemiantes enrique-
cidas con un 2% de ajo frente a otras conteniendo 10% de
pectina, 2% de ginseng o 135 mg de gemfibrocil/kg de peso
corporal. El incremento de la peroxidacién plasmatica obser-
vado fue muchossignificativamente menor en los animales que
recibieron la dieta que contenia ajo (22).

Aumentodelaactividad fibrinoliticay accién antiagregante
plaquétaria

Para asegurar la hemostasis, la coagulacién sanguinea €s
equilibrada de manera fisiolégica por la fibrinolisis. La altera-
ci6n de la actividad fibrinolitica predispone a la formaci6n de
codgulos y a la trombosis. De otro lado, el aumento de 12
fibrinolisis puede proteger contra la trombosis y el infarto de
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miocardio o cerebral.

Unodelosinvestigadores que més haestudiado los efectos
del ajo es Arun Bordia, de la India (24, 54-60). Para conocer
los posibles efecto fibrinoliticos del mismo, Bordia y colabo-
radores administraron 100g de mantequilla a 10 personas
sanas, lo que produjo un marcada disminucién de la actividad
fibrinolitica. La adicién de 50 g de ajo a la comida de cada
participante produjo una disminuci6n en el tiempo de coagu-
lacién y un incremento en la actividad fibrinolitica (24).

En otro estudio clfnico reciente dos grupos de pacientes
hipercolesterolémicos se trataron con un extracto envejecido
de ajo o con placebo, durante 10 meses y se observé que la
adhesién plaquetaria con fibrinégeno disminuy6 un 30% en el
grupo tratado con el extracto antiguo del ajo en comparacién
con el grupo tratado con placebo (61). Por otra parte, Chutani
y Bordia observaron que tal incremento tenfa lugar entre 6,5
y 12 horas después de la toma de ajo (62). Asimismo, después
de la ingesta diaria de ajo durante un mes, detectaron en
pacientes con cardiopatfa isquémica un incremento entre un
72% y un 85% de la fibrinolisis (62). Segtin Bordia y colabo-
radores, tanto en voluntarios sanos como en enfermos con
cardiopatia isquémica, el ajo también previno el descenso
post-prandial de la actividad fibrinolitica (58). Después de tres
meses de tratamiento con aceite de ajo la actividad fibrinolitica
se elevé en voluntarios un 130%, mientras que en pacientes
conantecedentes previos de infarto de miocardiolo hizoenun
84%, cifra que se redujo a un 24% en pacientes que habfan
sufrido un infarto de miocardio reciente. Sin embargo otros
autores sefialan que el ajo no modifica la fibrinogénesis (63).

Aliy colaboradores han comparado muy recientemente el
efecto de extractos acuosos de ajo y cebolla crudos y hervidos
sobre la agregacidn plaquetaria inducida por coldgeno. Am-
bos extractos crudos inhibieron de forma dosis-dependiente la
agregaci6n plaquetaria, sin embargo el ajo se mostré aproxi-
madamente 13 veces mas activo que la cebolla. Los extractos
hervidos fueron menos activos que los crudos, perdiéndose la
relacién dosis-respuesta en el extracto de cebolla (64).

Bordia y colaboradores sugieren que los componentes del
ajo (y de la cebolla) que actdan previendo la trombosis o la
formacién de codgulos o disolviendo los existentes - lo hacen
gracias a suprimir la formacién de dos grupos de sustancias
que intervienen en la trombogénesis y coagulacién sanguinea:
las prostaglandinas y los tromboxanos (57).

Losdatos epidemiolégicos estdn en sintonia con los descu-
brimientos clinicos. Asi, Sainani y colaboradores encontraron
una correlacién positiva entre actividad fibrinolitica y consu-
mo declarado de ajo (40).

Varios compuestos azufrados del ajo han sido asociados
condicho efecto. Uno de ellos es el ajoeno, el cual se presenta
s6lo en preparaciones de base oleosa. La via precisa por laque
el ajoeno previene la formacién de codgulos no es completa-
mente conocida. Uno de los grupos de investigacién que aislé
primero el ajoeno fue el de Apitz-Castro, quicnes, ademés
encontraron que dicho compuesto del ajo potenciaba el efecto

antitrombético de medicamentos antiinflamatorios (65). Este
equipo investigador sefiala que el ajoeno actiia bloqueando el
receptor GP IIb/IIla, en ocasiones llamado el receptor de
fibrin6geno. El GP IIb/HIa es una proteina que aparece en
abundancia en la superficie de las plaquetas una vez que éstas
han recibido la sefial de formar agregados. Sin embargo, otros
estudios sefialan que el consumo de ajo no reduce in vitro la
union del fibrinégeno al receptor GP 1Ib/IIIa en cerdos (66).
También se ha atribuido este efecto antitrombdtico a la inhi- .
bici6n de la sintesis de tromboxano (67, 68), aunque otros
estudios sefialan que la produccién in vitro de troboxano A2 no
cambia en seres humanos (69). La alteracién de las propieda-
des de la membrana de las plaquetas (70) también ha sido
considerada para explicar los beneficios observados. Asimis-
mo, se ha comprobado que otro componente del ajo, el metil
(2-propenil) trisulfito, es diez veces mas potente inhibiendo la
agregacién plaquetaria que el dialil-disulfito o trisulfito (71).

El ajoeno podria no ser el principal componente activo
antiplaquetario, porque no existe en ¢l ajo de forma natural ni
en sus preparaciones comerciales; pudiendo encontrarse sélo
una pequefia cantidad pequefa de ajoeno en la maceracién
oleica del ajo. No obstante, el ajoeno se ha desarrollado como -
farmaco para tratamiento de desordenes tromboembdlicos,
llegandose incluso a pensar que el ajoeno puede ser til como
antigregante plaquetario en caso de intolerancia al 4cido
acetil-salicilico (72). ;

Algunos trabajos han estudiado la posible conexi6n entre
el ajo, la regulacién de la coagulacion sanguinea y la via L-
arginina-6xido nitrico, sin resultados concluyentes por el
momento (73).

Efecto sobre la tensién arterial ‘

Los efectos hipotensores del ajo ya fueron descritos en el
aiio 1921 por Loeper y Debray (74). Mds tarde, otros estudios
llegaron a la conclusién que la administracién regular de ajo
apacientes con hipertensi6n esencial puede inducir unareduc-
cidén de la tensi6n sistdlica entre 12 y 30 mmHg, y de la
diastélica entre 7 y 20 mmHg (27,75,76). Trabajos mds
recientes han confirmado este efecto hipotensor del ajo (77,
78). No obstante el estudio de McCrindle y colaboradores
realizado en chicos de 8 a 18 afios con hiperlipemia familiar el
suplemento de 300 mg de extracto de ajo 3 veces al diaresult6
ineficaz para disminuir la tensidn arterial (32).

En un estudio no controlado de corta duracién realizado en
seres humanos con hipertensi6n arterial moderada se ha suge-
rido un efecto hipotensor moderado del consumo de ajos (79).
Este efecto también ha sido corroborado en ratas y podria ser
debido a una acci6n directa de algunos componentes del ajo
sobre el endotelio vascular (80).

No se conoce con certezacual o cuales son los ingredientes
del ajo que intervienen en la reduccién de la presién arterial.
Melzig y Krause sefialan que determinados componentes del
ajo (saponinas y carbohidratos afines a la fructosa) actdan
como inhibidores del enzima adenosina deaminasa (ADA) en
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la aorta (81). La adenosina estd presente en cantidades signi-
ficativas en el ajo. Si el enzima ADA es inhibida, mis
adenosina se encuentradisponible. De estaformalaadenosina
puede ayudar a dilatar los vasos sanguineos y a relajar la
musculatura lisa intramural. Ambos efectos conducen aredu-
cir la presién arterial. En dicho estudio también se indica que
algunos de los efectos encontrados desaparecieron cuando en
los experimentos se empleo extracto en polvo en lugar de ajo
fresco (81). \

Otra posible explicacién se encuentra en los trabajos
llevados acaboen la Charing Cross and Westminister Medical
School de Londres por un grupo de investigadores dirigidos
por el doctor Indrajit Das (82). Este grupo encontré una
relacién entre las cantidades de ajo consumidas y los niveles
de 6xido nitrico en sangre. Entre otras muchas funciones, el
6xido nitrico ejerce un importante efecto vasodilatador en
arterias intactas. En experimentos realizados con cultivos
celulares estos autores comprobaron que a medida que se
incrementaba la dosis de ajo, también se incrementaban los
niveles de la enzima 6xido nitrico sintetasa, la cual interviene
en la formacién de 6xido nitrico.

Asimismo, con laintencidn de justificar el efecto hipotensor
del ajo se han propuesto algunos otros mecanismos, tales
como lamodulacién de la produccién de prostaglandinas (83),
o el bloqueo de los beta-adrenoreceptores (78).

Efecto sobre la elasticidad vascular

En un estudio epidemiolégico reciente se ha sefialado el
efecto protector del consumo prolongado de ajo frente a la
pérdida fisioldgica de la elasticidad vascular secundaria al
envejecimiento (84). Enél se seleccionaron 101 adultos sanos
de ambos sexos, con edades entre 50 y 80 afios, que tomaron
una cantidad diaria 300 mg de extracto de polvo de ajo durante
un periodo de 2 6 més afios, frente a otro grupo control de 101
sujetos. Se midié la elasticidad de la aorta por medio de la
velocidad de onda del pulso (PWV) y de laresistencia elastica
vascular (EVR). Las conclusiones de dicho estudio fueron que
la toma prolongada de polvo de ajo contribuye a atenuar la
progresiva falta de estabilidad que con el paso del tiempo se
produce en la pared de la aorta (84).

También se ha visto, sobre todo en animales de laboratorio,
que la administracién de ajo disminuye la acumulacién de
lipidos en las arterias repercutiendo por tanto en la elasticidad
vascular (37,64,80). -

En arterias ateroscleréticas humanas el enzima 6xido
nitrico sintetasa puede promover vasoconstriccién. Dirch y
colaboradores estudiaron el efecto de la alicina y el ajoeno
sobre la induccién del enzima oxido nitrico sintetasa en
macrofagos estimulados con mucopolisacéridos (85). Tanto
el ajoeno como la alicina redujeron la acumulacién de fitrito
(un marcador de lasintesis de 6xido nitrico) en el sobrenadante
de los cultivos de macréfagos. También la expresién génica y
la actividad de la 6xido nitrico sintetasa estuvieron disminui-
das. Dado el papel de los macréfagos en el desarrollo de la

enfermedad cardiovascular (45,48), Dirch y colaboradores
sugieren que los efectos cardiovasculares beneficiosos de]
consumo de ajo podrian deberse a este mecanismo (85).

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

El grueso de estudios, tanto epidemiolégicos como clini-
cos y de laboratorio, sefiala que el ajo puede tener efectos
positivos sobre los factores de riesgo cardiovascular, ya que
reduce la hiperlipidemia, 1a hipertensién, y previene la forma-
cién de trombos. En base a su potencial antiarteriosclerético
(77,85), grupos prominentes de investigacién han apoyado el
uso del ajo para la prevencién de las enfermedades
cardiovasculares (83, 87, 88). Los escasos efectos secundarios
del ajo - olor, molestias digestivas, etc. (6,76), hacendel ajo y
de sus componentes quimicos una atractiva herramienta tera-
péutica en el campo cardiovascular, acercando la posibilidad
de prolongar la vida sin poner en peligro su calidad.

Aunque los resultados de numerosas investigaciones han
encontrado un efecto dosis-dependiente en la actividad del
ajo, no hay consenso en cuanto a la dosis minima requerida
para obtener cambios beneficiosos. No obstante, en cuanto al
extracto en polvo, se suele recomendar una toma minima de
600 mg por dia (lo dosis mds habitual empleada suele ser de
900 mg, dividida en tres tomas). Dada la perdida producida
durante la preparaciones térmicas y culinarias en compuestos
quimicos activos, se aconseja tomar el ajo crudo o en prepara-
ciones especificas. Entre las mds usuales se encuentran: los
aceites esenciales y los extractos secos en polvo; productos
que ademds tienen la ventaja de carecer del fuerte olor propio
del ajo crudo.

Es importante tener presente que la U. S. Food and Drug
Administration no ha aprobado el ajo - ni los productos
derivados del mismo - como agentes reductores del colesterol.
Sin embargo, el gobierno aleman si ha dado un paso en esta
direccién. Como resultado, la Kommission E de la Agencia
Federal Alemana de Salud equivalente a la FDA norteameri-
cana -, ha incluido en su monografia que una dosis de 4 ¢
diarios de ajo crudo, o bien 8 mg de aceite esencial de ajo, son
apropiados para controlar el colesterol y prevenir otros facto-
res de riesgo cardiovascular. Puesto que el peso medio de un
diente de ajo es de tres a cuatro gramos, segiin las recomenda-
ciones del organismo alemdn, un poco menos de un diente y
medio de ajo al dia proveeria la cantidad terapéutica suficien-
te. -

No obstante debemos también considerar que en nutricién
un producto puede ponerse de moda y ser consumido de forma
indiscriminada y en grandes cantidades, pudiendo ocurrir gue
algo beneficioso se convirtiera en t6xico, ya que se es conoci-
do que a dosis altas puede ser causante de irritacién gastricay
nadseas.

Por dltimo creemos que los diferentes resultados obteni-
dos sobre los efectos del ajo se deben:
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ala diversidad de preparaciones del ajo utilizadas

ala diversidad de dosis y periodos de tratamiento

a la naturaleza de los componentes del ajo, ya que su
composicién quimica cambia en funcién de frescura y
secado del ajo.

S6lo ensayos quimicos realizados con preparaciones €s-

trictamente definidas podran permitir la desaparicién de estas
ambigiiedades y de ciertos efectos adversos del ajo. La exis-
tencia de sospechas acerca de la validez de la metodologia
utilizada en muchos estudios, la aparicién de algunos trabajos
que ponen en duda los efectos beneficiosos potenciales del ajo
y la falta de consenso sobre cuales son las dosis y las formas
o presentaciones mds adecuadas, hace necesario que se reali-
cen un mayor n ‘mero de investigaciones al respecto.
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Efeitos farmacologicos da suplementagéo dietética com arginina
em ratos com tumor sélido de Walker 256
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RESUMO. Os efeitos da suplementagao com arginina na dieta de
portadores de céncer sdo controversos. O objetivo deste trabalho €
avaliar os efeitos da suplementacdo dietética com arginina no
cresciemnto tumoral, disseminagdo metastitica, metabolismo de
aminodcidos, alteragdes hematolégicas, tempo de sobrevida e peso
corporal de ratos Wistar com tumor sélido de Walker 256. Foram
administradas solugdes por via géstrica, contendo arginina nas
concentracdes de 4%, 6% e dieta padrdo (controle).

A suplementagdo com arginina inibiu a disseminagdo de células
tumorais no modelo experimental, embora o crescimento tumoral
nio tenha sido afetado significantemente. O tempo de sobrevida dos
animais com tumor sélido ndo foi afetado de forma significativa. Foi
observado diminuig#o significativa do peso corpéreo apfs a
administragdo da arginina a 6% (p<0.05). O metabolismo dos
aminodcidos foi estimulado apés ingestdo de suplementos com
arginina, evidenciado pelos aumentos significativos dos niveis san-
guineos de arginina, ornitina, citrulina, prolina e histidina quando
comparados 2o grupo controle (p<0.001). O graude anemia no tumor
sélido foi menos severo nos grupos que receberam suplementagao
com arginina, evidenciado através do hemograma (p<0.001) e da
andlise citoldgica. Os resultados sugerem que a suplementagdo
dietética com arginina a 6% apresentou algum efeito benéfico no
tumor sélido de Walker 256 que ultrapassa o efeito nutricional.
Palavras-chaves: Suplementagio com arginina, tumor de Walker
256, metéstas_c, metabolismo de aminodcidos, tempo de sobrevida.

INTRODUCAO

A influéncia da arginina sobre o crescimento tumoral e
nutri¢do do hospedeiro tem sido investigada por mais de 60
anos (1-4). )

A proposigao para o uso de quantidades suplementares de
arginina no suporte nutricional do portador de cincer temsido
avaliada como aporte de substrato nitrogenado e por seus
efeitos farmacolégicos, que possivelmente, ampliam os me-
canismos de defesa imunolégicos enyolvidos e,
consequentemente, possibilitam a melhora do progndsticodo
paciente.

Este aminoécido tem apresentado miltiplas agdes fisiol6-
gicas e farmacolégicas. E precursor metabélico da creatina,
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SUMMARY. Pharmacological effects of arginine
supplementation in rats with Walker 256 solid tumor. The effects
of diet arginine supplementation for those with cancer are
controversial. We evaluate the effects of dietetic supplementation
with arginine over body weight, growth of tumor, metastatic
dissemination, surviving time, amino acid metabolism, haematological
changes of the rats with Walker 256 solid tumor. Intragastrical
solutions with arginine at 4% and 6%, a standard diet (control) were
administered to the animals. The supplementation with arginine was
associated with alower weight gain during the study period (p<0.05).
Surviving time of the rats with solid tumor did not vary significantly
between the groups. The rate of metastase was lower in animals with
Walker 256 solid tumor supplemented with arginine. The amino acid
metabolism was estimulate in the animals after arginine
supplementation at4% and 6%, demonstrated by significantincreases
in blood levels of arginine, ornitine, citruline, proline and histidine
when compared to the control group. Anaemia was less severe in the
rats with Walker 256 solid tumor that received arginine
supplementation. The results suggest that arginine 6% supplementation
may have pharmacologic effect in rats with Walker 256 solid beyond
the nutritional one.

Key words: Arginine supplementation, Walker 256 tumor, surviving
time, metastases, amino acids metabolism.

da creatinina, de poliaminas e do 6xido nitrico, € tem impor-
tante participagdo no ciclo da uréia. E descrito também como
estimulador do hormonio de crescimento hipofisario, € tem
sido relacionado ao aumento da atividade das células killer e
T-helper, ao estimulo da produgdo das citocinas interleucina-
1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), receptor para IL-2, interleucina-
6 (IL-6) e ao fator alfa de necrose do tumor (TNF-alfa) que sdo
importantes mediadores na génese da caquexia (5).

Apesar de serem descritas na literatura muitas agbes da
arginina, os resultados em portadores de cincer ainda sdo
insuficientes e controversos. In vitro, L-arginina pode inibir ¢
estimular linhagens celulares de cancer (7). In vivo, estudos
experimentais demonstraram também estimulagdo (4.6,8) €
inibi¢ao do crescimento tumoral (1,3,9,10).



EFEITOS FARMACOLOGICOS DA SUPLEMENTACAO 231

Neste estudo utilizamos o tumor de Walker 256, sdlido,
para avaliar osefeitos da suplementac@odietéticacom arginina
no crescimento tumoral, disseminagao metastética, tempo de
sobrevida, peso corporal, metabolismo dos aminodcidos e
alteragdes hematoldgicas.

MATERIAIS E METODOS

Preparagao dos animais

Ratos Wistar machos e jovens (42-48 dias), pesando
142.34 £19.36 g, foram distribuidos em gaiolas contendo em
média cinco ratos e mantidos durante dois dias, sob idénticas
condigBes ambientais, com ciclos de luz de 12h/dia, ragéo e
igua ad libitum.

Procedéncia, manuten¢ao e inoculagao do tumor de Walker
256

A linhagem A do Tumor de Walker 256 (origem: The
Christ Hospital Line, National Cancer Institute Bank,
Cambridge, Mass., USA), foi obtida junto a Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) e conservada em nitrogénio
liqguidoa-160°C. A técnicade inoculagdo utilizada nos animais
foi multifocal e subcutinea na regido dorso-lombar, totalizan-
do4inoculagBes por animal, com aproximadamente 4 milhdes
de células por inoculagéo (11).

Dieta dos animais e posologia da arginina

A ragdo utilizada no estudo (Labina, Agribrands Purina do
Brasil Ltda), continha em sua composi¢do arginina (1.5%),
proteina (23.0%), minerais (8.0%), fibras (9.0%) e vitaminas
(tragos). A arginina, foi obtida na formade cloridrato de arginina
(Laboratério Ajinomoto do Brasil) e administrada pura, diluida
em dgua destilada, nas concentrages de 4% e 6% das calorias
totais estimadas do valor calérico (VCT) de um rato jovem. Um
rato jovem consome cercade 15g/diade ragio o que corresponde
aproximadamente 47.3 kcal/dia. A dieta padrio ndo continha a
suplementaggo de arginina. Todas as solugdes foram introduzidas

no animal através de entubagdo géstrica, iniciadas doze horas

apés a inoculagfio das células tumorais, mantendo-se esta
periodicidade de administragdo (12/12 horas).

Alteragdo ponderal e peso da carcaca

A alteragio no peso corpéreo foi calculada pela subtragdo
entre a média do peso final (animal morto) € o peso inicial. O
Peso da carcaga dos animais correspondeu ao dltimo peso do
animal subtraindo-se o peso dos tumores.

Exame anatomo-patolégico dos animais

A necrépsia dos animais foi realizada com evisceragio
fotal em monoblocos, os quais foram fixados em formaldeido
2 10%. O material selecionado foi incluido em parafina,
seccionado em micrétomo rotativo com 5 micrometros de
espessura e corado pelo método da hematoxilina-eosina, para
andlise histopatol6gica.

Pesagem e determinaciio do volume dos tumores

Os tumores foram pesados em balanca analitica. O peso
final refere-se a média dos quatro tumores de cada rato,
conforme validado previamente (11). O volume do tumor foi
estimado utilizando-se a férmula: V=L.W.D./6, onde: L é o
comprimento, W é a largura ¢ D é a espessura. As medigdes
foram feitas com paquimetro, com precisdo de duas casas
decimais e aferido pela Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) (4, 12).

Dosagem dos aminoicidos plasmaticos

A andlise dos aminoécidos foi realizada no analisador
Hitachi L-8500, por cromatografia de troca idnica com coluna
de alta resolugdo, seguida da detecgao com ninhidrina na fase
pds-coluna. O coeficiente de variagao doanalisador apresentou-
se inferior a 0.8%.

Dosagem de creatinina, uréia e glicose no soro

Para a determinagdo da creatinina foi utilizado o método
cinético (LABORLAB, Brasil). Para a determinagao de uréia
foi utilizado o método cinético UV (urease-GLDH, CELM,
Brasil). A determinagéo da glicose foi realizada pelo método
enzimatico (LABORLAB, Brasil). Os valores obtidos foram
expressos em mg/dl.

Analise hematologica

Foram colhidos 3ml de sangue venoso com anticoagulante
(EDTA a 10%) por pungio cardiacae realizado o hemograma,
utilizando-se o Contador diferencial de células (Mod. CDL.)

Analise estatistica

A andlise estatistica foi desenvolvida no software SAS
(Statistical Analysis System), versdo 6.12. Os dados foram
analisados utilizando-se os procedimentos de andlise de variancia
(ANOVA) e, posteriormente, os testes de Duncan e Student-
Newman-Keuls. A significincia estatistica aceita foi p<0.05.

RESULTADOS

Efeitodasuplementacao com arginina no desenvolvimento
do tumor sélido de Walker 256 e no tempo de sobrevida
dos animais

A arginina n3o afetou a incidéncia nem o periodo de
laténcia, sendo que os tumores tornaram-se palpaveis entre 3
a 4 dias apds inoculag@o.

A suplementagiio com arginina a 6% tendeu a reduzir o
volume do tumor (3.35+0.56 cm3), quando comparado ao
grupo que recebeu a suplementacdo com arginina a 4%
(3.5140.58 cm3) e ao grupo simplesmente tratado com dieta
padrao (3.85+0.32 cm3), ndo atingindo diferenga estatistica
(p<0.06). O peso do tumor também tendeu a apresentar-se
menor apés a administragao de arginina a 6% (4.85+1.51g),
quando comparado as administragdes de arginina a 4%
(5.01£1.62¢) e com dieta padrao (5.20+1.58g), ndo sendo
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entretantoestadiferengaestatisticamente significativa (p0.06),
(Tabela 1).

Otempo de sobrevidados animais ndo apresentou diferenga
significativa entre os grupos (P<0.06), (Tabela 1).

TABELA 1
Efeito da suplementagéo dietética com arginina em ratos

com tumor sélido de Walker 256

Dietas
Arginina 6% Arginina4%  Dieta padrio
Peso ldo tumor (g) * 4.85+1.51 5.01+1.62 5.20+1.58
Volume do tumor (cm>)* 3.3540.56 3.5110.58 3.8510.52
Tempo sobrevida )t 153.71467.86 148.31462.40 107.73164.10

Andlise de varidncia (ANOV A). Testes aplicados: Duncan, Student-Newman-
Keuls. *P<0.06, NS; TP0.06, NS: **P<0.06, NS. Os valores representam a
média £DP (n=52) em cada grupo.

Efeito dasuplementagio com arginina no desenvolvimento
metastatico do tumor sélido de Walker 256

Nos animais inoculados com tumor sélido, as células
apresentaram-se como uma neoplasia homogénea e monéto-
na, com caracteristicas poligonais ou irregulares, isoladas ou
em pequenos grupos, com limites citoplasméticos imprecisos.
O citoplasma apresentou-se escasso, basofilico; os nicleos
volumosos, de tamanhos variados, com nucléolos proeminentes
e alto indice mitético. O tumor infiltrou os feixes musculares
e a pele por contiguidade.

No grupo que recebeu simplesmente a dieta padrio, foi
observado comprometimento visceral do pulméo e figado, de
intensidade moderada a acentuada, com caracteristicas
histopatolégicas semelhantes, em 100% dos animais
necropsiados. No pulméo foi observada metdstase nodular
volumosa peri-brénquica e infiltragdo nos septos interlobares
de intensidade moderada a acentuada, caracterizando
provavelmente uma dissemina¢io metastdsica de origem
linfatica.. No figado destes animais, foi encontrada
hepatoesplenomegalia com infiltragio de células neoplésicas,
intra, extra-lobular e sinosoidal, de intensidade moderada.

Na andlise histopatoldgica dos animais com tumor de
Walker 256, que receberam suplementagio com arginina a
4%, foi observado comprometimento pulmonar € hepético de
intensidade moderada. No pulmio foi observada met4stase
nodular de intensidade discreta. Os-animais apresentaram
esplenomegalia, com infiltra¢do de células neopldsicas intrae
extra-lobulares, de intensidade discreta, em 100% dos animais
do grupo. No rim foram observadas discretas alteragdes
degenerativasdas células tubulares renais, porém com auséncia
de células tumorais.

O comprometimento pulmonar e hepifico também foi
encontradono grupoquerecebeuasuplementagio comarginina
a 6%. No pulmdo foi observada infiltragdo neoplésica peri-
vascular (iinico nédulo) em 80% dos animais necropsiados, de

intensidade discreta. No figado destes animais, toi encontrada
infiltragdo neopldsica inter e extra-lobulares, em 80% dos
animais necropsiados, de intensidade discreta. No rim, foram
notadaas as discretas alteragdes degenerativas das células
tubulares renais, descritas anteriormente no grupo qucrecebeu
arginina a 4%.

Efeito da suplementacio com arginina no peso corpéreo e
peso da carcaga dos animais com tumor sélido de Walker
256

Todos os ratos machos e jovens inoculados com o tumor
sélido de Walker 256, apresentaram ganho ponderal,
independente da suplementagdo dietética, todavia a
suplementag@o com arginina esleve associada a um menor
ganho ponderal, durante o periodo de estudo quando compa-
rado aos animais do grupo que recebeu somente a dieta padrio
(Tabela 2).

A anilise da alteragdo no peso dos animais possibilitou
verificar que um menor ganho ponderal esteve relacionada a
dosagemdeargininaa 6%, sendo obtida uma pequenaalteragéo
corpédrea (3.55+16.69g), quando comparado aos grupos su-
plementados com a concentragio a 4% (8.64 £16.50g) ¢ com
dieta padrio (15.28£20.50g), sendo esta diferenga
estatisticamente significativa apenas entre os grupos arg 6% x
dieta padrédo (p<0.05), (Tabela 2).

O peso médio da carcaca decresceu nos animais que
receberam a suplementagdo com arginina a 6% (140.55
+20.50g), quando comparado aos animais que receberam a
arginina a 4% (145.49 +£19.40g) ¢ a dieta padrio
(152.87£22.68g), sendo a diferenga estatisticamente signifi-
cativa apenas entre 0s grupos que receberam a arginina 6% ¢

a dieta padrio (p<0.05), (Tabela 2).

TABELA 2
Alteragdo ponderal corpérea nos animais inoculados com
tumor sélido de Walker 256, ap6s suplementagdo dietética
com arginina

Dietas
Peso (g) Arginina 6% Arginina 4% Dieta padrdo
Peso inicial 141.85%1641  141.86£16.24 142.79+22.40
Peso final 1454042050  150.50+19.40 158.07+22.68
Alteragdo no peso™ 3.55+16.69 8.64+16.50 15.28+20.50
Peso da carcaga™ 140.55420.50  145.49+19.40 152.8742268

Andilisede varidncia(ANOV A). Testes aplicados: Duncan, Student-Newman-
Keuls. Yarg 6% x dieta padrio, p<0.05. Demais relagdes NS. Os valores
representam a média £DP (n=52) em cada grupo.

Efeito da suplementagio com arginina nas concentragoes
plasmaiticas dos aminoacidos nos animais com tumor de
Walker 256

Foiobservado um aumentosignificativo nas concentragoes
plasmdticas de arginina, citrulina, ornitina, prolina e histidina
(arg 6% x arg 4% x dieta padrdo, p<0.001), (Tabela 3).
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TABELA 3
Alteragbes na concentragdo plasmdtica dos aminodcidos
(AA) plasmdticos apos a suplementago com arginina, em
ratos com tumor sé6lido de Walker 256

Dieta
AA (nmol/l)  Arginina 6% Arginina 4% Dieta Padrio
Arginina* 157.68+1539  123.70£1191  101.50+13.38
Omitina* 156.00£10.77  107.40+12.79 80.07£14.35
Citrulina* 78.96+17.55 66.69+14.99 53.80+11.46
Lisina 174.18+£10.51  159.83+11.29  143.35+12.64
Histidina* 79.00+16.47 57.98+17.16 41.20+10.08
Prolina* 163.90+14.86  157.00+15.20 114.11*15.71
Valina 181.24+13.28  160.63+18.71  151.73+12.91
Metionina 67.27+21.18 50.86+11.00 48.26+18.51
Isoleucina 72.57+17.77 64.47+26.99 60.60+11.74
Leucina 151.80+12.49 1204242047  132.64%+25.49
Feniletilamina ~ 77.62+26.42 68.58+19.28 65.12+13.87
Treonina 151.71+14.54  148.19426.62 133.69+20.51
Glicina 339.20+17.67  322.97+13.18  318.68+12.48
Alanina 229.57423.34 2174042191  209.70+22.48

Anélise univariada (ANOVA). Testes aplicados: Duncan, Student-
Newman-Keuls. *Arg 6% x dieta padrao (P<0.001); *arg 6% x arg
4% (P<0.001); *arg 4% x dieta padréo (P<0.001). Demais relagdes

NS. Os valores representam a média + DP (n=20) em cada grupo.

Dosagem de uréia, creatinina e glicose nos animais com
tumor de Waiker 256

Nao foram encontradas alteragdes significativas nos niveis
deuréia (P<0.09) ¢ creatinina (P<0.12) e glicose (P<0.16) nos
animais suplementados com arginina, quando comparados ao
grupo que recebeu apenas a dieta padréo (Tabela 4).

TABELA 4
Concentragéo de uréia, creatinina e glicose ap6s a
suplementagdo dietética com arginina em ratos com tumor

s6lido de Walker 256
Dieta
Arginina 6% Arginina 4% Dieta Padréo
Uréia* 119.00+8.9 113.0047.1 110.0019.0
Creatinina* 71.00+21.0 67.00£25.0 64.00£19.0
Glicoset+ 175.00£16.0  170.00+14.0

181.00+11.0

Andlise univariada (ANOVA). Testes aplicados: Duncan, Student-
Newman-Keuls. *P<0.09, NS; *P<0.12, NS; **P<0.16, NS. Os
valores representam a média+DP (n=20) em cada grupo. Unidade de

referéncia: mg/dl.

Alteragbes hematolégicas obtidas apés a suplementacio
comarginina nos animais inoculados com tumor de Walker
256

O grupo de animais que recebeu dieta padrio apresentou
menores indices hematimétricos quando comparados aos gru-
posque receberam arginina (p<0.001). O niimero de Jeucécitos
nao apresentou diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos estudados (P<0.06), (Tabela 5).

TABELA 5
Alteragdes hematoldgicas ap6s a suplementagdo com
arginina em ratos com tumor sélido de Walker 256

Dieta .

Arginina 6% Argininad4%  Dieta Padrdo
Eritrécitos* 3.02+0.21 2.7710.17 2.4740.17
Hemoglobinas*  6.7710.34 6.061£0.18 5.75+0.18
Hematdécrito* 24.25+0.51 23.7540.21 23.2040.64
Leucécitos* 5.6540.58 5.57+0.48 5.50+0.40
Neutréfilos* 6.00+0.83 4.90%0.95 4.00+0.80
Linfécitos* 4.1040.26 2.70+045 2.4040.32

Anilise univariada (ANOVA). Testes aplicados: Duncan, Student-
Newman-Keuls. *Arg 6% x arg 4%, P<0.001; arg 6% x dieta padrdo,
P<0.001 e arg 4% x dieta padrdo, P<0.001. Demais relagdes NS. Os
resultados representam a médiazDP (n=20) em cada grupo.

No hemograma do grupo suplementado com arginina a
6% a citomorfologia dos eritrécitos indicou policromasia
(52.6%%0.30) e eritroblastose (40.0%30.44) em quantidade
que tendeu a ser superior a observada no grupo suplementado
com arginina a 4% (46.0%10.63 e 34.0%10.62) e que recebeu
somente a dieta padrio (39.0%+0.30 e 31.0%+0.52).

DISCUSSAO

Desenvolvimento do tumor sélido de Walker 256 e tempo
de sobrevida dos animais :
O twmor de Walker 256 apresenta efeitos sisi€micos
variados, como anorexia, alteragdes imunoldégicas- e
hidroeletroliticas. Buscando obter maior sincronismo no
desenvolvimento tumoral entre os animais do mesmo grupo,

-foi utilizada a técnica de inoculagdo multifocal, validada

anteriormente (11).

No presente estudo, a arginina ndo afetou o periodo de
laténcia (4 a 5 dias) ou a incidéncia do tumor (100%) nos
grupos estudados, sugerindo que a arginina n3o previniu a
iniciagdo do tumor apés a inoculagio das células tumorais.
Esta observag#o apresentou-se semelhante a relatada previa-
mente (3).

A influéncia da arginina também ndo foi notada no
desenvolvimento inicial do tumor de Walker 256, o qual
apresentou um padrio de desenvolvimento idéntico nos gru-
pos. O crescimento tumoral seguiu um padrido de evolugio
tipico, com um periodo inicial livre de efeitos sistémicos
detectdveis (periodo subclinico), seguido por um periodo
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sintomatico (perfodo clinico), caracterizado por uma fase de
sintomas moderados ¢ uma fase grave, com diminuigdo da
ingesta de ragdo, pouca reagdo ao estimulo externo € ao
manuseio, depressdo, seguida-da morte do animal.

A suplementagdo com arginina a 6%, possivelmente,
prolongou a duragdo das fases finais de desenvolvimento
tumoral, sendo constatado aumento no tempo de sobrevivéncia
médio neste grupo quando comparado aos demais grupos,
porém sem significado estatistico (P<0.06). O aumento da
sobrevida dos animais com céncer, ap6s a suplementagdo com
arginina, foi relatado anteriormente (7,13).

No presente estudo, houve uma tendéncia a diminui¢do no
peso ¢ volume do tumor ap6s utilizagao da arginina, porém as
diferengas ndo se apresentaram estatisticamente significati-
vas, quando foram comparados os grupos suplementados com
arginina (6% ¢ 4%) e que recebeu simplesmente a dieta
padrio.

Embora as agdes farmacolégicas deste aminodcido ndo
tenham sido ainda totalmente elucidadas, os efeitos observa-
dos podem serexplicados por vérias hipSteses, entre elas, pelo
conceito, que o crescimento tumoral € um processo dindmico
envolvendo uma competi¢o entre células imunocompetentes
e células neopldsicas, nas quais o crescimento € a soma da
destruigdo e proliferagio celular. Neste modelo, € sugerido
que a progressdo do tumor depende da capacidade do sistema
imune em reconhecer e destruir as células neoplésicas, sendo
que esta capacidade pode estar relacionada ao grau de
imunogenicidade do tumor (9, 14).

Tem sido sugerido também que se o tumor for fracamente
imunogénico, a suplementagdo com L-arginina pode estimu-
lar o crescimento tumoral devido a faltade reconhecimento do
sistema imune, relatado em certos tumores humanos. Por
outro lado, descreveu-se também que se o tumor for fortemente
imunogénico, como tumores transplantiveis em animais, apGs

-a suplementagdo com arginina, as defesas do organismo
podem predominar, resultando em inibi¢ao do crescimento
tumoral (9).:

Complementando o mecanismode agaosugerido, aarginina
€ precursorado éxido nitrico (ON), cujasagOes farmacoldgicas
tém sido relacionadas & inibi¢do do crescimento de células
tumorais in vitro (5,14,15), citotoxidade dos macréfagos
ativados e inibi¢do da agregagio dos neutréfilos (5), além de
participar em virios fendmenos fisiolégicos incluindo a
regulagdo da pressao arterial, neuro-transmissao e imunidade
celular (16).

Muitos mecanismos tentam explicar a agdo do ON na
inibigdodo crescimento tumoral in vitro. Entre estes, que 0 ON

N

interage com proteinas que contém ferro necessdrias a_

respiragdo e replicagéo celulares, incluindo a enzima do ciclo
do 4cido cfitrico: aconitase € a enzima da sintese do DNA:
ribonucleotideo redutase, exercendo efeito inibitério sobre o
crescimento tumoral. Além disso, o ON exégeno produzido
por macréfagos, como também o end6geno produzido por
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células tumnorais, tem capacidade de induzir a apoptose oy
morte celular programada em tumores (5).

Histopatologia do tumor e desenvolvimento de metastases
no tumor solido de Walker 256

A origem e determinag@o histopatolégica deste tumor nip
é consensual na literatura sendo defendida as caracteristicas
carcinomatosa, adenomatosa, linféide ¢ até hematopoética
por diferentes autores (17). No presente estudo, foi constatado
em todos os grupos estudados, que o tumor pode ter s¢
originado como um tumor misto, sugerindo ser semelhante a
um stem-cell multipotencial capaz de dar origem a diversos
tipos de tumores malignos. Ao exame microscdpico, os padroes
de um carcinoma ou sarcoma mostram-se como entidades
individuais e independentes.

Na presente investigagio, foi observado que nos animais
que receberam a suplementagdo com arginina a 6%
apresentaram comprometimento discreto das visceras
necropsiadas, quando comparado aos grupos que receberam a
suplementagio a 4% ou a dieta padrdo (controles), sugerindo
desta forma, que a utilizagdo dietética da arginina apresentou-
se benéfica na prevencdo de metéstases, no tumor sélido de
Walker 256, corroborando com dados obtidos anteriormente,
(10,18), embora o relato de literatura nio seja consensual
(5,13).

Na presente investigagao, foram observadas alteragdcs
degenerativas das células tubulares renais, com auséncia de
c€lulas tumorais, em todos os animais que receberam
suplementagdo com arginina. Este fato poderia estar relacio-
nado, eventualmente, a toxicidade da arginina em grau ndo
estabelecido até o presente.

Alteracoes ponderais nos animais com tumor solido de
Walker 256

Aliteratura ndo se apresenta concensual quanto aos efeitos
benéficos da arginina na variagio ponderal dos animais. O
efeito catabélico da arginina no portador de céncer tem sido
defendido por alguns autores (19, 20) e refutado por outros
(12,21).

Foi observado na presente investigagdo, que todos os
animais com tumor s6lido de Walker 256 apresentaram ganho
ponderal, independentemente da suplementagao dietética. Este
fato ocorreu possivelmente devido aos animais serem jovens,
em fase de crescimento. Foi notado também que a
suplementagio dietética com arginina na concentragdo de 6%
proporcionou um menor ganho ponderal, quando comparada
aos demais grupos.

A explicagdo dos efeitos observados ainda nio foi elucida-
da, ¢ desta forma especulamos que a arginina esteve associada
a0 menor desenvolvimento tumoral nos grupos com tumor
s6lidorefletindo menor alteragdo ponderal, ou ainda, a arginina
em altas concentragdes, pode ocasionar toxicidade e inibigdo
do crescimento celular dos animais jovens, proporcionando
diminuigio do ganho ponderal.
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Em animais jovens, incluindo roedores, a arginina junta-
mente a outros nove aminodcidos (leucina, isoleucina, lisina,
cistina, treonina, triptofano, tirosina e valina) sdo considera-
dos essenciais (22). Em muitos casos, € sugerido a
suplementagdo dietética destes aminodcidos para que 0 ani-
mal exiba melhor desempenho no crescimento, embora nio
renha sido estabelecido a concentragdo ideal (22,23). Foi
sugerido apenas que a administragao de altas concentragdes de

aminodcidos proporcionou efeitos t6xicos em roedores (24).

Metabolismo dos aminodcidos nos animais com tumor
solido de Walker 256

Os aminodcidos circulantes servem como substrato paraa
sintese de protefnas, gluconeogénese, ureagénese e catabolismo
oxidativo, os quais constituem processos metabdlicos que
podem estar significantemente alterados no cancer (25-27).
Mudangas no metabolismo dos amino4cidos tém sido descri-
tas nos tumores (28,29), como também no hospedeiro (25,30).

Apesar dos trabalhos revistos utilizarem amostragens
pequenas e falta de detalhes metodolégicos, os estudos reali-
zadosutilizando comomodelo experimental o tumor de Walker
256, indicaram diminuigdo na concentragdo plasmadtica dos
aminodcidos, especialmente aminodcidos essenciais (13,31).
Este decréscimo na concentragdo plasmadtica observado nos
animais com tumor de Walker 256, sem a suplementacio
dietética, deve-se, possivelmente, autilizagdo dos aminoécidos
pelos tumores malignos, uma vez que os tumores precisam de
aminodcidos como fonte de nitrogénio para a sintese protéica
e fonte de energia para o metabolismo através da
gluconeogénese (13,25,30,32).

Foi observado na presente investigagdo que a
suplementagZo dietética com arginina a 6% resultou em uma
tendéncia de aumento na concentragio plasmética de todos os
aminodcidos, nos animais com tumor sélido de Walker 256.
Porém, foram obtidas alteragdes significativas nos quantitativos
da arginina, histidina, prolina ornitina e citrulina (P<0.001).

Entre os amino4cidos que sofreram alterago, a arginina,
histidina e prolina s#o classificados como glicogénicos, ou
seja, s80 aminodcidos cujo catabolismo origina piruvato ou
umdos intermedidrios do ciclo de Krebs. Estes intermediarios
sdosubstratos importantes paraa gliconeogénese e responséveis
por estimular a formagéo de glicogénio no figado e misculo
dos animais (23).

Os aumentos na concentragio dos aminodcidos citrulina,
omitina e arginina devem-se, provavelmente, as relagdes
metabélicas que estes aminoécidos possuem entre si no orga-
nismo dos animais. A arginina além de ser derivada da dieta,
¢ também formada através da citrulina como resultado de
vérias reagdes inter-6rgdos (20). A citrulina sintetizada no
figado dos animais é parcialmente convertida em ornitina, a
qual ¢ transformada em arginina e uréia, através da enzima
ornitina carbamoiltransferase. A citrulinaexcedente é absorvida
pelo rim. O rim converte a citrulina em arginina. Parte da
arginina é utilizada na sintese de proteina e parte € distribuida

aoutros tecidos do organismo. Na literatura, o aumento destes
aminodcidos tem sido relacionado ao aumento na atividade
das enzimas ornitina carbamoiltransferase e argininasintetase
no rim de ratos submetidos a altas dietas protéicas (22).

Anilise hematolégica nos animais com tumor sélido de
Walker 256

A anemia é uma complica¢do comumente observada em
pacientes oncolégicos (33-35). Os mecanismos responsaveis
pela anemia no portador de cncer sdo normalmente extrinsicos
aotumor e devidos a varios mecanismos. No paciente caquético
com cancer é observada uma ineficiéncia na utilizagdo dos
nutrientes pelo organismo, além de alteragdes na ingestao,
digestdo ¢ absorgao dos alimentos, podendo também contri-
buir no estado anémico dos animais (34).

No presente estudo, foi notado que todos os animais com
tumor sélido de Walker 256, em estdgio avangado,
apresentaram ao exame palidez acentuada das mucosas e
orelhas, pelos opacos e sem brilho, movimentos lentos ao
toque ou aproximagdo, diminui¢do na ingestdo da ragio e
eliminagio das fezes.

O nidimero de eritrécitos, a quantidade de hemoglobina,.o
hematdcrito e os niimeros absolutos de leucécitos, neutréfilos
e linfécitos, aumentaram com a suplementagéo com arginina
a 6% quando comparado ao grupo que recebeu apenas a dieta
padrdo, sendo este aumento dose-dependente (p<0.001).

A citologia demonstrou no grupo suplementado com
arginina a 6% que cerca de 39.0% dos ratos apresentaram
policromasia e aproximadamente 31.0% dos animais
apresentaram eritroblastose, indicando possivelmente efeito
da arginina na regeneracdo das células do sistema
hematopoético. A leucocitose, com a presenga de células mais
jovens da linhagem neutrofilica (inielécitos, metamieldceitos e
neutréfilos bastonetes) foi observada em todos os grupos.

Os resultados indicam que a arginina ocasionou alteragdes
hematoldgicas nos animais, sendo que o efeito apresentou-se
dose-dependente quando comparado aos grupos de estudo
(p<0.001).

Os achados sugerem que a suplementagio dietética com
arginina a 6%, pode apresentar algum efeito benéfico no
cancer que ultrapassa o aspecto nutricional.
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RESUMO. Cento e noventa e oito dietas de gestantes atendidas em
hospital da rede piblica do Rio de Janeiro, Brasil, foram analisadas,
usando S tabelas de composicdo de alimentos € o Inquérito
Recordatério de 24 horas. A flutuaggo no teor de vitamina A foi 793
a1494ugRE com diferengas significativas ao nivel de 5% de acordo
com o teste de Fisher. A Tabela do INCAP foi considerada mais
adequada para esta anélise, por levar em consideragdo a atividade
biolégica das diversas pré-vitaminas A (carotendides). Entretanto,
esta Tabela ndo inclui um grande nimero de alimentos consumidos
emBrasil, e também nao contempla preparagdes culindrias e alimen-
tos industrializados que aparecem com freqii€ncia nos inquéritos.
Isto faz necessario dar mais atengfio aos instrumentos de avaliagdo do
consumo de vitamina A, para aumentar a precisdo da determinag@o
de risco nutricional em populagdes.

Palavras-chaves: Inquérito dietético, recordatério 24 horas, retinol,
carotendides.

INTRODUCAO

A Hipovitaminose A é uma caréncia nutricional de grande
importancia em nivel de Saide Publica, e juntamente com as
deficiéncias de ferro e iodo, formam a chamada “fome oculta”,
com cifras preocupantes na América Latina e Caribe (1,2).
Calcula-se, que atinge 254 milhdes de criangas em todo o
mundo (3), além de gestantes e puérperas, grupos
reconhecidamente de risco para essa caréncia (4) .

O Brasil estd incluido entre os paises onde a hipovitaminose
A ¢ considerada como grave, segundo indicadores subclinico,
conforme dados da WHO (4), a partir de estudos pontuais com
gestantes, puérperas, recém-nascidos, pré-escolares e escolares
has regides nordeste e sudeste do pais (5-12). O Ministério da
Saiide (13) declara que 23% das mortes por diarréiaem criangas,
estdo associadas com a Hipovitaminose A € que essa caréncia
Nutricional € a principal causa de cegueira evitdvel no mundo.

O principal fator determinante da Hipovitaminose A,
apontado em trabalhos epidemiolGgicos, é aingestdo dietética
deficiente, ¢ 0 aumento do consumo “per capita” de alimentos
fonte de vitamina A tem sido apontado como umadas principais
Estratégias para o combate dessa caréncia (3,14-17) .

A ingestdo dietética inadequada é o primeiro estagio da
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SUMMARY. The importance of food composition tables in the
evaluation of risk of vitamin A deficiency. One hundred and
ninety-eight 24h-recall questionnaires from pregnant attendees of the
public health services in Rio de Janeiro, Brazil, were analyzed, using
5 different Food Composition Tables. The differences in calculated
intakes were as high as 88% (793 to 1494ugRE). The differences
were significant at the 5% level using Fishers test. The INCAP table
was considered more adequate because it gives more attention to the
different conversion factors for carotenoids. However, the INCAP
Table does not include several foods frequently consumed in Brazil,
neitherdoesitshow values for culinary preparations and industrialized
foods. This study shows that there is a need to improve the tools to -
evaluate vitamin A intake if we wish to assess nutritional risk in
populations.
Key words: Dietary survey, 24-hour dietary recall, retinol, carotenoids.

deficiéncia nutricional e pode ser detectada através de
inquérito dietético. Com isso, a informagdo dietética tem sido
consideradaum indicador precoce, pré-patolégicoda caréncia
de vitamina A. O inquérito dietético tem sua relevéancia
comprovada na avaliag@o do estado nutricional de individuos,
t_er_r{ sido amplamente utilizado em trabalhos epidemiolégicos,
e é Jrecomendado como capaz de fornecer informagdes impor-
tantes sobre o padrdo alimentar da populacado, servindo de
base para programas de intervencéo (7,14,18) .

A preocupagdo comaconstrugio detabelas, indispenséveis
na avaliag&o dos dados obtidos com inquéritos dietéticos, que
mais se aproximem do real teor de nutrientes ingeridos, tem
sido relatada por pesquisadores, inclusive no que diz respeito
a vitamina A (19-23). A questdo da biodisponibilidade desta
vitamina, principalmente das formas pré-vitaminicas
(carotenéides), também tem sido levantada, pois, representam
a principal forma de consumo de vitamina A para grande
parceladapopulacdo, sobretudo em paises emdesenvolvimento
(3). Em trabalhos recentes, autores tecem consideragdes a
respeito da biodisponibilidade de vitamina A em alimentos
ricos em carotendides, sugerindo cautela narecomendagio de
fontes vegetais para atender as recomendagdes nutricionais,
principalmente em termos de estratégia de intervengdo (3,17)
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O objetivo do presente trabalho foi verificar, a partir de
dados coletados com inquérito dietético aplicado em gestantes,
a flutuagdo do contelddo médio de vitamina A das dietas, cuja
andlise foi realizada com base-em 5 diferentes tabelas de
composicdo quimica de alimentos, normalmente empregadas
pelos profissionais da drea de nutri¢do em planejamento e
andlise de dietas.

METODOLOGIA

Foram entrevistadas ¢ colhidas informagdes de consumo
alimentar através do Recordatério 24 horas (REC) de 198
gestantes assistidas no Servigo de Assisténcia Pré-natal do
Hospital Municipal Miguel Couto, Rio de Janeiro, Brasil.

A coleta de dados foi realizada apds acordo institucional
entre o Instituto de Nutrigio Josué de Castro da Universidade
Federal do Rio de Janeiro e a Divisdo de Recursos Humanos
da Secretaria Municipal de Satide da Prefeitura da Cidade do
Rio-de Janeiro e apés a aprovagdo da Comissio de Etica do
referido hospital.

Os entrevistadores envolvidos na pesquisa, passaram por
treinamento e reciclagem periddica para a obtencéo de dados
vélidos, precisos e seguros. Durante a coleta de dados foram
utilizadas técnicas de entrevista previamente estabelecidas.

A captacdo da amostra ocorreu em regime de 3 plantes
semanais de 6 horas, no perfodo de abril a novembro de 1993,
nareferida Unidade de Satide mencionada. Todas as gestantes
presentes a sala de espera para a consulta médica foram
convidadas a participar do estudo, € aquelas que apds
esclarecimento sobre os objetivos do trabalho concordaram
em participar, responderam ao inquérito.

O método REC foi aplicado no presente estudo, com o
objetivo apenas de verificar a flutuagfio dos valores de vitami-
na A presentes nas dietas. Para avaliagdo do consumo da
vitamina A em relagio as recomendagdes de ingestdo e detec-
tar o risco dessa caréncia nutricional numa dada populagéo, o
método Freqiiénciade Consumo Semi-quantitativo vem sendo
o mais utilizado e recomendado (7,14,24,25) .

Na avaliacdo dietética através do REC, o entrevistador
registrou o consumo de alimentos das tltimas 24 horas ante-
riores a entrevista, incluindo preparacdes culindrias, liquidos
ingeridos e suplementos nutricionais. Para a quantificacido das
por¢des de alimentos utilizados pelas gestantes, utilizou-se
figuras representativas de tamanho de por¢des de alimentos
(carnes, vegetais e frutas). Quantificou-se todos os alimentos
citados, mesmo os que ndo representavam boas fontes de
vitamina A, com o objetivo de nio influenciar a entrevistada.
O material ilustrativo foi elaborado baseando-se em trabalho
de Martins (26) e, para os alimentos ndo dis'pom’veis em
figuras foram consideradas medidas caseiras usualmente
empregadas (colher de sopa, concha, copo americano, xicara,
prato fundo, entre outros).

De posse das por¢des e medidas de alimentos utilizadas -

pelas gestantes, foi realizada a conversio em peso/volume,

utilizando-se os trabalhos de Martins (26), Pinheiro e colabo-

radores (27) e Soares e colaboradores (28). Os teores de

vitamina A foram expressos em ug de retinol equivalente

(RE). Por convengao, 1 HgRE equivale a 1 ugRE de vitamina

A pré-formada (retinol) ou a 3,33 Ul de vitamina A .

As tabelas de composigéo dos alimentos utilizadas para a
obten¢do do teor de vitamina A das dietas, foram assim
denominadas no presente trabalho:

- Tabela A - Tabela do Instituto de Nutricién de Centro
América y Panama (INCAP) - Leung & Flores (29)

- Tabela B - Tabela da Fundagdo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - FIBGE (30)

- Tabela C - Tabela do Grupo de Pesquisa em Nutrigio
Materno-Infantil da Universidade Federal doRiode Janeiro
Pinheiro et al. 27)

- Tabela D - Tabela de Franco (31)

- Tabela E - Tabela Handbook n° 8 do Departamento de
Agricultura dos EUA - USDA in Centro de Informatica
em Saiide da Escola Paulista de Medicina (32)

Com o objetivo de avaliar a adequacdo dietética de
vitamina A das gestantes, comparou-se o valor de consumo de
cada gestante com o nivel de ingestdo segura sugerido pela
FAO (33) para tal nutriente que, para o grupo estudado, € de
600 gRE/dia. Valores de consumo inferiores ao nivel indica-
do, foram considerados como ingestio inadequada.

O teste F (andlise de varidncia) foi utilizado para avaliar a
existénciade diferencas significativas, entre as médias obtidas
com a andlise das dietas a partir das 5 tabelas de composigao
quimica dos alimentos ¢ o teste de Tukey foi empregado,
quando o F foi significativo, visando determinar quais as
médias foram diferentes entre si (34).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, constatou-se grande flutuagdo dos
valores médios de vitamina A obtidos com a avaliagdo de 198
dietas a partir de 5 diferentes tabelas de composi¢ao quimica
dos alimentos, com diferenga significativa do ponto de vista
estatistico (Tabela 1). Analisando-se as medidas de tendéncia

" central obtidas, pode-se constatar que a média foi mais desvia-

da para valores altos, fortemente influenciada pelos valores
extremos e a mediana foi mais representativa como medida de
tendéncia central. Com a andlise do desvio padrio, verificou-
se que houve grande variagdo intra-pessoal dos valores de
ingestdo de vitamina A, observada com a aplicagdo das 5
tabelas na estimativa de cada dieta.

Analisando-se ainda a Tabela 1, verifica-se que 0 maior
valor médio (1494,06ugRE) e os menores valores médios
(793,02ugRE e 908,97ugRE), foram obtidos com a avaliagio
de consumo a partir das Tabelas C, D ¢ E, respectivamente,
tendo o teste de Tukey demonstrado existirem diferengas
significantes dos valores obtidos entre as tabelas C e D e entre
CeE.

Essa variag@o dos valores obtidos com a avaliagdo feita
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com diferentes tabelas, também € descrita por Taylor e cola-
poradores (35), que encontraram diferengas significantes en-
ire os valores da vitamina A obtidos com a aplicagdo de
diferentes tabelas de composigdo quimica dos alimentos. )
Hi de se destacar que a variabilidade dos valores de
ingestdo de vitamina A resultou em cifras médias de ingestdo
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acima da recomendagio dietética nos resultados obtidos em
todas as tabelas estudadas (Tabela 1). No entanto,
independentemente da tabela empregada, a freqiiéncia de
inadequagdo dietética chega a 2/3 da amostra, segundo a
tabela A e amenor freqliéncia deste evento, conforme a tabela
C, representanivel ainda bastante considerdvel de inadequagao
dietética, na ordem de 56,1% (Tabela 2).

TABELA 1 -
Medidas de tendéncia central de ingestdo de vitamina A de 198 gestantes, segundo 5 tabelas de composigdo
de alimentos. Hospital Municipal Miguel Couto, RJ.

Ingestdo de

Tabelas de composi¢o quimica de alimentos

vitamina A
total(UgRE)
A B C D E Teste F
Média 1008,89 1204,90 1494,06 793,02 908,97
Desvio padrio 2456,11 2629,63 3538,77 1157,12 1497,56 2,5872 %
Mediana 262,10 464,45 476,95 447,55 462,95
Moda 5,70 - - 77,40 0
Valor Minimo 0 0 0 3,00 0
Valor Méximo 22620,10 22981,90 31110,10 9347,80 15102,00

*0,01<p<0,05 gl =4; 985

TABELA 2
Ingestdo dietética de vitamina A de 198 gestantes, segundo 5 tabelas de composi¢do de alimentos. Hospital
Municipal Miguel Couto, RY

Ingestdo de Vitamina A Tabelas de composi¢do quimica de alimentos
A B C D E
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Inadequada ]
(<600pugRE/Mdia) 141 (71,2) 124 (62,6) 111 (56,1) 124  (62,6) 115 (58,1)
Adequada
(2600ugRE/dia) 57 (28,8) 74 (374 87 43,9) 74 (374 83 41,9)-

Investigando-se arazdo para as discrepancias encontradas,
foram constatados alguns achados importantes. Observou-se
qQue entre as tabelas analisadas, algumas omitem os critérios
adotados para a obtencdo do valor da vitamina A expresso em
MERE e, também as formas de vitamina A consideradas em
cada alimento (retinol, B-caroteno e outros carotendides). Na
publicagio que apresenta o teor da vitamina A expresso em
unidades internacionais (UI) e em retinol equivalente (ugRE),
constatou-se que o fator utilizado para a obtengio do teor de
vitamina A a partir dos alimentos de origem animal foi 3,33
¢ para os de origem vegetal o fator utilizado para a obtengado
do teor de vitamina A foi 10. Porém, sabe-se que nos
alimentos de origem vegetal podem ocorrer diferentes formas
decarotenGides com atividade vitaminica A diferente (Quadro
1)(36), como exemplo: a abébora que € uma importante fonte
devitamina A, contém B-caroteno e a-caroteno (ativos) e mais,

luteina e zeaxantina (inativos) e o brécolis contém B-caroteno
(ativo) e mais, luteina e zeaxantina (inativos) (37,38). Com
isso, quando nfo sido considerados os tipos e proporgdes dos
carotenéides presentes em cada alimento, o teor de vitamina
A dos alimentos pode ser superestimado, pois todos os
carotendides dos alimentos de origem vegetal passam a ser
considerados, como tendo atividade equivalente a do B-
caroteno ¢ sabe-se que os outros carotendides apresentam
atividade biolégica, em relagio ao B-caroteno, na ordem 0 a
75% (Quadro 2) (39). Assim, para os alimentos nos quais 0s
carotendides sdo a forma de vitamina A predominante, 0s
valores de ingestdo de vitamina A podem ser superestimados,
particularmente, se forem considerados os carotendides sem
atividade vitaminica A, como por exemplo: licopeno, luteina,

zeaxantina (Quadro 2) (39).
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QUADRO 1
Formas e ProporgGes de vitamina A presentes nos alimen-
tos de origem animal e vegetal

Alimentos Retinol B-caroteno Outros
% % Carotendides %
Origem animal
Carnes e visceras 90 10
Aves 70 30
Pescados e mariscos 90 10
Ovos 70 30
Leite e produtos
l4cteos 70 30
Gordura animal 90 10
Origem vegetal
Cereais:
Milho amarelo 40 60
Outros 50 50
Leguminosas e outras sementes :
Hortaligas:
Verdes 75 25
Amarelo intenso (cenoura,
abébora) 85 15
Batata - tipo plido 50 50
Outras 50 50
Frutas
Amarelo intenso (caqui) 85 15
Qutras 75 25
Azeites vegetais
Palma - 65 35
Qutros 50 50
Fonte: Flores et al. (36)
QUADRO 2
Atividade relativa da pré-vitamina A de diversos
carotenGides
- Carotendides Atividade %
B-caroteno 100
Qo-caroteno 50-54
Y-caroteno 42-50
3,4-deshidro-B-caroteno 75
B-caroteno-5,6-ep6xido 21
o-caroteno-5,6-epéxido 25
3-oxo0-B-caroteno 52
3-hidroxi-B-caroteno (criptoxantina) " 50-60
4-hidroxi-B-caroteno 48
8-2'-apo-carotenal Ativo
8-8'-apo-carotenal - 72
Licopeno Inativo
Luteina Inativa
3,3-dihidroxi-B-caroteno (zeaxantina) Inativo

Fonte: Simpson & Tsou (39)

Além disso, a forma de preparagdo dos alimentos de
origem vegetal também pode interferir na sua

biodisponibilidade, e deve ser considerada na construgio de
tabelas de composigdo quimica dos alimentos, pois, sabe-se
que a matriz na qual o carotendide estd inserido no alimento,
interfere na sua disponibilidade. Nas folhas verdes, o
carotenéides se apresentam nos cloroplastos como complexos
de pigmento-proteina ¢ para sua liberagdo, requerem g
desintegracdo do carotenéide. Em outras hortaligas e frutas, og
carotendides, as vezes, se encontram em goticulas de gordura,
das quais podem liberar-se facilmente. A cocgdo dos alimen-
tos contribui para a liberag@o dos carotendides porém, se for
prolongada, pode causar a destruigdo oxidativa do mesmo (3),

Em populagdes de baixa renda, o consumo da vitamina A
€, via de regra, predominantemente de fontes de origem
vegetal, podendo representar 80% ou mais do total da vitami-
na A ingerida, o que requer cuidado na andlise e interpretagdo
dos dados dietéticos (3,14,40) . Vale ressaltar que a utilizagdo
dos carotenéides pelo organismo sofre influéncia de outros
componentes dietéticos, tais como gorduras, proteinas, zinco
e vitamina E, além de terem sua biodisponibilidade reduzida
se a ingestdo de fibra, clorofila e carotendides sem atividade
vitaminica A for alta. Do ponto de vista de Satide Piblica, hd
de se destacar, que os parasitas intestinais particularmente
Ascaris lumbricéides e Giardia lamblia interferem naabsor¢ao
da vitamina A, comprometendo o estado nutricional dos
individuos (3).

A tabela que considera a atividade biol6gica ¢ a eficiéncia
de conversdo do retinol,, ?-caroteno e outros carotendides,
conforme a recomendag@o d:l WHO (40) € atabela do INCAP
(29) que, apesar de ter como limitagbes a apresentagio de
alimentos na formacrua, ndo contemplar preparages culindrias
regionais e alimentos industrializados, além de n3o considerar
a interagio entre os nutrientes (fato comum as demais tabelas
disponiveis) ainda assim, € a que melhor apresenta o contetido
total da vitamina A (29). Adicionalmente, fornece a proporgao
das formas da vitamina A presentes nos alimentos € informa
os fatores adotados para estimativa do teor de vitamina A:
retinol, eficiéncia= 1 (100% utilizdvel); B8-caroteno, eficiéncia
= 1/6 (16,7% utilizdvel); outros carotenéides, eficiéncia= 1/
12 (8,3% utilizdvel). Tal apresentacdo facilita a consulta do
usudrio, sendo a tabela mais internacionalmente utilizada para
estimativa de consumo de vitamina A, em trabalhos
epidemiolégicos, além de apresentar a analise de alimentos
disponiveis e usualmente consumidos na América Latina
(6,41,42) .

Na Tabela 3 pode-se constatar uma grande variagdo no
contetido de vitamina A presente nos alimentos mais citados
pelaamostraestudada, merecendo destaque cenoura, espinafre.
figado, queijo minas e requeijdo. Essas diferengas,
possivelmente, sejam devidas ao procedimento empregado na
avaliagdo do teor de vitamina A das diferentes formas da
vitamina pré-formada ou pré-vitamina contida nos alimentos,
os métodos analiticos empregados na anélise do teor vitami-
nicodos alimentos, as variagdes regionais ¢ a formade preparo
das amostras alimentares para andlise (cruas ou cozidas,
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tempo de cocgdo). Variagoes ainda maiores foram descritas
r Lajolo & Vannuchi (21). Vale destacar que devido as
pmpriedades fisicas da vitamina A, o método analitico re-
comendado atualmente é a Cromatografia Liquida de Alta
Resolugdo (HPLC), e que para evitar a oxidagdo e a
polimerizagao das amostras, estas devem ser analisadas
imediatamente, ou congeladas protegidas da luz (3).

TABELA 3
Valores minimos e maximos de vitamina A nos alimentos
mais citados por 198 gestantes, segundo 5 tabelas de
composi¢do de alimentos. Hospital Municipal Miguel

Couto, R
Alimentos Valor minimo Valor Médximo
(MgRE) (MgRE)
Ab6bora 100,0 525,0
Alface 86,6 190,0
Cenoura 900,0 2455,0
Espinafre 360,0 1170,0
Figado de Boi 3004,0 11116,3
Manga 209,9 389,0
Manteiga 652,0 754,0
Meldo 116,0 322,0
Queijo Minas 56,0 270,0
Queijo Prato 192,0 270,0
Requeijao 56,0 437,0
Tomate 60,0 113,0

Apesar de reconhecidas as limitagdes dos inquéritos dieté-
ticos para avaliagdo do estado nutricional de vitamina A, dada
sua baixa correlagio com os indicadores clinicos e bioquimicos
paraavaliagdo do estado nutricional deste nutriente (43,44), o
seu baixo custo, facilidade de execugio e sobretudo, sua boa
aceitagdo por parte da populag3o, tornam a informagdo ali-
mentar de valor essencial na avaliagdo do risco nutricional e
1o planejamento de medidas de intervengao.

A busca ou aprimoramento de métodos de inquérito dieté-
tico capazes de classificar populagdes e individuos, segundo
categorias de risco de deficiéncia, para um ou mais nutrientes
Certamente, vem contribuindo para melhorar a correlagéo
entre o indicador dietético e os demais indicadores do estado
nutricional de vitamina A, merecendo destaque o método
Freqiiéncia de Consumo Semi-quantitativo, o mais recomen-
dado em estudos com este nutriente (7,14,25) .

Odiagnostico dietético apesar das limitagdes inerentes aos
métodos e instrumentos disponiveis, tem posigao de destaque
como indicador de risco nutricional e quando em conjunto
com outros indicadores de maior sensibilidade pode contri-
buir para o diagnéstico e combate de caréncias nutricionais
especificas. )

Através dos dados obtidos pode-se concluir que naavaliagdo

do consumo dietético com base em tabelas de composi¢do

quimicadosalimentos, devem ser consideradas suas limitagdes
no que diz respeito & vitamina A, ja que representam instru-
mento de fundamental importdncia nos estudos
epidemiolégicos para a avaliagio de ingestdo desse nutriente.
A identificagdo e controle dos possiveis viéses do inquérito
dietético poderdo melhorar sua fidedignidade como indicador
precoce e pré-patolégico do estado nutricional de vitamina A,
caréncia nutricional considerada problema de Saide Piblica
de grande magnitude.

Face ao exposto é indispensavel a revisdo das tabelas de
composi¢do quimicados alimentos e o emprego dametodologia
de andlise de nutrientes que considerem variagdes de solo,
clima, esta¢des do ano, altera¢des sofridas pelos alimentos na
cocgdo, bem como os efeitos dainteragdo com outros nutrientes
além de contemplar alimentos regionais, com o objetivo de
evitar a superestimagdo ou a subestimagdo dos teores de
vitamina A dos alimentos de origem vegetal.
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RESUMEN. Nueva propiedad de la vitamina A y 8-caroteno sobre
laabsorcionde hierroen humaneos: efectodelosfitatos y polifenoles
como inhibidores de la absorcion de hierro. Ciento setenta y cuatro
sujetos fueron estudiados con el fin de conocer la interaccién de la
vitamina A y el 8-caroteno con los inhibidores de 1a absorciénde hierro,
utilizando un desayuno basal conteniendo un pan preparado a partir de
100 g de harina precocida de maiz o de harina blanca de trigo obtenidas
comercialmente y fortificadas con fumarato ferroso y vitaminas, mas
50 g de queso y 10 g de margarina. Este pan fue marcado con SFeo
Fe. Se apreci6 que el porcentaje de absorcién de hierro del desayuno
preparado con harina de mafz administrado solo o con diferentes
concentraciones de café fue practicamente el mismo, mientras que la
absorcién de hierro del desayuno basal preparado con harina de trigo
disminuyé de 6% cuando el desayuno es administrado solo, a menos de
2% cuando fue administrado con diferentes concentraciones de café. El
linico ingrediente presente en la harina de maiz y no en la de trigo, fue
lavitamina A. Esta diferencia estimul6 a los autores para practicar otros
experimentos utilizando harina precocida de maiz o harina blanca de
trigo fortificadas solamente con fumarato ferroso. Estos estudios de-
mostraron que la vitamina A inhibe el efecto de los polifenoles y
parcialmente el de los fitatos sobre la absorcién de hierro. Estudios
espectrofotométricos y de HPLC demostraron que ocurreninteracciones
entrela vitamina A y el hierro. Otros experimentos, que incluyeron 100
voluntarios, fueron practicados para evaluar el efecto de 1a vitamina A
¥ el B-caroteno sobre la absorcién del hierro del maiz, trigo y arroz. La
Presencia de vitamina A aument6 la absorcién de hierro hasta 3 veces
¢narroz, 2.4 veces entrigo y 1.8 veces en maiz. El B-caroteno aument6
!a absorcin hasta 3 veces para los tres cereales estudiados. Esta
fnformacién sugiere que la vitamina A y el B-caroteno forman comple-
Jos con el hierro manteniéndolo Soluble en el lumen intestinal y
evitando el efecto inhibitorio de fitatos y polifenoles sobre la absorcién
de hierro.
Palabras clave: Hierro, vitamina A, B-caroteno, humanos, fitatos,
polifenoles, ’

INTRODUCTION

Vitamin A is vital nutrient for cellular differentiation,
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SUMMARY. One hundred and seventy four human subjects were
studied to find out the interaction of vitamin A or B-carotene with the -
inhibitors of iron absorption, from a basal breakfast containing bread
from either 100 g of precooked corn flour or 100 g of white wheat
flour, 50 g of cheese and 10 g of margarine. Bread was labeled with
either 99Fe or Y9Fe. This bread was made from commercially flours
fortified with iron as ferrous fumarate and vitamins. It was noticed
that the percentage of iron absorption from the breakfast prepared
with precooked corn flour given alone and with different
concentrations of coffee was practically the same, while the iron
absorption from the breakfast prepared from wheat flour decreased
from 6% when the breakfast was given alone, to less than 2% when
it was given with different concentrations of coffee. The only
ingredient present in precooked corn flour and not in wheat flour was
vitamin A This difference encouraged the authors to perform further
experiments using precooked corn and wheat flours fortified only
with ferrous fumarate. These studies demonstrated that vitamin A
inhibits the effect of the polyphenol and partially inhibits the effect
phytate on iron absorption. HPLC and spectrophotometric studies
demonstrated an interaction between vitamin A and iron. Other
experiments, which included 100 volunteers, were performed to test
the effect of vitamin A and B-carotene on iron absorption from corn,
wheat and rice. The presence of vitamin A increased iron absorption
up to 3 times for rice, 2.4 times for wheat and 1.8 times for corn. 8-
carotene increased absorption almost 3 times for the three cereals
tested, showing that both compounds were capable of preventing the
inhibitory effect of phytates on iron absorption. This information
suggest that vitamin A and B-carotene form a complex with iron
keeping it soluble in the intestinal lumen and preventing the inhibitory
effect of phytates and polyphenols on iron absorption.

Key words: Iron, vitamin A, B-carotene, humans, phytates,
polyphenols.

vision, bone growth, reproduction and integrity of the immune
system (1). Itis also essential for erythropoiesis. Deficiency of
this vitamin results in anemia in humans and animals that is



244 LAYRISSE et al.

reversed only by vitamin A supplementation (2-6).

B-carotene is the most abundant provitamin A in foods.
Approximately 10-50% of the total 8-carotene consumed is
absorbed in the gastrointestinal tract and within the intestinal
wall is partially converted into vitamin A. The efficiency of B-
carotene absorption decreases as intake increases and
conversion to vitamin A is regulated by the vitamin A status
of the individual. B-carotene accumulation is not toxic, so itis
considered as a safe source of vitamin A (7).

After our laboratory studied the iron absorption from diets
consumed by different socioeconomic strata of the Venezuelan
population (8), we continued the studies about the interaction
of various micronutrient on iron absorption, especially since
1993 when was started a national program of fortification of
precooked corn and wheat flours with iron and vitamins
(Table 1).

TABLE 1
Enrichment of food vehicles in Venezuela

Precooked maize ‘White wheat
flour /kg flour/ kg
Vitaamin A, IU 9,500 -
Thiamin, mg 3.1 1.5
Riboflavin, mg 2.5 20
Niacin, mg 51.06 200
Iron* mg 50.0 20.0

Since 1994, 33.3 mg as ferrous fumarate + 16.7 mg as electrolytic iron

In 1994, one year after starting the fortification project in
national scale, a survey was performedon 7,11 and 15 year old
school children of both sexes. All subjects lived in Caracas and
belonged to the low socioeconomic strata of the population.
The comparison between the survey made in 1992, one year
before the inception of the fortification program, and the 1994
survey for the same age, sex and socioeconomic strata of the
population, made one year after the initiation of fortification,
showed that the prevalence of iron deficiency and anemia had
been significantly reduced from 37% to 15% and from 19% to
10%, respectively. This was confirmed by the iron reserves
measured by the serum ferritin concentration of all subjects
tested, which increased from the median of 15 g/L in 1992 to
the median of 21 g/L in 1994 (9). |

Such results were impressive and provocative since iron
fortification usually takes a considerable longer time to produ-
ce favorable results. These results motivated the authors to
start iron absorption studies to find out an explanation for such
particular behavior originating from the fortified floyrs.

Iron Absorption Studies

The iron absorption studies were performedin one hundred
and seventy four human subjects. The methods from iron
absorption studies were already published (10,11,13).

Results of the experiments

This article condense the results of the experiments carricd
outon theeffect of vitamin A and B-carotene oniron absorption
from a basal breakfast containing 100 g of either precooked
corn flour or wheat flour enriched with iron and vitamins + 50
g of cheese and 10 g of margarine.

In the first experiment (Table 2), where the bread was
prepared from enriched precooked corn flour, the percentage
of iron absorption was practically the same from the breakfast
given alone than from the one given with different
concentrations of coffee. Iron absorption from the breakfast
prepared from wheat flour decreased from 6.8%, when the
breakfast was given alone, to 1% or less, when it was given
with an infusion containing various concentrations of coffee
(10).

Comparing the enrichment patterns of precooked com
flour and wheat flour, the only vitamin present in precooked
corn flour and not in wheat flour is vitamin A. This difference
encouraged the authors to perform further studies using
precooked corn flour fortified only with 5 mg of iron as ferrous
fumarate per 100 grams of flour.

Iron absorption from the bread prepared from non-enriched
corn flour increased more than twice when 1000 IU of vitamin
A were added during the preparation of the dough. This
increase in absorption was not affected when coffee or tea
infusions where given with the bread that contained vitamin
A. These results indicate that the vitamin A prevents the effect
of phytates and polyphenols on iron absorption. The effect of
vitamin A on phytates was fully demonstrated in Table 3. Iron
absorption from the bread prepared with precooked corn flour
given alone, or with the addition of either 1000 TU of vitamin
A or 304 U of phytase was studied. The iron absorption from
precooked corn bread given alone was 3.6%, from the bread
with vitamin A was 10.6% and from bread with phytase was
15,4% (11).

The incorporation of 1000 IU of vitamin A to the dough
prepared with non-enriched wheat flour is ineffective because
50% of the vitamin A is denature by the effect of yeast in the
dough and after baking was further reduced to about 100 IU.
Dissolving 1000 IU of vitamin A in water and drinking it
slowly while eating the bread prepared from non-enriched
wheat flour, can compensate the losses. Also by incorporating
2000 IU of vitamin A in the dough instead of 1000 IU
produced the same effect (10,13).

HPLC and spectrophotometric studies

In an attempt to find out if there is a direct interaction
bejween iron compounds and vitamin A in food during the
digestive process, spectrophotometric and HPLC studies were
performed. Changes in absorbance or elution profiles provide
evidence of the formation of vitamin A-iron complexes (Figu-
re 1). When 0.01 M solutions of vitamin A and FeCls, are
combined and passed through a C-18 column in the HPLC
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TABLE 2
fron absorption from a basal breakfast containing either precooked maize bread or wheat bread prepared from

commmercially available fortified flour and several concentrations of coffee as a beverage

Serum Serum
Subjects Hb transferrim ferritin Iron absorptopm (%)
and g/dL saturation concent. A B C D
sex % ug/L Basal Basal Basal Basal
breakfast breakfast breakfast breakfast
given + + +
alone American €espresso ‘Capuchino
coffee coffee coffee
(2g) 42 (42
1)4M 3FMean 11.9 20 17 5.1 7.7 82 7.8
SEM 0.2 0.5 1 14 14 1.4 ' 1.3
Statistics: A vs B- p>.05; A vs C- p>.0.5; A vs D->.05
2) IM9FMean 14.3 27 26 44 5.3 4.6
SEM 04 1 1 1.3 1.3 1.5
Statistics: A vs B- p>.05; A vs C- p>.05; A vs E- p>.05
Average: Mean 13.3 24 22 47 6.1 58
1+2
SEM 04 2 1 13 1.5 1.5
BASAL BREAKFAST WITH WHITE WHEAT BREAD
2M 8F Mean 12.9 29 . 28 6.8 12 04
SEM 08 1 2 1.2 14 14
Statistics: A vs B- p<0.05; A vs C-p<0.05
TABLE 3

Effect of phytase and vitamin A on iron absorption from basal breakfast containing bread prepared from
precooked corn flour enriched with 5 mg iron as ferrous fumaratet, 50 g cheese + 10 g margarine

Serum
Number Hb Transferrim  ferritin Iron absorption (%)
and g/dL saturation concent. A B
sex . % ne/l Basal Basal Basal
breakfast breakfast breakfast
alone + +
1000 IU 304U
vitamin A Phytase
4M9FMean 123 26 19 3.6 10.6 15.4
SE 04 2 1 1.1 1.1 1.1

Statistics: A vs B p< 0.05; A vs C p<0.05; B vs C p>0.05

System, there are important changes in elution profiles. The  vitamin A FeCls. Likewise, there is a2 new peak at 14.75 min

peak that elutes at 6.93 min, and corresponds to vitamin A,is ot seen when FeCl3 or vitamin A are injected separately.
feduced by almost 30% when compared to the mixture of
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FIGURE 1
Elution profile of FeCl3, vitamina A and FeCl3 + vitamin
A solutions in HPLC. Left column of each panel represents
time in minutes, and second column represents the

proportion of each peak
B 6% .
c 1%
259
261
A 132 1.38
BT :
117 653
14.75
FeCl3 VITA vIT A+l;e‘(;l3
141 21.4% 17 12.5% 1.39
32 60.4% 261 22.4% 259 20.6%
382 6.4% 138 0.1 %
693 4% 6.5 12.0%
s 8%

Regarding spectrophotometric measurements, there were
changes in absorbance when we measure FeCl3 and vitamin
A as compared to combinations of these two solutions (Figure
2). For example, FeCl3 has a maximum absorbance at 299 nm
and vitamin A at 372 nm; when both solutions are combined
the new maximum is at 311 nm. The dialyzable iron from food
according to the method of Miller did not produce convincing
results (12). We are currently performing iron uptake studies
using the Caco-2 cell system trying to elucidate the mechanism
responsible for the increase in iron absorption by vitamin A
and B-carotene. The preliminary uptake studies using the
Caco-cell system have produced promising results.

Other group of experiments were performed administering
basal breakfasts made from either rice, corn or wheat and
enriched with 1000, 2000 and 4000 IU of vitamin A. The
results show that there is a two fold increase in iron absorption
in the test with 1000 IU compared with the breakfast given
alone, and increases in vitamin A doses from 2000 to 4000 IU,
did not produce significant further increases in absorption
from the three cereals. In the case of wheat breakfast with 1000
IU of vitamin A, this vitamin was dissolved in water and
drinking slowly while eating the bread (13) (Table 4).

B-carotene increases iron absorption from corn, wheat and
rice compared to the breakfast given alone. However, increases
in the dose from 1000 to 2000 1U B-carotene/100 g cereal did not
produce significant further increases in iron absorption. The
effect of polyphenol on iron absorption, in presence of 8-
carotene was alsoevaluated. It can be noticed thatiron absorption
is not modified by coffee when B-carotene is added (Table 5).

FIGURE 2
Spectrophotometric measurements of absorbance for FeCly
vitamin A and FeCl3, + vitamin A solutions B

FeCl3
------ VIT A
''''' FeCly + VIT

Absorbance

s by gy

200 300 400 500 600 100 800 900
Nanometers

Iron solubility with pH changes from 2 to 6, in presence of
vitamin A was tested using different iron salts. There was a
75% decrease in iron solubility from ferrous fumarate when
pH was raised from 2 to 6. When vitamin A was added to
fumarate at pH 2 and then the pH raised to 6, iron solubility
increased as a function of vitamin A concentration reaching a
78% ofiron in solution when 3000 IU of vitamin A was added:
Ferrous sulfate showed similar behavior. For EDTA and
FerrochelR (iron-aminoacid chelate), it was not possible to
observe an effect of vitamin A on iron solubility because iron
was 100% soluble at pH 6 without any vitamin addition.

We performed the same solubility test to evaluate the
effect of B-carotene with pH changes. Either for ferrous
fumarate or for ferrous sulfate virtually 100% of iron remained
soluble at pH 6, when 3000 IU of B-carotene was added. With
no B-carotene addition, only 26 % of iron from ferrous fumarate
and 36% from ferrous sulfate remained in solution when pH
was raised to 6.

FINAL COMMENTS

Results from solubility experiments as well as human
absorption studies show an important role for vitamin A and
B-carotene in improving iron absorption, specially from foods
with a high content in inhibitors, which are the staple foods of
many countries worldwide.

This unexpected behavior of vitamin A and B-carotene in
preventing the inhibition of iron absorption by phytates and
polyphenols requires further studies to find out the mechanism
for this peculiar reaction. The spectrophotometric results.
elution patterns from HPLC and solubility of iron with vitamin
A at pH 6, suggest that vitamin A binds iron liberated during
the digestive process and forms acomplex that acts as chelating
agent preventing the inhibitory effect of phytates and
polyphenols on non-heme iron absorption (10,11,13). It also
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TABLE 4
Effect of increasing doses of vitamin A on iron absorption from rice, maize and wheat

Iron absorption (%)
Serum Serum A B C D
Subjects Hb transferrim ferritin Food Food+ Food+ Food+
and g/dL saturation concent. given 1000 IU 200010 4000 IU
sex % ng/L alone vitamin vitamin vitamin
A A A
1) 100 g polished rice
6M IIFMean 12.6 227 285 3.8 84 7.5 11.7
SEM 04 23 13 1.1 1.1 1.2 12

Statistics**: A vs B p<0.05; A vs C p<0.05; A vs D p<0.05; B vs C p>0.05; B vs D p >0.05

2) Basal Breakfast: 100 g precooked maize flour + 50 g cheese + 10 g margarine

6M 11IFMean  13.5 27.1 28.1 4.6 9.8 13.9 11.8
SEM 0.5 22 1.3 1.2 12 1.1 1.1

Statistics**: A vs B p<0.05; A vs C p<0.05; A vs D p<0.05; B vs C p>0.05; B vs D p >0.05

3) Basal Breakfast: 100 g white wheat flour + 50 g cheese + 10 g margarine

3M 17F Mean  13.0 29.0 31.5 42 7.4* 7.1 75
SEM 02 1.5 1.2 1.2 1.1 1.1 1.1

Statistics**: A vs B p<0.05; A vs C p<0.05; A vs D p<0.05; B vs C p>0.05; B vs D p >0.05

* Vitamin A was administered as a beverage while eating the bread
** ANOVA with Bonferroni as a post-test

TABLE §
Iron absorption from meals containing rice, maize or wheat given alone or administered with vitamin A
or B-carotene
Iron absorption (%)
Serum Serum A B (o) D
Subjects Hb transferrim ferritin Basal Basal Basal Basal
and g/dL saturation concent. breakfast  breakfast breakfast breakfast
sex % pg/l give alone  +20001U + 1000 IU + 2000 1U
’ vitamin A B-carotene. B-carotene. +
8 g coffee
1) 100 g polished rice .
3M 8F Mean 12.9 28 21 14 42 5.5% 10.1
SEM 1.1 2 1 1.2 1.2 1.2 1.1

Statistics**: A vs B p<0.001; A vs C p<0.001; A vs D p<0.001; B vs C p>0.05; B vs D p <0.001; C vs D p<0.05

2) Basal Breakfast: 100 g precooked maize flour + 50 g cheese + 10 g margarine

4M 14F8 Mean 13.0 30 24 30 6.5 84 6.3
SEM 11 2 1 1.1 1.2 1.1 , 1.2

Statistics**: A vs B p<0.001; A vs C p<0.001; A vs D p<0.001; B vs C p>0.05; B vs D p >0.05; C vs D p>0.05

3) Basal Breakfast: 100 g white wheat flour + 50 g cheese + 10 g margarine

3M 16FMean 132 25 18 34 55 83 .
SEM 1.1 2 1 1.1 1.1 1.1 1.1

Statistics**: A vs B'p<0.05; A vs C p<0.001; A vs D p<0.001; B vs C p>0.05; B vs D p >0.05; C vs D p>0.05

* Coffee infusion was administered in test C for the rice meal and in test D for the other two meals.
** ANOVA with Bonferroni as a post-test
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supported the dramatic reduction of the prevalence of iron
deficiency after one year of iron fortification program in
Venezuelan population, in which one food vehicle, precooked
corn flour, was fortified with vitamin A (9).

Since iron and vitamin A deficiencies are the two main
deficiencies in many developing populations, it is
recommended that both micronutrients should be used in
fortification programs.

This observation agrees with the studies that show that the
chemical compounds containing double bonds are capable of
reacting with iron (14). This hypothesis also agrees with the
results of Hodges et al. (2), who demonstrated interaction
between vitamin A and iron metabolism. The dramatic
reduction of the prevalence of iron deficiency shown in a
recent Venezuelan survey is probably due to the effect of
vitamin A preventing phytate inhibition, which is present in
fortified precooked maize flour (9).

The poor socioeconomic populationliving in Asia, Africa,
and Latin America have low iron bioavailability from their
diets due to the high consumption of cereals, legumes, and
tubers. The fortification with vitamin A not only prevents this
vitamin deficiency, but also potentates the iron fortification.
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RESUMEN. Los trastornos en el metabolismo de los lipidos durante
la carencia de cobre en las ratas son muy conocidos. La deficiencia
de Cu se asocia con la retencién espontdnea de hierro hepético.
Estudios previos han informado que la hipercolesterolemia y la
hipertrigliceridemia estdn asociadas con concentraciones hepiticas
elevadas de hierro en ratas carentes en Cu. Existe unarelacién directa
entre la magnitud de los lipidos en la sangre y la concentracién de
hierro hepético. Basados en estos datos, se ha sugerido que el hierro
es el responsable de 1a hiperlipemia de la carencia de Cu. En este
estudio se determind el efecto de dosis crecientes de Cu (10,20y 50
ppm)enladieta, sobre el contenido sérico de lipidos totales, colesterol
total, triglicéridos (triacilgliceroles), fosfolipidos y 4cidos grasos no
esterificados (AGNE) y sobre el contenido hepitico de Fe y Zn en
ratas normales. Los resultados se compararon con los de ratas
normales que recibieron una dieta equilibrada que contiene 0,6 y 6
ppm de Cu, respectivamente. Los resultados muestran que el suple-
mentode Cu disminuy®d el nivel sérico de colesterol y de triglicéridos,
aumento el nivel de fosfolipidos y de AGNE y concomitantemente
disminuy6 las concentraciones hepéticas de Fe y Zn. Hubo una
correlacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre triglicéridos
y Fe he%é ico (r=0,917; R2= 64.03%), colesterol y Zn hepitico (r=
0.872;R?=76,07%), colesterol y Fe hepético (r=0,995; R2=99,10%),
Fe hepético y Cu hepitico (r=-0,612), Fe y Zn en higado (r=0,837),
Cu y Zn en higado (r= -0,612), y triglicéridoS y Zn hepético (r=
0,967). El mecanismo (s) por el cual el Fe y Zn determinan estos
ctambios no se conoce; ninguna de las enzimas que participan en el
metabolismo y en la biosintesis del colesterol y de los triglicéridos
Tequieren de Fe y/o de Zn. El aumento de los AGNE probablemente
sedebe a los cambios en el proceso de lip6lisis y re-esterificacién de
los 4cidos grasos en la sangre. Sin embargo, se necesitan estudios
adicionales para esclarecer los mecanismos precisos de estas
interrelaciones. ’

Palabras clave: Cobre, metabolismo de los lipidos, colesterol sérico,
triglicéridos, 4cidos grasos no esterificados, hierro hepética, cinc
hepitico.

INTRODUCCION

El cobre (Cu) como parte integrante de numerosas
Cuproenzimas y cuproproteinas se considera un micronutriente
esencial en diversos procesos fisiol6gicos y metabélicos que
comprometen, entre otros, el desarrollo y el mantenimiento de
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SUMMARY. Changesinserumlipidsin rats treated with copper.
Disturbances in lipid metabolism during copper deficiency in rats are
well recognized. Copper deficiency is associated with the spontaneous
retention of hepatic iron. Previous studies have reported that
hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia are associated with
elevated hepatic iron concentrations in copper deficient rats. There
was a direct relationship between the magnitude of blood lipids and
the concentration of hepatic iron. Based on these data. it has been
hypothesized that iron was responsible for the development of
lipemia of copper deficiency. In this study was determined the effect
of increasing doses of Cu (10,20 and 50 ppm) in the diet, on the serum
total lipids, total cholesterol, triglycerides (triacylglicerols),
phospholipids, non-esterified fatty acids (NEFA) and liver iron and
zinc concentrations in normal rats. The results were compared with
normal rats that received a balanced diet containing 0,6 and 6 ppm of
Cu, respectively. The results show that Cu-supplement diminished
the cholesterol and triglyceride serum levels, increased the level of
phospholipids, NEFA and concomitantly decreased the hepatic
concentrations of Fe and Zn. There was a statistically significant
(p<0.05) simple correlation between triglycerides and liver Fe (r=
0,917, R2-= 64.03%), cholesterol and liver Zn (r=0.872; R2= 76,07%).
cholesterol and liver Fe (r=0,995; R2= 99,10%), liver Fe andliver Cu
(r=-0,612), liver Fe and liver Zn (r=0,837), liver Cu and liver Zn (r=
-0,612), and serum triglycerides and liver Zn (r=0,967). The
mechanism (s) by which Fe and Zn determine these changes is not
known; none of the enzymes that act in cholesterol and triglyceride
metabolism and biosynthesis require Fe and/or Zn. The increase of
NEFA is duetochanges inthe process of lipolysis and re-esterification
of the fatty acids inblood. However, additional studies are needed for
the precise mechanisms of this interrelationships to be clarified.
Kew words: Copper, lipid metabolism, serum cholesterol,
triglycerides, phosphotlipids, non-esterified fatty acids, liver iron,
liver zinc.

laintegridad cardiovascular y ésea, la estructura y funcién del
sisterna nervioso central y la funcién eritropoyética, conjunta-
mente con el metabolismo del hierro (1).

La importancia bioquimica del cobre se conoce desde las
investigaciones nutricionales realizadas en 1928. Sin embar-
g0, a pesar de ciertos hallazgos en la década de los afios 30, su
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carencia en los humanos s6lo se consideré de interés practico
a partir de los estudios realizados por Cordano y cols. (2), en
lactantes y en nifios peruanos desnutridos. La carencia de
cobre no se considero en el pasado un problema, debido a su
amplia distribucién en los renglones alimenticios que entran
a formar parte de 1a mayorfa de las dietas, en todo el mundo.
Por otra parte, sus requerimientos diarios estimados son muy
bajos. Sin embargo, en la actualidad se considera que en el
humano puede presentarse, y de hecho sucede, la carencia de
cobre (3). Aunque, la importancia y la intensidad del proble-
ma, al igual que la naturaleza y la frecuencia de las carencias
moderadas, es algo que se debe aclarar.

La deficiencia de cobre es fundamentalmente una patolo-
giade los infantes; sin embargo, también se han descrito casos
en nifios y adultos. Esta puede ser el resultado de un ingreso
alimentario inadecuado, de un proceso de mala-absorci6n, de
requerimientos incrementados o de un incremento de las
pérdidas corporales (4). Sus manifestaciones clinicas mds
constantes son anemia, neutropenia y lesiones éseas (5).

En los animales experimentales y en el hombre la carencia
~ de cobre determina trastornos del metabolismo de los lipidos
y la hiperlipemia se acompafia de modificaciones en el perfil
lipoproteico (6-9). En la rata, la hipercolesterolemia se ha
convertido en un sintoma cldsico de la carencia nutricional de
este elemento traza esencial (10).

En sujetos alimentados con una dieta experimental bajaen
cobre se ha observado un incremento en la concentracion
sérica del colesterol total y del colesterol:LDL y una concen-
tracién reducida del colesterol:HDL (11,12). Todas estas
alteraciones son factores de riesgo muy bien conocidos parael
desarrollo de la ateroesclerosis (13,14). Sin embargo, otros
experimentos no han reproducido estos cambios en el
metabolismo del colesterol y de la glucosa (15).

Los trabajos de Wiliams y cols. (16) indican que la
deficiencia de cobre estd asociada con laretencién espontdnea
de hierro hepético. Recientemente se ha seiialado, en ratas,
que la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia estdn
asociadas con concentraciones hepiéticas elevadas de hierro
(17), demostrandose unarelacién directa entre lamagnitud de

los lipidos de 1a sangre y la concentracién del hierro hepatico.

Basado en estos datos, se ha sugerido que el hierro es el
responsable para el desarrollo de la lipemia en la deficiencia
de cobre. Los trabajos recientes de Fields y Lewis (18)
sugieren que los nutrientes que tienen la capacidad de
incrementar el hierro hepético tienen el potencial para
incrementar el colesterol plasmatico.

En base a estos hallazgos previos el motivo de la presente
investigacién fue estudiar el efecto de las dosis crecientes de
cobre (10, 20 y 50 ppp Cu/kg de dieta) por via oral sobre el
contenido hepitico de hierro y de'cinc,y sobre el contenido
sérico de lipidos totales, de colesterol total, de triglicéridos, de
fosfolipidos y de 4cidos grasos no esterificados (AGNE) en
ratas macho blancas (Grupos experimentales) y comparar con
lo que sucede en ratas alimentadas con dietas balanceadas que

contienen 0,6 y 6 ppm de Cu/kg, respectivamente (Grupos
testigos).

MATERIALES Y METODOS

Animales y dieta

Se utilizaron 100 ratas blancas macho Wistar, de edad y
peso uniforme (160-170 g) mantenidas en jaulas individuales
de acero inoxidable, en el ambiente del Laboratorio, duranic
dos semanas, para las adaptaciones correspondientes. Se con-
trol6 la temperatura y la humedad del cuarto a 23-25°Cy 55-
67%, respectivamente. Todas las ratas se alimentaron con una
dieta basal de acuerdo con las recomendaciones del American
Institute of Nutrition (19) formulada en nuestro Laboratorio
para omitir el carbonato de cobre. La dieta, que no contiene
colesterol, estd constituida por una mezcla de sacarosa (62%
por peso), clarade huevo (20%) y aceite de maiz (10%) con un
nivel deficiente de cobre (0,6 ppm). Ademds ladieta contiene
todos los nutrientes considerados esenciales para la rata,
incluyendo 2 mg de biotina; el contenido de cobre de lamisma
se determind después de la destruccion de la materia orgdnica.
Las ratas se alimentaron ad libitum y se les permitié el libre
acceso al agua bidestilada y desionizada. La concentraci6n de
Cu en el agua desionizada estaba por debajo de los limites de
detecciéndel elemento (0,002 pg/mL) por el espectrofotémetro
de absorcién atémica empleado.

Disefio experimental

Al terminar el periodo de adaptacion, las ratas con un peso
promedio de 18249 g se distribuyeron al azar en 5 grupos, con
20 animales en cada uno, sin que hubiese diferencias signifi-
cativas entre los promedios de los pesos de los mismos: 1)
grupo deficiente en cobre (CuD) alimentado ad libitum con
0,6 ppm de Cu; 2) un grupo control alimentado ad libitumcon
6 ppm de Cu/kg de dieta (CuA); 3) un grupo alimentado a la
par, al cual se le suministré la dieta basal suplementada con 10
ppm de Cu (Cul0); 4) un grupo alimentado a la par, al cual s
le suministré la dieta basal suplementada con 20 ppm de Cu
(Cu20) y 5) un grupo alimentado a la par, al cual se le
suministré la dieta basal suplementada con 50 ppm de Cu
(Cu50) (Grupos experimentales). Las ratas de estos grupos
fueron alimentadas diariamente con la misma cantidad de
alimento consumida por las ratas control (CuA). El carbonato
de cobre (Merck) se afadi6 a la dieta basal (0,6 ppm) para
proporcionar las concentraciones de 6, 10, 20y 50 ppm/kg de
dieta.

Recoleccion de las muestras

Al comienzo de los experimentos, luego de un periodo de
ayuno de 8 horas, las muestras de sangre (3 mL) se extrajeron
por viadel senoretroorbitario bajo anestesia con éter dietilico
(Merck) y tubos de microhematocrito. 1.5 mL de sangte se
recolectaron en tubos de vidrio sin anticoagulante, el suero se
separé mediante centrifugacién a 1,000 g por 15 min a tempe-
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ratura ambiente y se analiz6 antes de las 48 horas. La sangre
restante (1.5 mL) se recolecté en tubos que contenian heparina
y el plasma se separ6 por centrifugacién.

Al finalizar el periodo de 6 semanas, una vez que las
muestras de sangre se obtuvieron, los animales se sacrificaron
yel higado se removié rdpidamente, se le eliminé la grasay el
tejido conectivo y se peso. El cobre, de 1a dieta y del higado,
yelcinc y el hierro, del tejido hepético, fueron extraidos de
Jas muestras de acuerdo al método descrito por Burguera y
cols. (20). Se analizaron muestras por duplicado utilizando un
espectrofotometro de absorcién atémica equipado con un
corrector de ruido de doble haz y un microprocesador. Las
concentraciones séricas de colesterol y de aciltrigliceroles
(triglicéridos) se determinaron mediante métodos enzimaticos
descritos previamente (21,22), mientras que los lipidos totales
fueron determinados por el método de Aiquel (23). Los
fosfolipidos se estimaron de acuerdo al método de OBrien y
cols. (24) y los niveles plasméticos de los dcidos grasos no
esterificados (AGNE) con latécnicadescritapor I6vine y cols.
(25).

Anilisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante anéli-
sisderegresién lineal y ANOVA de una via. El test de Duncan
de rango miiltiple se utiliz6é para comparar los promedios de
los 5 grupos (CuD, CuA, Cul0, Cu20y CuS50). Parael andlisis
de los datos se empleé el paquete estadistico Statgrafic 2.0
para Win. Todos los datos se expresaron como mediasDE. La
diferencia significativa entre los grupos al inicio y al final del
experimento se calcul6 mediante la t de Student. Ei nivel de
significacién estadistica se determiné a p<0,05.

RESULTADOS

Los resultados de comparar los valores de los lipidos
séricos al inicio (O dfas) y al final (6 semanas) del periodo
experimental se muestran en las Tablas 1 a 5. La Tabla 1
muestra los niveles totales de lipidos séricos de ratas suple-
mentadas con diferentes concentraciones de cobre. Se obser-
va que en las ratas suplementadas con Cu, la lipemia se
incrementa significativamente (p<0,05) al finalizar las 6 se-
Mmanas, El andlisis estadistico (t de Student) demostré varia-
ciones significativas (p<0,05) al comparar los valores de los
mismos al inicio (0 dfas) con los de las 6 semanas; el ANOVA
(F= 980; GL= 1/3; p>0,05) demostré diferencias
estadisticamente significativas al comparar los promedios de
lalipemia de los diferentes grupos de animales al finalizar el
periodo experimental.

Los resultados obtenidos del modelo de regresién simple
(y=a+b*X, donde X=dosis de cobre) paradescribir larelacién
entre los valores de la lipemia al final del experimento (6
semanas) y las dosis suministradas de cobre con la dieta se
indican a continuacién: y = 245,5555+1,31899*dosis); r=
0,954 y R2 =90,94%. El valor del estadfstico R2 indica que el

modelo como se ajusté explica el 90,94% de la variabilidad de
los valores de la lipemia, al cabo de 6 semanas de tratamiento.
El coeficiente de correlacién (r) igual a 0,954 indica que
existe una relacién relativamente fuerte y directamente pro-
porcional entre las variables; es decir, que el incremento en los
niveles totales de los lipidos séricos a las 6 semanas de
tratamiento es directamente proporcional a las dosis de cobre.

TABLA 1
Niveles totales de lipidos séricos de ratas suplementadas
con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Lipidos totales (mg/dL) Pa
0 dias 6 semanas
CuD 23319 250+18 ns
CuA 235427 240x19 ns
Cul0 22114 266122 <0,05
Cu20 225123 27614 <0,05
CusS0 230+18 310425 <0,05
ns p<0,05b

Los resultados se expresan en mediastDE.

4p<0,05 estadisticamente significativo al comparar 0 dias y 6 sema-
nas. bp<0,05 estadisticamente significativo al comparar los prome-
dios de los diferentes grupos. ns= no significativo. CuD= Dieta
deficiente en cobre (0,6 ppm). CuA= Dieta adecuada en cobre (6
ppm); Cul0= Dieta suplementada con 10 ppm de cobre/kg. Cu20=
Dieta suplementada con 20 ppm de cobre. Cu50= Dieta suplementa-
da con 50 ppm de cobre.

En la Tabla 2 se muestran los niveles de triglicéridos
séricos de ratas suplementadas con diferentes concentraciones
de cobre. El anélisis estadistico (t de Student) mostré variacio-
nes significativas en los valores de estos compuestos (O dias y
6 semanas) al comparar la dieta deficiente en cobre con las
dietas suplementadas con 20 y 50 ppm de Cu, respectivamen-
te. En este caso se observa que el suplemento de cobre
determina una disminucién significativa, (p<0,05) en los
niveles de triglicéridos séricos al finalizar el periodo experi-
mental. Aligual que lo que sucede con la lipemia, el ANOVA
(F= 995; GL= 1/3; p>0,05) demostré diferencias
estadisticamente significativas al comparar los promedios de
los triglicéridos de los diferentes grupos de animales al fina-
lizar el periodo experimental.

La ecuacién del modelo de regresion lineal para los
triglicéridos fue y= 77,9304-0,550256*dosis; el valor r=
-0,774 y el valor del estadistico R2= 59,86%. El valor del
estadistico R2 indica que el modelo explica el 59,86% de la
variabilidad de los valores de los triglicéridos al cabo de 6
semanas de tratamiento. El coeficiente de correlacién (r)igual
a-0,774 indica que existe unarelacién moderadamente fuerte
e inversamente proporcional entre las variables; por esta
razén, ladisminucién en los niveles séricos de los triglicéridos
alas 6 semanas de tratamiento es directamente proporcional a
las dosis de cobre administradas.
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TABLA 2
Niveles de triglicéridos séricos de ratas
suplementadas con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Triglicéridos (mg/dL) P2
0 dfas 6 semanas
CuD 7248 90+8 <0,05
CuA 7157 7419 ns
Cul0 7116 6319 ns
Cu20 7244 6018 <0,05
Cus0 7318 5519 <0,05
ns p<0,05b

Los resultados se expresan en medias+DE.

4p<0,05 estadisticamente significativo al comparar 0 dfas y 6 sema-
nas. b p<0,05 estadisticamente significativo al comparar los prome-
dios de los diferentes grupos. Resto delaleyendaigual ala Tabla 1.

En la Tabla 3 se observa que los niveles de colesterol
sérico de ratas sometidas a una dieta deficiente de cobre estdn
incrementados (p<0,05) en comparacién con las ratas que
reciben la dieta que contiene una cantidad adecuada del
micronutriente; las dietas suplementadas con diferentes con-
centraciones de cobre disminuyen significativamente (p<0,05)
la colesterolemia, al finalizar el periodo de 6 semanas. La t de
Student mostré variaciones significativas en los valores de
estos compuestos (0 dias y 6 semanas) al comparar la dieta
deficiente en cobre con las dietas suplementadas con 10,20y
50 ppm de Cu, respectivamente.

TABLA3
Niveles de colesterol sérico de ratas suplementadas
con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Colesterol (mg/dL) p?
0 dias 6 semanas

CuD 419 11418 <0,05

CuA 4117 4216 ns

Cul0 4118 3048 <0,05

Cu20 4219 2717 <0,05

Cus0 4319 2116 <0,05
ns p<0,()5b

Los resultados se expresan en mediastDE.

85<0,05 estadisticamente significativo al comparar O dias dias y 6 semanas.
b p<0,05 estadisticamente significativo al comparar los promedios de los
diferentes grupos. Resto de la leyenda igual a la Tabla 1.

Laecuaciéndel modelo deregresi6n lineal para el colesterol
fue y=67,5698-1,19918*dosis; el valorr=-0,613 y el valor del
R2=37,58%. El valor del estadistico RZ indica §ue el modelo
explicael 37,58% dela variabilidad de los valores del colesterol
al cabo de 6 semanas de tratamiento. El coeficiente de corre-
lacién (r) igual a -0,613, indica que existe una relacién
moderadamente fuerte e inversamente proporcional entre las

variables; en consecuencia, la disminucién en los nivele,
séricos del colesterol a las 6 semanas de tratamiento ¢
directamente proporcional a las dosis de cobre administrady,

La Tabla 4 muestra los niveles de fosfolipidos séricos .
ratas con una dieta deficiente en cobre, una dieta con un nyve|
adecuado de Cu y con dietas suplementadas con diferente.
concentraciones del micronutriente. El andlisis estadistico (;
de Student) mostré variaciones significativas en los valores d¢
estos compuestos (0 dias y 6 semanas) al comparar la dict,
deficiente en cobre con las dietas suplementadas con 10,20y
50 ppm de Cu, respectivamente. En este caso se observa quc
el suplemento de cobre determina un incremento significativo
(p<0,05) en los niveles de fosfolipidos séricos al finalizar ¢|
periodo experimental. Al igual que lo que sucede con las otras
fracciones lipidicas, el ANOVA (F= 873; GL= 1/3; p>0.05)
demostré diferencias estadisticamente significativas al com-
parar los valores al inicio y al final del periodo experimental.

TABLA 4
Niveles de fosfolipidos séricos en ratas suplementadas
con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Fosfolipidos (mg/dL) p?
0 dfas 6 semanas
CuD 105£20 9519 ns
CuA 104+23 106£18 ns
Cul0 195422 156320 <0,05
Cu20 104421 16013 <0,05
Cus0 103£20 165423 <0,05
ns p<0,05b

Los resultados se expresan en medias+DE.

8p<0,05 estadisticamente significativo al comparar 0 dias y 6 sema-
nas. bp<0,05 estadisticamente significativo al comparar los prome-
dios de los diferentes grupos. Resto de la leyenda igual ala Tabla .

La ecuaci6n del modelo de regresién lineal para los
fosfolipidos fue y=115,086+1,2306* dosis; el valorr=0,727y el
valor del R2= 52.92%. El valor del estadistico R indica quee!
modeloexplicael 52.92% de 1a variabilidad de los valores de los
fosfolipidos al cabo de 6 semanas de tratamiento. El coeficiente
de correlacién (r) igual a 0,727 indica que existe una relacion
moderadamente fuerte y directamente proporcional entre las
variables; en consecuencia, el incremento en los niveles séricos
del colesterol a las 6 semanas de tratamiento es directamente
proporcional a las dosis de cobre administradas.

Los niveles de 4cidos grasos no esterificados (AGNE)
séricos de ratas suplementadas con diferentes concentraciones
de cobre se muestran en la Tabla 5. El andlisis estadistico (t d¢
Student) mostr6 variaciones significativas en los valores deestos
compuestos (0 dias y 6 semanas) al comparar la dicta deficiente
encobreconlas dietas suplementadas con 10,20y 50 ppmde Cu.
respectivamente. En este caso se observa que el suplemento de
cobre determina un incremento significativo (p<0,05) en los
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mavclesde AGNE séricos al finalizar el periodo experimental. Al
igual que lo que sucede con la lipemia, el ANOVA (F= 1010;

GL= 1/3; p>0,05) demostré diferencias estadisticamente signi-
ficativas al comparar los promedios de los AGNE de los diferen-
tes grupos de animales al finalizar el periodo experimental.

TABLAS
Niveles de dcidos grasos no esterificados (AGNE) séricos
de ratas suplementadas con diferentes concentraciones

de cobre
Dieta AGNE (mEq/L) p?
0 dias 6 semanas
CuD 225433 180+23 <0,05
CuA 23030 231125 ns
Cul0 228427 762421 <0,05
Cu20 228425 780130 <0,05
Cu50 230+30 812422 <0,05
ns p<0,05P

Los resultados se expresan en mediastDE.

4p<0,05 estadisticamente significativo al comparar 0 dias y 6 sema-
nas. Pp<0,05 estadfsticamente significativo al comparar los prome-
dios de los diferentes grupos. Resto de la leyenda igual ala Tabla 1.

Laecuaciéndel modelo de regresién lineal para los AGNE
fue y=356,581+11,3406*dosis; r= 0,698 y R2=48,78%. El
valor del estadistico R2 indica que el modelo explica el
48,78% de 1a variabilidad de los valores de los AGNE al cabo
do 6 semanas de tratamiento. El coeficiente de correlacién (r)
igual a 0,698 indica que existe una relacién moderadamente
fuerte entre las variables; por esta razén, el incremento en los
niveles séricos de los AGNE a las 6 semanas de tratamiento es
directamente proporcional a las dosis de cobre administradas.

Las modificaciones del contemdo de cobre (y=
2,33717+0,312288* dosis; r= 0,996; R2=99,12%) y del cinc
(y= 45,5736-0,391084*dosis; 1= -0,838; R2= 70, 19%) se
muestran en las Tablas 6 y 7, respectivamente.

TABLA 6
Contenido de cobre hepitico de ratas suplementadas con
diferentes concentraciones de cobre

Dieta Cobre hepitico (ug/g de tejido hiimedo)
6 semanas

CuD 2,03+0.30

CuA 4,40+0.40

Cul0 6,30+0.31

Cu20 8,00+0.52

Cus0 10,0+0.81
p<0,052

Los resultados se expresan en mediastDE.
2p<0,05 estadisticamente significativo al comparar los promedios
de los diferentes grupos. Resto de la leyenda igual a la Tabla 1.

TABLA 7
Contenido de cinc hepético de ratas suplementadas
con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Cinc hepético (pg/g de tejido hiimedo)
6 semanas
CuD 5248
CuA 4347
Cul0 38+9
Cu20 3046
Cu50 266
p<0,052

Los resultados se expresan en mediastDE.
3p<0,05 estadisticamente significativo al comparar los promedios de
los diferentes grupos. Resto de 1a leyenda igual a la Tabla 1.

TABLA 8
Contenido de hierro hepitico de ratas suplementadas
con diferentes concentraciones de cobre

Dieta Hierro hepético (u/g de tejido himedo)
6 semanas

CuD [50+10

CuA . 5413

Cul0 50+2

Cu20 4514

Cu50 3943
p<0,05A

Los resultados se expresan en mediasDE.
8p<0,05 estadisticamente significativo al comparar los promedios de
los diferentes grupos. Resto de la leyenda igual ala Tabla 1.

El andlisis de regresién simple demostré una relacién
estadisticamente significativa (p<0,05) entre el contenido de
cinc hepético y los lipidos séricos (r=-0,855), hierro y cobre
hepético (r=-0,612), triacilgliceroles (triglicéridos) y concen-
tracién de hierro hepatico (r= 0,917; R2= 84,03%), cinc
hepitico y colesterol serlco (r= 0,872), hierro hepitico y
colesterolemia (r=0,995; R2=99 ,09%), contenido de hierro y
de cinc hepdtico (0,837), contenido de cobre y de cinc hepético
(1=-0,612), triacilgliceroles (triglicéridos) y cinc hepatico (r=
0,967), colesterol sérico y contenido de cobre en higado (r=-
0,651).

DISCUSION

En las ratas carentes en cobre encontramos
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, que se correspon-
de con los hallazgos de otros investigadores (26-29). Por su
parte, Milne y Nielsen (30) en mujeres postmenopiusicas
sometidas a una dieta que contenia 9 mol (0,57 mg) Cu/dia
durante 105 dias concluyeron que los ingresos bajos en este
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micronutriente no inducen los cambios en el colesterol sérico
que generalmente se encuentran en los modelos animales
deficientes en cobre.

En los animales carentes en cobre también se encontré un
incremento significativo (p<0,05) enlos niveles de Zny de Fe,
que coincide con los trabajos previos de Williams y cols. (16)
de Fields y Lewis (31) y de Mason (32). Recientemente,
Fields y Lewis (33) han sugerido que los nutrientes que tienen
la capacidad de incrementar el hierro hepitico tienen el
potencial para incrementar el colesterol plasmatico.

El mecanismo responsable para la hipercolesterolemia
cuando el hierro hepdtico estd elevado no se entiende total-
meunte. Ninguna de las enzimas que participan en la biosintesis
del colesterol requiere hierro. Aunque no hay informacién en
laliteratura que una al hierroconel colesterol de lasangre, hay
estudios que atribuyen la anemia de la deficiencia férrica a la
lipogénesis (34-37).

La administracién de Cu produce hiperlipidemia, caracte-
rizada por un incremento en los fosfolipidos y en los AGNE
séricos. Aiquel (23) ha sefialado que las hiperlipidemias se
caracterizan por el aumento de una, de varias o de todas las
fracciones lipidicas del plasma, pudiendo acompafiarse o no
de manifestaciones clinicas (xantomas, xantelasmas, lipemia
retinal, etc.). Con las dosis de Cu administradas se debe
producir un cambio importante en ciertos lipidos que no se
determinaron en este estudio, entre los cuales encontramos las
lipoproteinas, 1a lecitina y otros derivados lipidicos presentes
en cantidades menores que serdn objeto de estudios futuros.

El hallazgo mas caracteristico de la presente investigacion
es la disminucién significativa de los niveles séricos del
colesterol y de los triglicéridos en los animales tratados con
dosis crecientes de cobre. Estos resultados concuerdan con los
de Singh y cols. (38) quienes demostraron que el consumo
incrementado de cobre (promedio 5.2 mg/dia) se asocia con
unadisminucién significativa en el colesterol sérico (7.2%) y
en los triglicéridos (9.1%) en comparacién con los niveles
iniciales del paciente y con el grupo control. Cada mg de
ingreso de cobre alimentario se asocia con una disminucién
del colesterol sérico total en 3.3 mg y de 2.8 mg para los
triglicéridos y estdn en contradicién con las observaciones
previasde Jonesy cols (39) y de Medeiros y cols. (40) quienes
en dos estudios doble ciego, de dos semanas de duracién,
evaluaron los efectos de los suplementos de 2 6 3 mg Cu/dia
sobre el colesterol sérico total y las fracciones colesterol-
lipoprotefnas en hombres adultos y concluyeron que los efec-
tos de la suplementacién con Cu requieren de una investiga-
cién ulterior. Sin embargo, Anke (41) ha sefialado que tanto la
carencia de cobre como su abundancia puede incrementar el
contenido de colesterol del suero sanguineo.

El mecanismo exacto mediante el cual el sup}emento
alimentario de cobre reduce el colesterol y los triglicéridos
séricos se desconoce. Con 50 ppm de Cu los cambios en los
lipidos séricos pueden ser causados indirectamente por la
carencia documentada de cinc (Zn) y por la disminucién del

contenido hepético de hierro determinadas por las dosis eleva.
das de Cu que pueden afectar la biodisponibilidad de los
mismos. Las interacciones entre estos metales han sido reco-
nocidas en animales y en el hombre. La competencia por log
sitios de unién/depésito con las metalotioneinas parece pro-
porcionar la mejor explicacién para el proceso (42,43).

Es unhecho conocido que la hipocolesterolemia se produce
en cerdos, ratas y humanos por la carencia de Zn (44). En |a
rata, lacarenciadecinc determinaun incrementoen laexcrecién
hepética de dcidos biliares (45). Una declinacién lineal en e]
colesterol plasmatico se encontré en dos hombres durante un
periodo de deprivaci6n de (46). En un estudio previo, Kooy
cols (47) en ratas macho adultas, demostraron que la
hipocolesterolemia desarrollada en la carencia de cinc se debe
a una disminucién selectiva en el colesterol-HDL. Este este
caso, lacarencia de Zn enratas, inclusive aun nivel marginal,
produce alteraciones significativas en el nivel y en la compo-
sicién de las HDL plasméticas en ratas; estos cambios pueden
afectar adversamente el metabolismo y el transporte del
colesterol (48). -

Los trabajos previos de Fields y Lewis (33), que se corres-
ponden con los de la presente investigacién, demuestran la
relacién inversa entre la colesterolemia y los niveles hepaticos
de hierro.

En relacién con los fosfolipidos, los trabajos previos de
Gallaghery cols. (49) han sefialado que el cobre estdinvolucrado
en la formaci6n de los dcidos fosfatidicos, componentes muy
importantes de los fosfolipidos, y que las lesiones causadas
por ladesmielinizacién descritas en las ratas carentes de cobre
se deben a una alteracién en la sintesis de los fosfolipidos.
Cunnane y cols. (50) demostraron que la concentracién total
de fosfolipidos era menor en higado y rifién de ratones
deficientes en cobre en comparacién con ratones control
alimentados con una dieta adecuada en el metal. Por consi-
guiente, nuestros resultados que demuestran un incrementoen
los niveles séricos de los fosfolipidos séricos sugieren que la
administracién de cobre estimula la sintesis de estos compues-
tos. El mecanismo que explica este incremento debera ser
estudiado en investigaciones posteriores.

En relacidén a los AGNE, nuestros resultados contradicen
los de Myres y Bowland (51,52). Sin embargo, niveles séricos
elevados de cobre se han asociado con un incremento en el
nivel de los 4cidos grasos no esterificados plasméticos en €l
hombre (53). Este resultado pudiera estar relacionado con una
alteracion en el balance entre la lip6lisis y la reesterificacion
de los 4cidos graso. Cunnane y cols. (54) encontraron que las
ratas carentes en cobre tienen perfiles plasmaticos, hepaticos
y cardfacos alterados de 4cidos grasos. Observaciones inicia-
les’ han demostrado que el Cu alimentario determina un
incremento del contenido de los dcidos grasos insaturados de
los triglicéridos y de los 4cidos grasoslibres (AGL) en el tejido
adiposo porcino (52). El experimento realizado por Bowland
y Myers (52) no proporciona ninguna prueba para un efecto
del Cu sobre el nivel de los AGL plasmadticos a pesar de qué
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la concentracion total de estos 4cidos es menor en cerdos
suplemenfados con este metal.

En conclusién, este es uno de los primeros trabajos que en
nuestromedio examina los efectos de los ingresos elevados de
Cu sobre los lipidos séricos. Los resultados obtenidos de-
muestran que 1a administracién de cobre, a las dosis de 10a 50
ppm/kg de dieta, disminuye significativamente la concentra-
ciénhepéticade Zny deFe,lacolesterolemiay latrigliceridemia
e incrementa concomitantemente los niveles séricos de
fosfolipidos y de AGNE.

Bajolas condiciones experimentales presentadas, los datos
muestran que €l contenido de hierro y de cinc en el higado
puede jugar un papel importante para determinar la
hipercolesterolemia. Debe sefialarse que es necesario cierta
precaucién que garantice la interpretacién de estos datos.
Sherman (55) no observd las elevaciones en el colesterol del
sueropor las carencias de cobre y de hierro en lasratas hembra.

El presente estudio es importante ya que una gran parte de
nuestra poblacién usa suplementos con hierro y multivitaminas
quecontienen hierro, y existe el uso extendido delafortificacion
con hierro. Los niveles férricos elevados en los depésitos
pudiera ser de importancia en la patogénesis de 1a enfermedad
cardfaca coronaria. Recientes estudios epidemiolégicos en
humanos proporcionan la evidencia de que los depésitos
corporales de hierro son un factor de riesgo potencial para el
infarto agudo del miocardio (56,57).
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SUMMARY. The purposes of this study were to determine: a) the
incorporation of labeled [3H] arachidonic acid on the intestinal
mucosa, the liver and plasma, after 1, 3 and 5 hours of administration,
b) preferential incorporation by different tissues, ¢) and the effects on
experimental rats with thioacetamide-induced cirrhosis, after four
weeks of a dietary supplementation with nucleotides and long-chain
polyunsaturated fatty acids. 209 female Wistar rats were divided into
two groups (control and TAA group). The TAA group was given 300
mgof thioacetamide/L, in their drinking water for four months. After
this period, a sample of 6 rats were taken from each group and
examined, to evaluate the biochemical and histological changes of
the experimental model, and 36 rats were taken to determine the
incorporation of radioactivity by the groups. The rest of the animals
were divided into four subgroups. Each group, receiving a
supplementary diet with only long-chain polyunsaturated fatty acids
and/or nucleotides or neither, for 4 weeks. After four months of
thioacetamide, the incorporation of the [3H] arachidonic acid showed:
a)anincreased within 3 h in the intestinal mucosa, b) a decreased in
the liver after 3 to 5 h ¢) and a drastic decrease in the plasma after 3
to 5h. With a dietary supplementation of long-chain polyunsaturated
fatty acids and nucleotides combined, there was a decrease of
accumulate [3H] arachidonic acidin theintestine and aincrease in the
liverand plasma. The simultaneous supply of dietary polyunsaturated
fatty acids and nucleotides was beneficial in the reversal of
abnormalities of the lipid metabolism, in this experimental model of
liver cirrhosis.

Key words: Arachidonic acid, cirrhosis, liver, nucleotides,
polyunsaturated fatty acids, thioacetamide.

INTRODUCTION

Protein-energy malnutrition is often found in chronic liver
disease, especially in alcoholics. Recent studies on liver
cirthosis and nutrition have shown a specific nutritional
deficiency of long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA )(1-
4).

Changes in the PUFA profile of plasma in liver disease
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RESUMO. Influéncia dos nucleotideos dietéticos e acidos graxos
poliinsaturados na incorporacao de [3H] acido araquiddnico na
cirrose hepatica experimental. Os objetivos deste estudo foram
determinar: a) aincorporagiode [3H] 4cido araquidonico na mucosa
intestinal, figado e plasma, apés 1, 3 e S horas de administracdo da
emulsio radioativa, b) a incorporag@o preferencial em diferentes
tecidos e c) os efeitos do tratamento dietético, por quatro semanas,
com nucleotideos e 4dcidos graxos poliinsaturados, em ratos com
cirrose hepética induzida por tioacetamida. 209 ratas da raca Wistar,
foram divididas em dois grupos (controle ¢ TAA). O grupo TAA
recebeu a tioacetamida na concentracdo de 300 mg/L, dissolvido na
4guade bebida, por quatro meses. Apds este periodo, uma amostrade
6 animais de cada grupo foram sacrificados para confirmagdo das
mudangas bioquimicas e histolégicas, caracteristicas do modelo
experimental e trinta e seis animais foram utilizados para determinar
a incorporagdo do radiois6topo. O restante dos animais foram divi-
didos em quatro subgrupos. Cada grupo recebeu umadietasuplemen-
tada com 4cidos graxos poliinsaturados e nucleotideos, isoladamente
ou combinados. Apds quatro meses de tioacetamida, a incorporagao
do [3H] 4cido araquiddnico resultou em: a) aumentada reten¢io na
mucosa intestinal apds 3 h, b) reduzida retengdo no figado apés 3 e
5 horas, ¢) uma importante redu¢ao no plasma ap6s 3 e 5 horas. O
tratamento dietético com 4cidos graxos poliinsaturados e nucleotideos
combinados promoveu uma redugdo do [3H] 4cido araquidonico
acumulado na mucosa intestinal € num aumento da incorporagio no
figado e plasma. A suplementacdo simultdnea de dcidos graxos
poliinsaturados e nucleotideos dietéticos foi benéfica para reverter
anormalidades do metabolismo lipidico existentes, neste modelo
experimental de cirrose hepdtica.

Palavras chave: Acidos graxos poliinsaturados, dcido araquidonico,
cirrose, figado, nucleotideos, tioacetamida.

were for the first time, described in 1966 by Caren and Corbo
(5). Later on, Cabré et al (1) showed similar changes in human
cirrhosis, where low plasma levels of saturated fatty acids and
PUFA were found. The latter showing specific decreases in
the linoleic and arachidonic acid.

PUFA are the major components of structural lipids of
biomembranes and play a major and vital role in the
maintenance of fluidity and membrane integrity (6).
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There is an evidence to suggest that recognized PUFA
deficiency, particularly of arachidonic acid, may contribute to
the malfunction of various organs in liver cirrhosis, and as
such be detrimental to patients suffering from liver cirrhosis
.

The etiology of PUFA deficiency in liver cirrhosis is not
fully understood, though there are various hypotheses such as:
decrease in food intake, malnutrition, dysfunction hepatic and
malabsorption (2,8,9).

The PUFA intracellular metabolism has been extensively
studied. The way PUFA traverses the plasma membrane to
enter the cells has been described as a dual mechanism i.e. the
facilitated and simple diffusion (10,11). On the other hand
little has been learned about PUFA uptake and intracellular
metabolism in liver cirrhosis.

Recently, in an experimental study we have suggested that
a 2 weeks diet on long-chain polyunsaturated fatty acids,
could attenuate the fatty acid deficiency in liver cirrhosis (3).
But we failed to show the positive effects of dietary treatment
with PUFA, over a 2 weeks period, on human cirrhosis
(unpublished data).

Studies have shown the beneficial effects of nucleotides as
modulators on the both lipoprotein metabolism (12,14) and
intestinal and hepatic synthesis of desaturases (15,16), as well
as, tissue regeneration in liver cirrhosis (17,22), but the effects
of PUFA intracellular metabolism on liver cirrhosis is still
unclear.

Based on the above, we decided to investigate the PUFA
intracellular metabolism, and its effects on an experimental
model of liver cirrhosis, that assimilates human cirrhosis (2),
when introduced in a diet with nucleotides.

The purposes of this study were to: a) determine the
incorporation of [3H] arachidonic acid inthe intestinal mucosa,
liver and plasma after a time period of 1, 3 and 5 hours, b) to
examine whether there was a preferential incorporation by
different tissues, ¢) and finally to examine what effects, after
a 4 weeks period, a dietary supplementation of long-chain
polyunsaturated fatty acids and nucleotides has on the
incorporation of [3H] arachidonic acid in different tissues.

MATERIALS AND METHODS

Animals

209 adult female Wistar rats (Fundagdo Oswaldo Cruz-
Brazil), were kept in wire bottom cages, in amean temperature
of 22°C and a light dark cycle of 12 h. All animals received
humane care throughout the experiment, and all protocol in
accordance with institutional guidelines for animal research
was followed.

Experimental design
Initially, the animals were divided in two groups: a control
group and a tioacethamide-treated group (TAA-group). The

initial weight was 135,70 +4,37 vs. 137,88 43,85 g (mean +
SEM) to control and TAA-group, respectively. There was ng
significant difference in body weight between two groups.

The control group received just water, and the TAA group
received, ad libitum, water with 300 mg of thioacetamide/L
for a period of 4 months, according to the procedure set out in
Moreira et al (2).

Both groupsreceived astandard chow diet (A.F.GUANDU-
Brazil). During 4 months, the body weight was measured
twice a month.

After 4 months of treatment, and an extra 3 days without

"TAA (in order to reduce the acute effects of TAA), six rats

from each group were taken for examination. The samplesrats
were anesthetized with diethyl ether and decapitated, so the
biochemical parameters and histological changes could be
evaluated.

Blood samples were taken from the samples rats for
analysis. The samples were collected in heparinized and
sodium citrate tubes, then centrifuged, to separate the plasma
from the cells and determine the prothrombin time, at 1500 x
g for 10 minutes.

Later 36 rats were taken (18 from each group). Each rat
received 1 mL of the radioactive emulsion, applied
intragastrically through a polyvinil tube, under a light anesthetic
(ether diethyl), and then 6 samples rats were chosen at 1, 3 and
5 hours intervals and decapitated after as per Hjelte et al (23),
but with slight modifications i.e. in the time intervals of the
sacrifices.

The rest of the rats in the TAA and controlled groups, were
divided into 4 subgroups, each group was given a separate diet
over a 4 weeks period, as follow: a semi-purified diet (SP)
containing: 23% protein (calcium caseinate), 64,6%
carbohydrates (cellulose 5%, sucrose 14,9%, corn starch
44,6%) and 7% fat (66% olive oil, 23% soy oil, 11% medium-
chaintryglicerides), plus other minerals and vitamins according
the international standards (ILAR)24, or a polyunsaturated
fatty acids diet (SP+PUFA) containing the SP diet plus 6% fat
and extra 1% polyunsaturated fatty acids (a concentrate fish
oil (Denmark) with 18% Eicosapentaenoic acid (EPA), 12%
Docosahexaenoic acid (DHA) and 5% others PUFA was used
as source of n-3 PUFA), or a nucleotides diet (SP+NT)
containing the SP diet plus 50 mg each of (AMP, IMP, CMP,
GMP and UMP) per 100 g of diet or PUFA+nucleotide diet
(SP+PUFA+NT) containing a combination of SP diet plus
PUFA and nucleotides. The fatty acid composition of the diets
can be seen in Table 1.

Throughout the dietary treatment, food intake was measured
on a daily basis. The weight, however, was monitored on a
weekly basis.

After four weeks the rats were submitted to the same
procedure mentioned above (23), and then a selected number

were decapitated at intervals of 1, 3 and 5 hours.
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TABLE 1
Fatty acid composition of dietary lipids

Fatty acid (%) SP  SP+PUFA  SP+PUFA+NT SP+NT
TSFA 32,88 25,08 23,75 32,88
IMUFA 46,43 54,14 55,94 46,43
C18:26 14,30 12,40 12,20 14,30
J18:3n-6 0,45 0,36 0,38 0,45
C20:2n-6 0,52 0,34 0,06 0,52
C20:3n-6 0,24 027 0,15 0,24
C20:4n-6 0,35 0,32 0,38 0,35
C22:1n-6 0,52 0,39 0,38 0,52
C22:4n-6 1,10 1,09 1,10 1,10
C24:1n-6 1,57 0,36 0,06 1,57
SPUFA n-6 19,05 15,53 14,33 19,05
Cl18:3n-3 2,72 1,61 1,51 2,72
Cl18:4n-3 0,25 0,26 0,28 0,25
€20:5n-3 027 - 220 2,20 0,27
C22:6n-3 0,35 1,42 1,76 0,35
$PUFA n-3 3,59 5,49 5,75 3,59
IPUFA>20Cn-6 4,65 . 2,77 2,13 465
$PUFA >20Cn-3 0,62 3,62 3,96 0,62

Results are expressed as percentages in 100 g of dietary lipids

Preparation of radioactive emulsion

The labeled arachidonic acid (AA) {5,6,8,9,11,12,14,15-
3H}(50 uCi) was obtained from DU PONT (USA). The
radioactive emulsion was prepared as follows: a 10% (v/v)
trioleinemulsion, was obtained by mixing 0,5 mL triolein with
4,5 mL NaCl containing 1,0% (w/v) arabic gum. The mixture
was subjected to ultrasonic waves for 3 minutes at 30 second
intervals. The [3H] arachidonic acid was added to achloroform
solution containing 1,0 mg egg phosphatidylcholine. The
solution was dried using nitrogen and then dispersed
immediately in 2,0 mL NaCl (0,9%) and added to 12,5 mL of
the triolein emulsion.’

The radioactivity of samples was tested by using the
BECKMAN liquid scintillation spectometer, and measured in
dpm. An aliquot of the radioactive substance was used as
standard in these experiments. The results are expressed as
percent incorporation into 0,5 g of tissue.

Lipids analysis

Plasma and dietetic lipids were extracted using the Lepage
& Roy method (25). Lipids from other tissues were extracted
using the Stansbie et al method (26). The dietetic fatty acid
composition was quantified by capillary gas-liquid
chromatography using a PERKIN ELMER AUTOSYSTEM
tC_hromatograph (USA)equipped witha30-m SP-2330 column,
ilm

thickness 0,20 pm (0,25 mm ID). The injetor and detector
weresetat 250and 300°C, respectively. Initial oven temperature
was 170°C and raised at a rate 2°C/min to 210°C and then
Maintained for 30 minutes. Helium was used as carrier gas
with a flow rate of 1:5 mL/min. As internal standard heptanoic
acid (C17:0) was used.

Biochemical analysis

Plasmatryglicerideslevels were determined using the Soloni
method (27) and acommercial kit from BIOCLIN (Brazil). Total
cholesterol using the BOERINGER kit (USA). Aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)
were determined using the Reitman and Frankel method (28) and
acommercial kit from BIOLAB (Brazil). Alkaline phosphatase
was determined using the Roy method (29) and acommercial kit
from ANALISA (Brazil) and prothrombin time was determined
using the BIOCLIN kit (Brazil).

Histology :

After the animals were killed, the livers were removed
immediately. Samples were taken from the left lobe for
analysis with light microscopy. The tissues were fixed in a
solution of formaldehyde, acetic acid and methanol (10%,
10%, 80%) respectively, then dehydrated in ethanol, cleared
inxylene and embedded in paraffin. The sections were stained
with hematoxylin and eosin (HE) and Massons trichrome and
examined under a Leitz Dialux microscope (Germany).

Statistical analysis

All results are expressed as a mean = SEM. We used the
Student s unpaired ¢ test to compare the data from the different
experimental groups, and the one way ANOVA and Ducans
test to compare the mean values overall.

RESULTS

The mortality rate for the thioacetamide (TAA group),
which was introduced orally in the drinking water, was 4%.
Theliver, after 4months of TA A showed all the characteristics
of hypertrophic nodular cirrhosis i.e. nodular surface, firm in
texture and yellowish in color. There were also signs of
induced fibrous septa, inflamatory cell infiltration of the portal
tract and ductular proliferation. (Fig 1A and 1B).

During the 4 weeks of the supplementary dietary treatment,
the average food intake was lower in the TAA-group than
control group (Table 2). The TAA subgroups lost a lot of
weight compared to the control subgroups, and even with the
supplementary dietary treatment, none of the TAA subgroups
recovered their full body weight. The final average weight was
299,27+1,67 vs. 237,69+1,39 (mean+SEM) to control and
TAA-group, respectively (p< .001).

Table 3 presents the biochemical results. TAA treated rats
without the supplementary dietary treatment had a higher
concentration of plasma cholesterol and lower concentrations
oftriglycerides. There was asignificantchange in transaminase
AST activity compared with the control group, but the
transaminase ALT showed little variation. The alkaline
phosphatase activity and prothrombin time were significantly
higher in the TAA group.



FIGURE 1
Light microscopy after four months of thioacetamide
administration. 1(A) control group (HE x 10). 1(B) Fihrous
septa, inflamatory cell infiltration of the portal tract and
ductular proliferation are visible in the group treated with
thioacetamide (Masson x 10)

TABLE 2

Dietary intake during four weeks of supplementary treatment

Diets CONTROL TAA-group
SP 17,47+0,36 15.7710.33 **
SP+PUFA 16,64+0,36 16,66+0,30 NS
SP+PUFA+NT 17,59+0,47 15,8610,36*
SP+NT 20,03 +0,52*** 16,3710,32 **

Results are expressed as mean +SEM

Abbreviations: semi-purified diet (SP), semi-purified plus \%
polyunsaturated fatty acids diet (SP+PUFA). semi-purified plus
polyunsaturated fatty acid and 50mg7rnucleotides diet (SP+PUFA+NT).
semi-purified plus 50mgi?- nucleotides diet (SP+NT)

Comparisons between control vs. TAA-group were made by Unpaired
Student’s test NS (no significant)

*><.05 **p< .001

Comparisons among mean values were made by one-way ANOVA
and a posteriori Ducans test

***[>< 05

TABLE 3

Plasma parameters after four months of thioacetamide
administration

Parameters CONTROL TAA
C110 (mg/dl) 47.77+2,25 68,59+4,77*
TG (mg/dl) 25.86+£3.59 23.20+£0.47 NS
AST (UI/L) 42,92+! ,65 127,30+35.84*
ALT (UI/L) 5.86+2.02 9,37+l 61 NS
AP (UI/L) 31,38+0.90 48,45 +0.91**
PT (s) 2,74+0,12 5,02+0.03**

Results are expressed as mean +SEM. A total of 6 Control and 6TAA
animal were used of each parameter.

Abbreviations: Cholesterol (CHO), triglycerides (TG), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline
phosphatase (AP), prothrombin time (PT)

NS (no significant)

*p< .05 ** p< .001

The recovery percentage of j-“H] arachidonic acid in
intestinal content in the TAA group was lower than the control
group after 1and 3 h. respectively (Table 4).

TABLE 4
Percentage of recovery of [3H] arachidonic acid in intesti-

nal content after 1. 3 and 5 hours

Group 1h 3h 51
Control 0,46910.06 1.1310,44 0,39510,05
TAA 0,13710,02* 0.33210,05 NS 0,35010,15 NS

Results are expressed as mean +*SEM

Comparisons betw een control r.v.TAA group were made by unpaired,
Students t test.

NS (no significant)

*/x.001 reading in dpm

The TAA-group showed a significant difference in the
incorporation of [3H] arachidonic acid at 3 h stage with an
overload in the intestinal mucosa. Though the trend continued
until the 5 h, but the difference was no longer significant.

In the liver specimens of the TAA group there was a
decrease in the radioactive levels. One striking feature was a
significant decrease in the proportion of [3H] arachidonic acid
found in the plasma at the 3 and 5 stages (Table 5).

After four weeks on the dietary supplementation of PUFA
and nucleotides, there was an apparent change: The TAA
subgroups showed different levels of incorporation of [3H]
arachidonic acid in the intestinal mucosa. At the 1h stage the
incorporation was significantly higher in the TAA subgroups
treated with semi-purified diet (SP) and semi-purified plus
polyunsaturated fatty acids diet (SP+PUFA). After 3 h, only
the polyunsaturated fatty acids and nucleotides diet
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(SP+PUFA+NT) showed a significantly lower level of
radioactivity retained in the intestinal mucosa when compared
with other subgroups. This was confirmed in the control

subgroups as well. Atthe 5 h stag there was an increased level
of incorporation in all TAA subgroups including the
SP+PUFA+NT subgroup (Fig. 2).

TABLE S
Percentage of incorporation of [2H] arachidonic acid in the intestinal mucosa. liver and plasma after four

months of thioacetamide

Tissue CONTROL TAA

th 3h 5h lh 3h 5h
Intestinal
Mucosa 6.54+1.6 3.80£1,5 2,58+0.4 5.76£095 NS 8.89+0,69* 3,58%1.13NS
Liver 1,04+0,5 0.08+0,01 0,1620.06 1,661+0,39 NS 0,06+0,01N3 0,07£0.05NS
Plasma 0,48+0.07 0,9110,007 1,15+0,004 0,2310.,05NS  0.3630,04* 0,51 £0 .02*
Values are means +SEM * p<.001
reading in dpm

FIGURE 2 FIGURE 3

Percentage of incorporation of [3H] arachidonic acid in the
intestinal mucosa after dietary treatment for 4 weceks.
*p<.001* * p<.0S
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The liver showed a significantly higher incorporation of
[*H] arachidonic acid occurred in the TAA subgroups treated
}Wth SPand SP+PUFA diets. After 3 h, there was asignificant
Increase of incorporation in all TAA subgroups, especially
those treated with nucleotides (SP+NT) and (SP+PUFA+NT)
diets (Fig. 3).

Percentage of incorporation of [3H] arachidonic acid in the
liver after dietary treatment for 4 weeks. *p<.001* * p<.05
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Results from the radioactivity in the plasma showed the
importance of the dietary supplementation in the TAA group.
After the 3h period all dicts showed a higher incorporation of
{3H] arachidonic acid in the plasma of the TAA group,
especially in the (SP+PUFA+NT) subgroup. Though this
level was only maintained by the SP+NT and SP+PUFA+NT
subgroups until the 5 h stage (Fig. 4).
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FIGURE 4
Percentage of incorporation of [3H] arachidonic acid in the
plasma after dictary treatment for 4 weeks. *p<.001* *
p<.05
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DISCUSSION

Ourresults have shown that the liver damage caused inrats
by chronic TAA intoxication resembles human cirrhosis, in
both its biochemical and morphological form as seen in
previous studies (2,30,31).

Thisexperiment with labeled fatty acids, revealed important
differencesinthe metabolism of[3H] arachidonic acid between
the TAA-treated and control rat groups.

The proportion of radicactive material recovered from the
intestinal content after 1h in the TAA group was significantly
lower than the control group, and continued to be so until the
3 hstage. One reason for this, though it is by no means certain,
could be the difference in the gastric emptying time between
the two groups.

In addition, we noted a market difference in the proportion
of [3H] arachidonic acid in the intestinal mucosa and plasma.
A pronounced accumulation of radioactivity was observed in
the intestinal mucosa at the 3h stage. On the other hand, the
recovery of [PH] arachidonic acidin the plasma was significant
decrease after 1, 3 and 5 h stages. ‘

Previous studies have shown an abnormal retention of
orally orintravenously administred labeled fatty acid in intestine
of rats with essential fatty acid deficiency (32,33).

It is well established that under normal conditions, lOng.
chain fatty acids are absorbed as esters, mainly u‘iacylglicerols
(TG) and integrated as very low dense lipoprotein (VLDL)'
viathe lymph (34). Fat absorption may be impaired because of
defective secrction of the absorbed lipids, making thep
accumulate intraccllularly as triacylglicerol (33).

Thereisevidence of the existence of subnormal intraluming)
concentrations of bile salts in liver cirrhosis (34). It is now
knew that bile salts are important not only to lipid solubility
but also, to act as an intracellular modulators of the
monoacylglycerol pathway in intestinal mucosa (35). It is
possible that the retention of radioactive material under oyr
experimental conditions, was due to impaired absorptive and
metabolic conditioning (36,37).

Theresults of our experiment on model liver cirrhosis, has
confirme previous observations that there is a preferential
transitory incorporation of arachidonic acid in the intestinal
mucosa, evidenced in special conditions as in the essential
fatty-acid deficient rats (23) and from secondary effects of
ethanol (38).

The 4 weeks dietary treatment revealed changes in the
incorporation of [3H] arachidonic acid into the intestinal
mucosa. The noteworthy observation was that the semi-
purified plus polyunsaturated fatty acids and nucleotides diet
(SP+PUFA+NT) promoted a decrease in the retention time of
[3H] arachidonic acid in the intestinal mucosa of the TAA-
group after 3 h but not after 5h, whereas the SP, SP+PUFA or
SP+NT had no such effect.

The most striking result of this study was the significantly
high recovery of [3H] arachidonic acid in the plasma after 3
and 5 h periods in the TAA-group fed with SP+PUFA+NT,
even in presence of high intestinal retention of radioactive
material.

Previously Jenkins et a/ (39) described in liver cirrhosis,
that the abnormalities of absorption capacity via the lymphcan
lead to a probably additional portal absorption of unesterified
PUFA.

Some authors have quantified the portal venous flow of
different fatty acids and found that polyunsaturated fatty aciQS
arc partially absorbed in the portal blood, but this route 15
relatively minor one under normal conditions (40.41).

Based on the our results, its conceivable to suggest that
under these experimental conditions can there is a compensatory
portal absorption, at least in part, due to the intraluminal bile
salts deficiency.

In the current study, we have clearly demonstrated that the
low plasma levels of PUFA in liver cirrhosis, at lcastin part
can be explained by disturbances in the absorption and
metabolic qualities of the intestinal mucosa. These disturbances:
however cannot be normalized with a nutritionally adSQPaw
diet, butcan be attenuated with modulators of lipid metabolism
such as nucleotides (42).

Further investigation nced be conducted to establish the



mostefficientdoses of dietary supplementation, and period of

treatment, and whether dietary nucleotides and PUFA
combined might have a therapeutic effect on human cirrhosis.
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RESUMEN. Con el objeto de determinar la disponibilidad in vitro
dl hierro en el arroz blanco fortificado con este mineral y el efecto
mhibitorio del 4cido fitico presente en el salvado en cantidades
semejantes a las que se puede encontrar en el arroz integral ,se
analizaron muestras de arroz comercial blanco fortificado con hierro
dectrolitico (ABF) y arroz simil integral fortificado. Este se logré
mediante mezclas de ABF més salvado de arroz en concentraciones
3¢ 4.76% y 9.09% en las muestras ABF2 y ABF3 respectivamente.
Antes y después de ser sometidas a una hidr6lisis con fitasa se
determiné: Hierro total por espectrofotometria de absorcién atémica,
disponibilidad del hierro por el método in vitro de Kapsokefalou y
Miller modificado por Valencia y col. , fibra dietaria y 4cido fitico
segin AOAC. Los resultados mostraron que el agregado de salvado
deprimi6 la disponibilidad del hierro, 9,65%; 4,04%; y 1,82% para
ABF, ABF2 y ABF3 respectivamente. Estos resultados pueden
anbuirse en su mayor parte al contenido en 4cido fitico, ya que
Jespués de su hidrélisis se obtuvieron valores maximos no
significativamente diferentes de 28,20%; 27,95%y 25,30% paralas
mismas muestras. El contenido de fibra de las muestras disminuyé
con el tratamiento con fitasa en las muestras ABF2 y ABF3,
respectivamente. Sin embargo de acuerdo al andlisis de regresion
miltiple realizado, la fibra no influirfa en los resultados mientras que
¢l ido fitico serfa el responsable principal de la inibicién de la
disponibilidad del hierro. Se concluye que en el arroz integral a pesar
& su mayor contenido en hierro con respecto al arroz blanco,
requeriria un nivel de fortificacién més elevado que éste debido a su
mayor contenido de 4cido fitico .

Palabras clave: Arroz, 4cido fitico, arroz fortificado con hierro,
disponibilidad del hierro.

INTRODUCCION

Larecomendacién de aumentar la ingesta de fibra esuna
de las mds difundidas en las dos dltimas décadas .y aceptadas
:11 ;dasu todos los paises con el fin de mantener o mejorar la

Upa de las fuentes de fibra que ha cobrado mayor popula-
ndad s la de los cereales. Con ese fin se dispone de granos
eleros o integrales, que contienen alrededor de 3,60 a 13,50g
de fibra por 100g, o sus tegumentos externos, pericarpio y
ﬁb::o;& conocidos como salvados, con concentraciones de

¢ alrededor de 19 a 42g por 100g. Los productos més
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SUMMARY. In vitro assessment of iron availability on fortified
rice. Cereals are rich in fiber but also in phytate which is considered
the principal inhibitor of mineral availability. On this basis, iron
availability of fortified rice, and the inhibitory effect of bran phytate
was studied in: white rice fortified with electrolytic iron (ABF) from
commercial origin; and mixtures of ABF plus 4,76% and 9,09% of
rice bran (ABF2 and ABF3 respectively) to simulate brown rice.
Samples were analysed before and after phytic acid hydrolysis with
phytase: Dietary fiber and phytic acid were assessed according
AOQAC,; iron availability, expressed as dialisable iron by the in vitro
method of Kapsokefalou and Miller modified by Valenciaetal.;iron
content was assessed by AAS. Results showed that added bran
depressed iron availability, 9,65%; 4,04% and 1,82% as expected
(ABF, ABF2 and ABF3 respectively). After phytic acid hydrolisis
iron availability reached 28,20%; 27,95% and 25,30% for the same
samples. These values were not different. After phytic acid hydrolisis,
fiber content of ABF2 and ABF3 were lower than before. However
multiple regression analysis of the data showed that fiber had not
influence on iron availability and that phytic acid would be the
principal responsible of it. These results indicate that brown rice
should have a higher level of iron fortification than in white rice or
be combined with other foods that improve iron availability as meats,
vegetables or fruits.

Key words: Rice, phytic acid, iron fortified rice, iron availability.

pulidos y refinados contienen una menor concentracién, 1,50
a 6,50g por 100g , Sin embargo, pueden aportar cantidades
significativas en funcién de su peso en la dieta (1-3).

Se ha sefalado que la fibra aparte de sus efectos beneficio-
sos, podria disminuir el aprovechamiento de los minerales (4-
6). Sin embargo estudios mads recientes llevados a cabo in
vitroy enhumanos, sefialan a los fitatos como alos principales
causantes de la disminucién de la biodisponibilidad del hierro
y cinc de los alimentos (7-13). El 4cido fitico posee una fuerte
capacidad quelante con cationes multivalentes, especialmen-
te diy trivalentes como hierro, cinc, calcio y cobre con los que
forma complejos insolubles apH cercano ala neutralidad. La
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disminucién de la absorcién de hierro que produce el consu-
mo de dietas con elevado contenido de 4cido fitico puede ser
eliminada cuando la dieta contiene suficiente cantidad de
componentes que estimulan la absorcién contrarrestando el
efecto inhibidor del 4cido fitico, tales como el 4cido ascérbico
y la carne (14).

El arroz integral es uno de los cereales cuyo aporte de
fibra es mas significativo, teniendo en cuenta la fraccién
importante que representa en las dietas de pafses con gran
consumo. Pero a su vez su contenido en 4cido fitico es mayor
que el del arroz blanco o pulido debido a que en los cereales,
los fitatos se concentran en los tegumentos externos junto ala
fibra.

En cuanto al contenido de hierro, el arroz blanco aporta
escasamente 0,5 mg por 100g (1), lo que justifica su
enriquecimiento por el agregado de hierro elemental hasta
7mg/100g, como suele realizarse en la prictica en nuestro
pais. El arroz integral no se fortifica, puesto que contiene més
hierro de forma natural, 1,4 mg/100g (1), sin embargo la
presencia de una mayor cantidad de 4cido fitico reducirfa su
aporte efectivo de manera tal que posiblemente también
mereceria ser fortificado.

Este trabajo se ha realizado con el objeto de determinar la
disponibilidad in vitro del hierro en el arroz blanco fortificado
con hierro electrolitico y el efecto inhibitorio del dcido fitico
presente en el salvado en cantidades similares a las que se
puede encontrar en el arroz integral.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

A muestras de arroz blanco fortificado con hierro de
origen comercial, y con cantidades crecientes de salvado se les
determiné el hierro dializado antes y después de haber sido
sometidas a unahidrélisis enzimdticadel 4cido fitico. También
se analiz6 el contenido de 4cido fisico, fibra y hierro para
relacionarlos con la disponibilidad de este ultimo.

Materiales

Se emplearon muestras de los siguientes materiales:
Arroz blanco (grano largo) fortificado con hierro electrolitico
(70% de particulas < 201L), de origen comercial (ABF).

Arroz integral fortificado: como este producto no se
encuentra en el comercio se prepararon mezclas de ABF con
dos niveles de salvado de arroz del mismo origen

ABF2 :
ABF3:

10 g de ABF + 0,5g de salvado
10 g de ABF + 1gde salvado

Al expresar como porcentaje el contenido de salvado en
las mezclas, las muestras ABF, ABF2 y ABF3 contenian 0%;
4,76% y 9,09% respectivamente.

Las mezclas se prepararon para cadaunade las determin,,
ciones de modo de asegurar una distribucién homogénca .
los componentes.

El salvado contenia: 30,45g de fibra; 10 mg de hierro, |
5,96 g de 4cido fitico por 100g. '

Tratamiento de las muestras: Las muestras de arro,
fueron molidas en un molinillo doméstico (Moulinex) provi.-
to de cuchilla de titanio. Las mezclas ABF, ABF2 y ABJ:
fueron cocidas en agua desionizada de acuerdo ala proporcien
arroz:agua (1:2,5) aconsejada por la firma comercial, a 250
enuncalentador Heindolph MR 2002, hasta consumicién tota]

del agua .

Métodos ,

- Hierro total, por absorcién atémica previa mineralizacion
en mezcla HNO3-HC104 (60:40). Se determin6 en ¢l
salvado y en las muestras ABF, ABF2 y ABF3 . En la
muestras con hidrélisis enzimatica no se consider6 nece-
sario debido a que el aporte de hierro de la solucién de
fitasa es insignificante. Las determinaciones se hicieron
por quintuplicado

- Fibra dietaria total, de acuerdo al método AOAC 98529
(15). Los valores obtenidos fueron corregidos, por su
contenido de almid6n residual , de manera tal que repre-
sentaran dnicamente al material que forma parte de las
paredes celulares (16). Para ello, el residuo obtenidoen la
determinaci6n de fibra fue gelatinizado con agua (100°C.
20 min.), tratado con KOH 2M, e incubado con
amiloglucosidasa (pH 4.75, 60°C, 30 min.)., filtrado.
secado y luego pesado. Los andlisis se hicieron por tripl-
cado

- Acido fitico, segiin el método AOAC 966.11 (15).Para
ello se extrajeron las muestras (10-11g) con 200 mli de
4cido clorhidrico al 2,4%.

- Hidrdlisis del 4cido fitico. La muestra cruda de ABF

(10g), fue suspendida en 25 ml de agua desionizada ¢
incubada (15h, pH 5,5 255°C) con 60 mg de fitasade trigo
(Sigma P 1259)  en un bafio de agua con agitacion
continua.
Debido al mayor contenido de 4dcido fitico de las muestras
ABF2 y ABF3, para poder hidrolizarlo fue necesario
activar la fitasa endGgena ademds de agregar posterior-
mente fitasa de trigo (10), en mayor cantidad que pard
ABF. Para ello, las muestras se suspendieron en 25 ml de
agua desionizada, se incubaron a pH 5.5, 24 horas a
temperatura ambiente, con agitacién constante; se agrega-
ron 80 mg de fitasa y se aplicaron las mismas condiciones
de incubaci6n que las empleadas con la muestra ABF.
Para frenar la actividad enzimdtica, todas las muestras una
vez hidrolizadas se sometieron a un cocimiento en las
condiciones sefialadas anteriormente. Los anlisis se hi-
cieron por triplicado.
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Disponibilidad del hierro, segiin el método de M.
Kapsokefalou y D. Miller (17) modificado por M.E.
Valencia y col. (18). A las muestras (10-11 g), se les
agreg6 4cido clorhidrico 6N de manera tal de obtener 100
g de una suspensién homogénea de pH 2 que a continua-
cién se incub6 con 3,2 mL de una suspension de pepsina
(Sigma P-7000) en 4cido clorhidrico 0,1 N (4 g: 100 mL)
a 37 °C durante dos horas, con agitacion.

Dos alicuotas de 15 g del digerido pepsinico se vertieron
cn recipientes en los cuales se habfa colocado previamente
holsas de didlisis (Spectrapore, cut-off de peso molecular
6000-8000) que contenian 18,75 mL de solucién tampén
PIPES (sal disédica del 4cido piperazine-N, N-bis2 etano
sulfénico; Sigma P-3768) 0,5 M pH 6.3. Las muestras se
incubaron en baiio de agua a 37°C con agitacién hasta que el
digerido alcanzé pH 5. Luego se agregaron 3,75 mL de una
mezcla de 0,5g de pancreatina porcina (Sigma P-1750) y 3g
de bilis (Sigma B-8631) en 250 mL de NaHCO3 0,1 Ny se
incubaron durante 90 minutos més. El pH de la solucién
tampén PIPES a utilizar fue establecido tras ensayos previos
sobre 1a matriz alimentaria en estudio hasta obtener un pH
final de 6,240,1 al final de la segunda incubacién.

Se retiraron las bolsas de diélisis, y sus contenidos se
llevaron a un volumen de 25 mL con agua desionizada. El
hierro dializado se midi6 directamente por absorcién atémica.
Elhierro total se midi6 sobre tres alicuotas de 5 g del digerido
pepsfnico mineralizados con 10 mL de una mezcla
nitroperclérica (60:40). Simultineamente se leyeron blancos
de reactivos.

Como hierro disponible in vitro se considera al hierro
dializado que se obtuvo de la relacién:

D
% hierro dializado = x 100
P x F
Donde
D = Hierro dializado ( g )
P = Peso de la muestra digerida ( g )
F = Hierro total en la muestra digerida ( g )

Los andlisis se realizaron por triplicado

Anilisis estadistico

Los valores medios de contenido de fibra, 4cido fitico y la
disponibilidad del hierro se compararon mediante el an4lisis
de varianza de un factor (ANOVA). Para los tests a posteriori
se utilizé el test de comparaciones miiltiples de Tukey-
Cramer.

Para establecer la relacién entre la disponibilidad del
hierro y el contenido de fibra y de 4cido fitico,se ajust6 un
modelo de regresién multiple. A continuacién, con los valores
promedios correspondientes, se calculé la recta de regresién
que relaciona al logaritmo del % de hierro dializable con el
principal agente inhibitorio.

Los estudios estadisticos se realizaron mediante el paque-
te estadistico SPSS 7 (19).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra el contenido de hierro, fibra y
4cido fitico en el arroz con distintas cantidades de salvado
antes y después de haber sido sometidos a la incubacién con
fitasa.

TABLA 1
Contenido de hierro, fibra, 4cido fitico, y disponibilidad
del hierro en las muestras de arroz antes y después de la
hidrélisis con fitasa.

Muestras Hierro Fibra Ac. fitico Hierro diali-
mg/100g g/ 100g mg/100g  zable %

ABF 6,81£1,761 1,50+0,06a 325+59a  9,65+1,62°

(Salvado: 0%) .

ABF + fitasa -—— 1,5240,04a ND 28.2042,60d

ABF2 7.14+1,15 2,84+0.09b 560+46b 4,04 £1,10b

( Salvado: 4,76%)

ABF2+ remojo

+ fitasa —_— 2,3240,18c 22%12¢c 27,95+2,70d

ABF3 7,8010,91 4,39+0,02d 671+27d 1,82+0,28¢

( Salvado: 9.09%)

ABF3 +remojo

+ fitasa 3,7840,03¢  28+16¢ 25,304£7.40d

1 : Valor promedio * DS. Los resultados se expresaron en base himeéda(l1g
/100g)

ND: No detectable

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los valores
(p >0,05).

La concentracién de hierro en ABF, 6,81 mg/100g, com-

" prende el contenido natural de hierro del arroz blanco pulido,

0,24 mg /100g, valor determinado en otras muestras de ese
tipo de arroz, mds la fortificacién con hierro electrolitico
realizado en el establecimiento elaborador. En las muestras
ABF2y ABF3aument6 ligeramente en funcién del contenido
de hierro del salvado agregado, 7,14y 7,80 mg /100g, respec-
tivamente.

Como era de esperar, la concentracién de fibra determina-
da en ABF, 1,50 g/100g, aument$ significativamente por el
agregado de salvado alcanzando valores de 2,84 y 4,39 g/100g
en ABF2 y ABF3 respectivamente. Cuando se realizd el
tratamiento enzimadtico para hidrolizar al 4cido fitico, 1a con-
centracién de fibra no vari6 en la muestra ABF (p>0.05). En
las muestras a las que se les agregé salvado, la fibra disminuy6
significativamente (p<0.001) un 18% y un 14% para las
muestras ABF2 y ABF3 respectivamente.

La concentracién de 4cido fitico también aument6 en
ABF2y ABF3 por el aporte realizado por el salvado, llegando
a valores de 560 y 671 mg/100g para las muestras ABF2 y
ABF3 respectivamente.
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Los resultados de la incubaci6n con fitasa mostraron que
las condiciones empleadas en la muestra ABF, que contenfa
325 mg /100g, fueron Sptimas ya que la hidrélisis del 4cido
fitico fue total. En las muestras con mayor cantidad de 4cido
fitico, a pesar de haber activado a la fitasa endégena con una
incubacién previa y de haber agregado una mayor cantidad de
fitasa de trigo quedd un residuo de 22 y 28 mg /100g en las
muestras ABF2 y ABF3, respectivamente. El hierro dializable
disminuyé en forma significativa (p< 0,05) a medida que
aumenté la presencia de salvado, de manera tal que los
resultados obtenidos fueron 9,65 %, 4,04 %y 1,82 % del hierro
total para ABF, ABF2 y ABF3 respectivamente, con con-
centraciones de 4cido fitico que variaron entre 325 y 671 mg/
100g.

La hidrdlisis del dcido fitico produjo notables incremen-
tos del hierro dializable lo que permitié comprobar su efecto
inhibitorio. Se obtuvieron valores semejantes (p>0,05) de
hierro dializado en las muestras que fueron sometidas a
hidr6lisis con fitasa, 28,20%, 27,95%, y 25,30% para los
arroces ABF, ABF2 y ABF3 con concentraciones de dcido
fitico que oscilaron entre Oy 28 mg/100g.

El andlisis de regresién miiltiple entre los valores de
disponibilidad del hierro y las concentraciones de fibray dcido
fitico dio la siguiente ecuacién

y= 1,557 - 0,045 x1 - 0,0015 x3 12 =0,90
donde

y =log. hierro disponible ( % ),

x1 = Fibra(g/100g) y

x2 = Acido fitico (mg/100g)

Laregresién resultd altamente significativa (p<0,001). El
coeficiente correspondiente alafibra no fue significativamente
diferente de O (p >0,25), por el contrario el coeficiente que
corresponde al 4cido fitico fue altamente significativo
(p<0,001). El modelo explica que €1 89% de la variacién de la
disponibilidad del hierro se debe al 4cido fitico.

En la Figura 1 se puede observar la recta estimada que
describe larelacién entre el logaritmo del porcentaje de hierro
dializado y la concentracién de 4cido fitico, que responde a la
ecuacion:

Log hierro dializado (%) = 1,47 - 0,0017 4cido fitico ( mg/ 100 g)
2~
r< =098 .

La regresion resulté altamente significativa (p<0,001).
DISCUSION

Los granos de cereales son particularmente ricos en dcido
fiticoy éste constituye mds del 80% del fésforo total. Lamayor
concentracién se encuentra en los tegumentos externos,
pericarpio y aleurona. En el arroz, el 4cido fitico presente en
el salvado, representa el 80% del total (20).

FIGURA 1
Variacién del logaritmo del hierro dializado en funcign
de la concentracién del 4cido fitico (valores promediog,
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Lacantidad de tegumentos que queda en el grano y que es
reflejado en el valor de fibra, varfa aiin para el arroz blanco,
de acuerdo a la tecnologia y a la variedad de arroz como asi
también con el método utilizado para la determinacién de
fibra. Asies que paraelarrozintegral se encuentran en laTabla
de composicién de alimentos del Reino Unido valores entre
1,9y 3,8 g/100g segin se hayan determinado por el método
de Englyst o el de Southgate (1) y 2,27 g/100g en las Tablas
de composicién de alimentos de Alemania (2); mientras que
para el arroz integral nacional se obtuvo un valor de 5,37 ¢/
100g por el método de AOAC 985.29, que pas6a4,14 g/100g
cuando se corrigié por el almidén residual (16). Luego las
mezclas disefiadas para simular arroz integral fortificado
ABF2 y ABF3, cubririan los posibles niveles de fibra en el
arroz integral. -

Paralelamente al contenido de fibra, varia la cantidad de
4cido fitico encontrandose valores para arroz blanco de 84 -
120mg/100g(9)y 270mg/100g (21); paraarrozintegral 565mg/
100g (9) y 890mg/100g (2). Los valores determinados en las
muestras que simulaban arroz integral alcanzaron niveles
dentro del rango previsto.

Este trabajo contribuye a demostrar el efecto depresor del
4cido fitico sobre la disponibilidad del hierro en el arroz , al
aumentar ésta entre 3 y 12 veces cuando se hidrolizé el 4cido
fitico més alld del 96% de su contenido, llegando a 22mg/
100g. Estos resultados coinciden con los de otros autores (10)
que trabajaron con otros cereales en los que sefialan que €l
acidofitico debe serdegradado hastaunnivel menora0,5 um/
£(0,330mg/g), paraeliminar el efecto sobre la disponibilidad
del hierro. Brune y col. obtuvieron en humanos valores altos
de absorcidn, alrededor de 24%, con alimentos panificados
que contenian entre 21 y 29 mg de 4cido fitico (13).

A pesar de los numerosos trabajos realizados todavia s
incierta la incidencia que tiene la fibra en la inhibicién de la
biodisponibilidad de los minerales debido a la diversidad que
presenta su composicién en los diferentes alimentos, a SU
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asociacién con otros compuestos y alametodologia empleada
cn los ensayos (22). En este trabajo se observé que aunque la
incubacién con fitasa disminuy6 el contenido de fibra en las
muestras con agregado de salvado, los valores obtenidos para
fibrano influyeron en la dializabilidad del hierro, Bruney col.
(13) llegaron a la misma conclusién cuando analizaron el
efecto delafibray del dcido fitico sobre la biodisponibilidad
del hierro de panes con distinta cantidad y origen de fibra en
humanos. Por otra parte, la disminucién del contenido de fibra
encontrada, responderia a la hidrélisis sufrida por los fitatos
que segtinFrolich y Nyman (23 ) estarfan parcialmente unidos
alafibra soluble .

Con respecto al hierro, los mismos autores sefialan que el
hierro endégeno del trigo se encuentra retenido en mayor
proporcién por la fibra insoluble, a diferencia de laavena en
laque lamayor parte estd unida a la fracci6n soluble ricaen 3-

glucanos. Dado que por su composicién la fibra del arroz se -

asemeja aladel trigo, se podria pensar que el hierro end6geno
estarfaretenido de la misma forma por la fibra insoluble. Es de
sefialar que el contenido de hierro enddgeno de las muestras de
arroz analizadas oscil6 entre 3%y 14,5% del total, correspon-
diendo el resto, 85,5-97%, al hierro electrolitico sobre el que
posiblemente se observé el efecto del dcido fitico.

Finalmente, se puede concluir que en el arroz integral el
incremento de hierro aportado por el salvado es muy pequefio
como para contrarrestar el poder inhibitorio del 4cido fitico
del mismo origen. Por lo tanto para que este tipo de arroz
realice un aporte de hierro a la dieta se deberfa fortificar con
un nivel mayor al empleado en la fortificacién del arroz
blanco o combinarse con una cantidad adecuada de alimentos
que estimulen la absorcién del hierro como carnes, verduras y
frutas.
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Efeito da extrusao termoplastica no teor de lisina disponivel da
farinha desengordurada de grao-de-bico (Cicer arietinum, L)
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RESUMO. Amostras de farinha desengordurada de grio-de-bico
(Cicer arietinum, L.) contendo diferentes teores de umidade inicial
(13%, 18% e 27%) foram submetidas ao processo de extrusio

termopléstica e, em seguida, foi realizada a avaliag3o de seus teores -

de lisina disponivel. Foi verificado que o processo de extrusdo
provocou perda de 58% e 55% na lisina disponivel nas farinhas com
teores de umidade de 13% e 18%, respectivamente. Na farinha de
grao-de-bicocom 27% deumidadeinicial, a perdadelisinadisponivel
foi de 71%, ap6s o processo de extrusgo.

Palavras-chave: Grao-de-bico, extrusdo termopléstica, lisina
disponivel

INTRODUCAO

A extrusao termopléstica € uma ferramenta tecnol6gica de
muiltiplas aplicages, tanto para o preparo de alimentos pron-
tos (snacks, macarrdao), como para a produgdo de novos
ingredientes para a indistria de alimentos (amidos modifica-
dos, farinhas pré-cozidas para uso em panificagio, proteinas
vegetais texturizadas).

Ao lado de outros beneficios tecnolégicos, comuns a todo
processamento térmico, como a destrui¢do de substincias
téxicas e anti-nutricionais e o aumento da digestibilidade e a
inativagdio de enzimas, a extrusdo termopldstica oferece a
possibilidade de modificar as propriedades funcionais dos
alimentos (1).

No extrusor o alimento € submetido a um processo que
combina cisalhamento mecénico e calor que provoca a
gelatinizagdo do amido e a desnaturagio do material protéico
criando novas texturas e formas (2). Outra caracteristica do
processo de extrusio € sua versatilidade que permite através de
pequenas modificagdes em seus elementos basicos, a produgiio
de uma ampla variedade de produtos.

Durante aextrusio, a proteinaé transformada em estruturas
orientadas e fibrosas, que com o movimento helicoidal do
extrusor, sdo depositadas umas sobre as outras e no final da
matriz emergem em camadas de fibras como em um miscujo.

As protefnas, quando submetidas & processamento térmico,
podem sofrer danos causados por diferentes tipos de reaco:
destrui¢dode aminogcidos poroxidagio, modificagiode algumas
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SUMMARY. Effect of thermoplastic extrusion on lysine
availability of chickpea (Cicer arietinum,L.) flour. The aim of this
research was to evaluate lysine availability of chickpea (Cicer
arietinum,L.) flour submitted to thermoplastic extrusion at three feed
moisture levels (13%, 18% and 27%). It was verified that extrusion
treatments reduced availablelysine by 58% and 55% at 13% and 18%
feed moisture levels. The major lysine loss, 71%, was verified at 27%
feed moisture level.

Key-words: Chickpea, thermoplastic extrusion, lysine availability

ligagdes entre amino4cidos de modo que sua liberagio € retarda-
da durante a digestdo e, formagio de ligagdes que nao sao
hidrolisadas durante a digestdo, provocando perda de
disponibilidade biolégica (3).

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar o teor
delisinadisponivel nafarinha de grio-de-bico ap6s o processo
de extrusio termopldstica, com diferentes teores de umidade.
pois dentre as reagdes que sio favorecidas pelas condigdes de
altatemperaturae cisalhamento empregadas durante aextrusao,
destaca-se a reagdo de Maillard ou reagdo de escurecimento
ndo-enzimético. Esta rea¢do ocorre através da condensagao
dos grupos amino livres de aminoécidos (geralmente o grupo
€-NH) dos residuos de lisina) e os grupos carbonila de
acicares redutores (glicose, frutose, lactose ou maltose), pro-
vocando diminuig&o do teor de lisina disponivel no alimento
extrusado (3).

O grio-de-bico ocupa aquinta posigio dentre as legumino-
sas de maior produgio no mundo e de acordo com pesquisas
realizadas pela Se¢Aode Leguminosas do Instituto Agronomico
de Campinas, pode se tornar uma importante opgao agricola
para o Estado de Sao Paulo para semeadura no periodo de
fevereiro abril.

MATERIAL E METODOS

Material

Sementes de grio-de-bico (Cicer arietinum, L.) variedade
«IAC Marrocos», fornecidas pelo Instituto Agronémico de
Campinas.
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Métodos

Obten¢ao da farinha desengordurada de gréao-de-bico

Ap6s aseparagdo manual de grios quebrados e impréprios,
as sementes de grdo-de-bico foram trituradas em moinho de
martelo (Méquinas Cordeiro) com peneira de 1,0 mm de
abertura. A seguir, a farinha foi desengordurada com éter
ctilico em extrator Soxhlet.

Condicionamento da farinha para a extrusio
termoplastica

Inicialmente, foi determinada a umidade inicial da farinha
desengordurada, a seguir, a mesma foi dividida em 3 Iotes. Para
atingir a umidade desejada (13,18 e 27%, respectivamente para
cada lote), foi adicionada agua lentamente por aspersao direta
sobre a farinha, em constante agitagdo, em misturador Arno.

As farinhas umidificadas tiveram seu tamanho de particu-
la uniformizado em peneiras com abertura de 1 mm, e foram
armazenadas em sacos plésticos e estocadas em geladeira.

Extrusdo termoplastica

O processo de extrusdo termoplastica foi conduzido em
extrusor de laboratério marca Miotto nas seguintes condig¢Ges
de operagdo estabelecidas por Batistuti et al. (4): taxa de
compressio 4:1; velocidade de rotagdo do parafuso 200 rpm;
didmetro da matriz 4 mm; temperatura zona de alimentagio:
125°C - zona de compressdo: 135°C - zona de saida: 115°Ce
alimentagio manual.

Composi¢io da farinha

Umidade, proteina, gordura (extrato etéreo) e cinzas foram
determinadas conforme método padrio da AOAC (5).0 teor
de carboidratos foi determinado por diferenca.

Determinacfio de lisina disponivel:
Foi utilizado o método de Kakade & Liener (6) € modifi-
cado por Ruiz (7).

Anilise estatistica:

Os resultados obtidos na determinagiio do teor de lisina
disponivel foram submetidos 2 anélise de variincia (ANOVA)
¢ teste de média de Tukey utilizando-se os programas do
Pacote estatistico SAS (8).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabelal apresentaosresultados obtidos na determinagéo
da composicdio centesimal da farinha de grio-de-bico. Os
valores de todos os constituintes da farinha estdo na mesma
faixadaqueles relatados por Chavan & Salunkhe (9) e Avancini
stal (10).

Determinacéo do teor de lisina disponivel
O termo lisina disponfvel ou lisina potencialmente

biodisponivel indica a quantidade de lisina utilizada para a
manutengdo ou crescimento de um novo tecido, apds seu
consumo por seres humanos ou animais (11,12).

TABELA 1
Composigdo quimicaaproximadada farinhade grio-de-bico*.

Farinha Integral ~ Farinha Desengordurada
(g/100 ¢g) (g/100 g)
Protefna 14,10 0,48 20,27 1,50
Umidade 16,30 0,23 5,74 0,09
Lipideos 8,60 0,60 2,90 0,49
Cinza 2,79 0,13 3,46 0,50
Carboidratos 58,21 1,08 67,63 1,86

* Média de determinacdes em triplicata desvio padrdo

A quantificagdo direta do teor de lisina disponivel nos
alimentos, pode ser realizada através de ensaios biolégicos
com animais de laboratério. Este tipo de ensaio, entretanto, €
demorado e dificil de ser aplicado para monitoramento de
rotina. Métodos quimicos, baseados na reag@o dos grupos e &-
NH23, livres dalisina com 0 4cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico
(TNBS) em meio alcalino, com a producdo do complexo &-
trinitrofenil (TNP)-lisina quantificado espectrofotome-
tricamente, tem sido empregados para tornar a avaliagdo de
lisina mais rapida e menos dispendiosa.

Dado que o TNBS pode ligar-se a outros grupos alem dos &-
NHj, faz-se necessario separar os €-TNP derivados dos outros
produtos, principalmente os &-TNP derivados. Neste sentido,
deve-se hidrolisar extensamente a proteina apés a reacdo da
mesma com o TNBS e, a seguir, separar os produtos obtidos,
contando com a vantagem dos &-TNP derivados serem solliveis
em agua e os a-TNP derivados soliveis em éter etilico.

Na elaboragédo da curva padrdo de hidrocloreto de lisina é
necessdrio inicialmente bloqueiar o grupo &-NH2 com Cu2+
e depois proceder-se a reagdo com o TNBS. Caso isto néo seja
realizado, ocorrerd a formagao do o, e-TNP di-derivado, que
apresenta alta solubilidade em éter, conduzindo a falsos resul-
tados. Neste trabalho a curva-padrio de hidrocloreto de lisina
apresentou coeficiente de correlagdo de 0,99 e R2= 99,41%.

Os resultados obtidos na determinagéo dos teores de lisina
disponivel da farinha desengordurada de grao-de-bico e dos
produtos extrusados, estdo apresentados na Tabela 2. Pode-se
verificar que o processo de extrusdo termopléstica da farinha
provocou uma perda significativa (p<0,0001) de lisina
disponivel, entre 55% e 71% para os trés produtos extrusados.

Esta perda pode ser visualizada nas Figuras 1 e 2 onde estdo
apresentados osespectros de absorgao docomplexo€-trinitrofenil
(TNP)-lisina da farinha desengordurada (A) e dos trés produtos
deextrusdo (B, Ce D) nafaixade 280 - 580 nm. Pode-se observar
no espectro correspondente a farinha desengordurada (A), a
presenca do pico caracteristico da lisina a 342 nm.
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TABELA 2
Perda de lisina disponivel durante extrusdo termoplastica de
farinha desengordurada
de grio-de-bico.

AMOSTRA Proteina  Lisina Disponivel Perda
(%) (g/100 g proteina) (%)

Farinha

Desengordurada 20,27 4,207 —

Farinha extrusada

(13% umidade) 20,89 1,77b 58

Farinha extrusada

(18% umidade) 18,02 1,90c 55

Farinha extrusada

(27% umidade) 20,61 1.22d 71

a, b, ¢, d - Nimeros com letras diferentes numa mesma coluna
indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,0001) entre si.

FIGURA 1
Espectros de absor¢ao do complexo e-trinitrofenil (TNP)-
lisina da farinha desengordurada de grao-de-bico (A) e da
farinha extrusada com 13% de umidade (B)
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FIGURA 2
Espectros de absor¢do do complexo e-trinitrofenil (TNP)-
lisina da farinha extrusada com 18% de umidade (©C)ecom
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A diminuigio no teor de lisina disponivel foi também
verificada por outros pesquisadores na extrusio de farinhade
cereais e misturas de cereais e leguminosas (1).

De acordo com Cheftel (1) e Camire et al (3), os mecanis-
mosenvolvidos naperdade lisina disponivel durante o processo
de extrusdo estdo relacionados com as altas temperaturas
empregadas no processo (> 180°C) e cisalhamento (> 100
rpm) em combinago com o baixo teor de umidade do material
aserextrusado (< 15%). Este fatores s3o também responsaveis
pela alteragio das propriedades funcionais j4 verificadas apos
o'processo de extrusdo (13).

Uma das hipéteses apresentadas por Cheftel (1), para 08
mecanismos envolvidos na perda de lisina disponivel durante
o processo de extrusdo propde que em farinhas com teores de
umidade mais baixos, os danos & lisina podem ser explicados
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Jo aumento localizado da temperatura aliado as forgas de
cisalhamento no extrusor, que em conjunto com efeitos
mecanicos provocariam a clivagem de ligagdes glicosidicas
Joamido oude outros oligossacarideos, favorecendo areagdo
de Maillard.

No presente trabalho, a extruséo da farinha com 13% de

uymidade provocou perda de lisina significativamente maior
oque no produto extrusado com 18% de umidade. Estes resul-
tados mostram que o aumento da umidade inicial da farinha a
ser extrusada, reduz a perda de lisina disponivel ap6s o
processamento, pelo efeito do fon comum, uma vez que, a
agua € um dos produtos formados pela reagio de Maillard.

Entretanto, na farinha extrusada com 27% de umidade,
verificou-se perda porcentual de lisinadisponivel maior (71%).
Este produto apresentou também colorago mais escura, evi-
denciando a ocorréncia de reagdo de Maillard. Pham e Del
Rosario, citados por Camire et al (3) também verificaram
expressivas perdas de lisina disponivel em farinhas de legumi-
nosas submetidas ao processo de extrusdo quando o teor
inicial de umidade das farinhas era aumentado e a temperatura

mantida constante.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que, a
farinha de grdo-de-bico pode ser utilizada para a obtengdo de
produtos extrusados, desde que as condigSes empregadas no
processo sejam controladas evitando que aumidade da matéria-
prima seja muito elevada ou muito baixa. Deve-se ressaltar,
entretanto, que a expressiva perda de lisina disponivel apés o
processo de extrus&o termopldstica ndo invalida a proposta do
processo como alternativa tecnoldgica para o consumo de
grio-de-bico, jd que produtos extrusados na forma de snacks
sao bastante apreciados e populares. Segundo Cheftel (1), os
conhecimentos dos mecanismos envolvidos no processo de
extrusdo e autilizagio de melhores equipamentos contribuirdo
paraotimizar tanto a qualidade organoléptica como nutricional
dos produtos extrusados.
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RESUMO. O objetivo destainvestigacdo foi estudar as propriedades
funcionais da farinha e do concentrado protéico de feijao guandu
(Cajanus cajan (L.) Millsp). A solubilidade de ambas amostras foi
superior a 70% em pH acima de 6,7 e abaixo de 3,5. A capacidade de
absorgdo de dguae 6leo foide 1,2 ¢ 1,07 ml/gde amostrae 0,87¢ 1,73
ml/g de amostra de farinha e concentrado protéico, respectivamente.
A concentragdo minima de geleificagio da farinha foi de 20% e do
concentrado de 12%. A capacidade de formagdo e estabilidade da
emulsdo de farinha e de concentrado foram de 129,35 e 191,66g de
6leo emulsificado/g de proteina, respectivamente, e a estabilidade da
emulsdo de 87,50 e 96,97%, respectivamente, apés 780 minutos. A
capacidade de formacZo e estabilidade da espuma de farinha foram
de 36,0% e 18,61%, respectivamente, e do concentrado foram de
44,70% de espuma formada e 78,97% de espumas intactas aos 90
minutos. Estas propriedades indicaram possibilidades de aplicagoes
em vérios sistemas alimentares.

Palavras chave: Feijdo guandu, concentrado protéico, propriedades
funcionais. '

INTRODUCAO

Ofeijdo guandu ou Pigeon pea (Cajanus cajan (L.) Millsp)
¢ uma leguminosa da familia Fabaceae de cultura perene,
cultivada na 4sia, dfrica e América do Sul (1,2), com
produtividade média de 699 kg/ha, sendo que na Repiiblica
Dominicana ¢ Trinidade, encontraram-se variedades que
produziram 2.194 ¢ 1.667 kg/ha, respectivamente (3). No
Brasil, em 1990, o Instituto Agrondmico do Parand, langou no
mercado, a variedade and e precoce de guandu denominada
Iapar 43-Aratd, com boa produgio de graos/ha, com ciclo de
140 dias e facilidade de colheita. Supde-se que a produgéo de
feijio guandu seja razodvel a nivel de pequenas e médias
propriedades, onde sdo exploradas como cultura de
subsisténcia. Entretanto, ndo hé descri¢des na literatura sobre
dados atuais que indiquem a sua produgdo, produtividade,
prego de mercado e consumo.

O feijdo guandu contém de 21,1 a 28,1% de proteina bruta
¢ apresenta boas caracteristicas quimicas (4-,6). Porém, a sua
utilizagdo em diferente< sistemas alimentares necessita de

274

SUMMARY. Functional properties of pigeon pea (Cajanus cajan
(L.) Millsp) flour and protein concentrate. The objective of this
investigation was to study the functional properties of Pigeon pea
(Cajanus cajan (L.) Millsp) flour and protein concentrate. The
solubility of both samples were superior than 70% at pH above 6.7
and below 3.5. The water and oil absorption were 1.2 and 1.07 ml/
g of sample and 0.87 and 1.73ml/g of flour and protein concentrate
samples, respectively. The minimum concentration of flour and
protein concentrate needed for gelation was 20% and 12%,
respectively. The emulsifying capacity of flour and concentrate was
129.35g and 191.66g oil/g of protein and the emulsion stability
87.50and 97.97%, respectively, after 780 minutes. The foam capacity
and stability of flour foam were 36.0% and 18.61, while of the
concentrate were 44.70% and 78.97% after 90 minutes. These
properties indicate that the flour as well as the concentrate could have
application in various food systems.

Key words: Pigeon pea, protein concentrate, functional properties.

investigacdes adicionais quanto 2 funcionalidade das protei-
nas. A funcionalidade foi definida como qualquer propriedade
de um ingrediente alimentar, com excegdo da propriedade
nutricional, que afeta a sua utilizagdo (7).

Kinsella(8)descreveuque osingredientes proteicosdevem
possuir propriedades intrinsicas (flavor, textura e cor)
aceitdveis; bom valor nutricional e propriedades funcionais
adequadas para uma variedade de aplicagdes, sendo estas
iltimas, importantes nadeterminagdo da qualidade do produto
final, além de facilitar o processamento.

Do ponto de vista de aplicagio alimentar, as propriedades
como, hidratagdo, emulsdo, formagdo de espuma, gelagio,
viscosidade, absor¢do de dgua e Gleo, solubilidade,
dispersibilidade, ades3o, capacidade tampdo, comportamento
do fluxo, cot, flavor, sabor, propriedade de formagao de filme.
juntamente com as qualidades nutricionais, foram considera-
dos importantes (7).

Virias investiga¢Ges descreveram sobre as propriedad?s
bioquimicas e funcionais de proteinas de leguminosas, ta1s
como, soja (Glycine max (L.) Merril) (8- 10); ervilha (Pisum
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sativum L.) (11-13); great northern bean (Phaseolus vulgaris)
114,15); winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.)
DC) (16,17); grao de bico (Cicer arietinum L.) (18); tremogo
(Lupinus mutabilis (19) e Lupinus albus (20)); cowpea (Vigna
unguiculata (L.) Walp) (21,22) e feijdo guandu (Cajanus
cajan (L.) Millsp) (23- 27).

O preparo de concentrados e/ou isolados protéicos seria
umadas formas de efetivamente utilizar as proteinas de feijoes
secos para alimentagdo humana. Sathe et al. (7) postularam
que quando se quer utilizar proteinas, para substituir as
rradicionais em alimentos convencionais, hd necessidade de
investigar as propriedades funcionais de concentrados ou
isolados protéicos para determinar em que sistema alimentar
estes poderiam ser incorporados e efetivamente utilizados.

O objetivo desta investigagdo foi avaliar as propriedades
funcionais das proteinas da farinha crua e do concentrado
protéico de feijdo guandu da variedade Iapar 43-arata.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados grios de feijdo guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp) da variedade Iapar 43 - aratd, cedidos pelos
Instituto Agrondmico do Parand (Londrina, Pr).

Afarinhafoi obtida através de moagem dos graos integrais
classificados com peneirade malha 60. O concentrado protéico
foi obtido a partir da extragdo aquosa de proteina solivel em
pH 8,5 utilizando a relagdo liquido: sélido de 5:1 (v/p). O
extrato protéico foi concentrado e seco por atomizagio em um
secador marca ANHYDRO - Copenhagen, com emprego das
seguintes condi¢es: temperatura de entrada da cimara de
160°C; temperatura de saida da cimara de 90°C; bico rotativo
de 25.000 rpm e pressdo do produto para entrar no secador de
0,25 bar. A secagem foi feita pelo uso apenas do ar do exaustor
e sem injegdo de gés.

A solubilidade da proteina foi determinada conforme o
método descrito por Morr et al. (28), com algumas
modificagGes, como: ajuste do pH da disperséo de 2,0 até 9,0
ecentrifugacdo de aliquotas dessas dispersdes por 30 minutos
410.000 xg.

A capacidade de absorgdo de dgua e 6leo foram determi-
nados, em temperatura ambiente, conforme procedimentos
descritos por Lin et al. (29) € a capacidade de formagdo e
estabilidade da espuma foram determinadas de acordo com
Narayana & Narasinga Rao (16), e adaptadas para as nossas
condi¢des de laboratério.

A capacidade de formac@o de gel foi determinada confor-
me descrigdes de Sathe & Salunkhe (15) e Bencini (18) e a
Capacidade de forméf(;ﬁo e estabilidade da emulsio foram
baseadas nas descrigoes de Sathe & Salunkhe (15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Solubilidade das proteinas
Na Figura 1, observa-se as variagdes na percentagem de

solubilidade das proteinas de farinha e de concentrado protéico
de feijao guandu em fungio de diferentes pHs. A solubilidade
minima das proteinas de farinha foi de 25,62% e a de
concentrado protéico foide 27,82%, e ocorreuem pH aoredor
de 4,5. A solubilidade acima de 70% foi observada em pHs
superiores a 6,7 ¢ 7,5, bem como em pHs inferiores a3,5¢ 2,5
para o concentrado protéico e farinha de feijdo guandu, res-
pectivamente.

FIGURA 1
Perfil de solubilidade de proteina da farinha e concentrado
protéico de feijao guandu
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A solubilidade minima em pH ao redor de 4,5, também foi
observada por Santanna Filho et al. (23) e Taha (24), em
isolados protéicos e farinha de feijdo guandu. Porém, Oshodi
& Ekperigin (25), observaram que a solubilidade minima da
proteina da farinha de feijao guandu ocorreu em pH 5,0. Perfil
similar de solubilidade de proteinas em fungédo do pH foram
descritos para diferentes tipos de leguminosas, tais como
adzuki bean (Vigna angularis L.) (30), tremogo (Lupinus
mutabilis) (19), Mesquite bean (Prosopis juliflora) (31),
cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) (21,22), winged bean
(Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC) (17) e horse gram
(Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.) (32).

Protefnas de alta solubilidade sdo essenciais para obter
6tima funcionalidade em produtos que requeiram propriedades
de geleificagdo, emulsificagdo e formacéo de espuma (8).
Assim, alta solubilidade da protefna do feijdo e do concentra-
do protéico de guandu, em pH alcalino, indicaria sua possivel
aplicag¢do na formulagéo de queijos, molhos, sopas, produtos
de carne moida, massas e produtos de padaria e confeitaria.
Entretanto, proteinas com alta solubilidade na regido de pH
dcido, como apresentado pela farinha e concentrado protéico
do feijdo guandu, poderiam ser aplicadas para formular ali-
mentos dcidos como bebidas carbonatadas ricas em proteina
(8,25).
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Capacidade de absorgao de dgua ¢ dleo

A propriedade funcional de absor¢do de dgua de uma
proteina, segundo Naczk et al. (13), determina o seu grau de
interagdo com dgua. Porém, Sathe et al..(17) e Sosulski &
Mccurdy (33) descreveram que a composi¢do das fragoes
proteicas em aminodcidos polares e apolares foram determi-
nantes na resposta ao teste de capacidade de absor¢ao de dgua
e 6leo. A Tabela | apresenta as propriedades de capacidade de
absorg¢do de 4gua e 6leo da farinha e concentrado protéico de
feijdo guandu.

Satheetal. (19) consideraram adensidade dadgua iguala 1g/
ml e a densidade do 6leo como 0,93g/ml. Os resultados de
capacidade de absorgdo de dgua e Gleo deste trabalho foram
transformados para g/g de amostra de acordo com Sathe et al.
(19) para facilitar as comparagdes com os resultados encontra-
dos na literatura. A capacidade de absorgao de dgua da farinha
de feijao guandu (tabela 1) foi similar & farinha de tremogo
(Lupinus mutabilis) de 1,2 g (19) e maior doque afarinhade field
bean (Vicia fabaL.) de 0,78 g e farinha de faba bean (Vicia faba
L.) de 0,72 g (33). Entretanto, este resultado foi inferior as
farinhas de winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.)
DC.)de2,28 g(17), horse gram (Macrotylomauniflorum (Lam.)
Verdc.) de 2,2 g, moth bean (Vigna aconitifolium (Jacq.)
Marechal) de 2,2 g (32) e soja (Glycine max (L.) Merrill) de 2,40
a 1,75 g, citados respectivamente, por Kadam & Salunkhe (32)
¢ Sosulski & McCurdy (33).

A farinha de feijdo guandu apresentou absor¢io de Gieo
(Tabela 1) superior as farinhas de soja (Glycine max (L.)
Merrill) de 0,56 20,8 g (33), field bean (ViciafabaL.) de 0,41
gefababean (Viciafabal..)de 0,47 g (33). Porém, foi inferior
as farinhas de tremogo (Lupinus mutabilis) de 1,67 g (19),
winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC) de 2,03
g (17), cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) de 2,9 g (22),
horse gram (Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.) de 2,0 g
e moth bean (Vigna aconitifolium (Jacq.) Marechal) de 1,6 g
(32).

TABELA 1
Capacidade de absor¢io de dgua e 6leo da farinha e concen-
trado protéico de feijao guandu, em base seca

Amostras Absorgéo de liquido
ml/g de amostra  g/g de amostra
dgua 6leo dgua " Sleo

Farinha de feijdo guandu 1,20 1,07 1,20 0,99
Concentrado protéico .
de feijdo guandu 0,87 1,73 087 1,61

O concentrado protéico de feijdo guandu apresemtou
absor¢iio de dgua e Oleo (tabela 01) menor do que o
concentrado protéico de tremogo (Lupinus mutabilis) e de
winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC), cujos
valores de absor¢io de 4gua foramde 1,37 g (19)e 3,52 g (17)

_por grama de amostra, respectivamente, € os resultados de

absor¢do de 6leo foram, respectivamente, de 2,86 ¢ 4,01 g/g de
amostra. Sosulski & McCurdy (33)descreveram que osisolados
protéicos de soja (Glycine max (L.) Merrill), field bean (Vicig
JfabalL.)e fababean (Vicia fabal..), apresentaram 2,65 g, 2,52
ge 2,16 g de dgua absorvida por grama de amostra, respecti-
vamente, ¢ absor¢do de 6leo de 1,03 g, 098 g ¢ 1,78 g,
respectivamente.

Cheftel et al. (34) observaram que a absor¢do € a retengio
de dgua pelas protefnas exercem importante papel naqualidade
datexturade diversos alimentos, notadamente produtos cdrneos
e produtos de padaria, onde conferem propriedades adequadas
de consisténcia, viscosidade e adesdo. Da mesma forma, a
capacidade de absor¢io de 6leo, também foi requerida nas
formulagdes de produtos cérneos, substitutos de carne e ani-
logos, além de produtos de padaria e sopas (22). A capacidade
de absorgédo de dgua e 6leo do concentrado protéico de feijao
guandu (Tabela 1), possivelmente poderiam ser utilizados em
formulagdes de produtos cdrneos, como salsicha e andlogos de
carne.

Capacidade de formagio e estabilidade de espuma

A capacidade de formacao de espuma da farinha e con-
centrado protéico de feijao guandu foram expressos em valo-
res médios (Tabela 2) e representam a capacidade que a
amostra possui em formar espuma ap6s intervalo de 05 minu-
tos de agitagdo e 30 segundos de formacio de espuma.

TABELA 2
Capacidade de formagdo de espuma da farinha
e concentrado protéico de feijao guandu

Amostra Volume de espuma
formado (ml)

Farinha de feijao guandu 36,00
Concentrado protéico de feijdo guandu 44,70

A capacidade de formagdo de espuma estd relacionada
com o aumento percentual em relagdo ao volume inicial (17).
Neste trabalho, os valores de aumento percentual de espuma
sdo0 os mesmos valores de espuma formada em ml, porque 0
volumé inicial ensaiado (antes da agitagio) foi de 100 ml. As
discussdes sdo feitas considerando os aumentos percentuais
de espuma para facilitar as comparagdes com os valores
encontrados na literatura. A farinha e concentrado protéico de
feijio guandu apresentaram (Tabela 2), respectivamente,
36,00 e 44,70% ou ml de espuma formado.

O pH inicial das suspensdes de farinha e concentrado
protéico de feijdo guandu, foram de 6,05 e 6,95; respectiva-
mente. Dessa forma, foi possivel comparar os resultados com
aqueles que utilizaram condig¢des similares de ensaio € pH.

A capacidade de formagao de espuma da farinha e concen-
trado protéico de feijao guandu indicaram que ambos
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apresentaram baixa capacidade de formar espuma. Lin et al.
(29),descreveramquea farinha, concentrado e isolado protéico
de soja (Glycine max (L.) Merrill) apresentaram 70, 170 e
235% de aumento de volume de espuma, respectivamente.
Sosulski et al. (21) descreveram que farinha de cowpea
descascada, concentrado protéico de cowpea (Vigna
,mguiculata (L.) Walp), farinha de soja e concentrado protéico
de soja (Glycine max (L.) Merrill), apresentaram capacidade
de formagdo de espuma de 155%, 258%, 248% e 98%,
respectivamente. Da mesma forma, Bencini (18) observou
para farinha de soja (Glycine max (L.) Merrill) integral e
desengordurada, e farinha de grio de bico (CicerarietinumL.)

integral ¢ desengordurada, uma capacidade formadora de-

espuma, de 50%; 355% e 193%; 285%, respectivamente.

A capacidade de formagdo de espuma da farinha e do
concentrado protéico também foi inferior, aqueles descritos
para winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC) de
76% e 150% em pH 4,6 ¢ 9,8 respectivamente, para farinha
(16) € 52% em pH 6,0, para concentrado (17). Entretanto, a
capacidade formadora de espuma do concentrado protéico de
guandu de 47% foi superior aqueles encontrados por Sathe et
al. (19) para concentrado protéico de tremogo (Lupinus
mutabilis) em pH 6,0 cujo valor foi de 40% de aumento de
volume.

A baixa capacidade de formagio de espuma da farinha e
doconcentrado protéico de feijdo guandu poderia ser explica-
dapeladescri¢io de Graham & Phillips citados por Sathe et al.
(17) que observaram que as moléculas protéicas flexiveis tais
como a -caseina reduziram rapidamente a tensao superficial
conferindo uma boa capacidade espumante, enquanto que
moléculas globulares (lisozimas) foram dificeis de desnaturar
na superficie provocando uma baixa capacidade espumante.
Além disto, Salunkhe et al. (3) descreveram que as globulinas
defeijao guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp) foram as maiores
protefnas armazenadas, cujo teor variou de 60 a 70%. Essas
proteinas globulares possivelmente tiveram dificuldades em
desnaturar na superficie ocasionando baixa capacidade de
formag@o de espuma nas amostras investigadas.

Kinsella (8), descreveu que a estabilidade da espuma
dependia da concentragdo de proteina na interface, do seu
desenrolamento e da associagio hidrofébica. Dessa forma,
quando aumentava o espessamento do filme e viscosidade da
€Spuma, ocorria redugédo do rompimento do ar e aumentava a
Sua estabilidade. As estabilidades das espumas de farinha e
concentrado protéico de guandu foram determinadas através
da diminuigdo do volume de espuma em fungio do tempo de
10 a 120 minutos. Os resultados (Tabela 3) estdo expressos
¢omo volume em ml de espuma intacta.

Observa-se na Tabela 3, que a estabilidade da espuma de
farinha de guandu diminuiu dentro de 30 minutos com uma
perda de 54,72% de espuma. A partir de 30 minutos, houve
redugiio gradual do volume de espuma sendo que aos 60 ¢ 70
Minutos os volumes mantiveram-se constantes, em 24,17% de

espuma, em relagdo ao total de espuma formada. Aos 120
minutos, observou-se que havia apenas 11,94% da espuma
formada. A estabilidade da espuma do concentrado protéico
de guandu diminuiu gradativamente sendo que aos 30, 60, 90
e 120minutos, havia91,05; 83,44; 78,97 € 65,55% de espumas
intactas, respectivamente.

TABELA 3
Estabilidade da espuma de farinha e concentrado protéico
de feijdo guandu em fungdo de diferentes tempos

Tempo Volume em ml de espuma intacta
(minutos) Farinha Concentrado
0 36,00 44.70
10 33,00 42,00
20 29,70 41,00
30 16,30 40,70
40 12,30 39,70
50 10,30 38,70
60 8,70 37,30
70 8,70 37,30
80 8.00 37,30
90 6,70 35,30
100 5,70 33,30
110 5,00 31,30
120 4,30 29,30

Capacidade de formacéo de gel

A concentra¢do minima de geleificagdo (CMG) dafarinha
e do concentrado protéico de feijdo guandu foram de 20% e
12% (p/v), respectivamente. Porém, Oshodi & Ekperigin (25),
determinaram a CMG em farinha de guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp) e encontraram valores de 12% (p/v).

A CMG de 20% na farinha de guandu foi superior aqueles
apresentados por diferentes farinhas de leguminosas, tais
como: 16% p/v no cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp)
(22), 10% p/v no great northern bean (Phaseolus vulgaris)
(15), 14% p/v no tremogo (Lupinus mutabilis) (19), 16% p/v
no griodebico (Cicer arietinumL.) (18) € 18% p/v no winged
bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC) (17). Kinsella
(18) relatou que a concentragdo de protefna foi importante na
formagdo e na firmeza do gel. Entretanto, Sathe & Salunkhe
(15), observaram que a geleificag@o ndo dependia apenas da
quantidade de proteina, mas também do tipo de proteina e
componentes ndo protéicos. Deste modo, Sathe et al. (19)
constataram que géis de farinha de great northern bean
(Phaseolus vulgaris) foram mais firmes e os de farinha de
tremogo (Lupinus mutabilis) foram relativamente fluidos e
descreveram que tais variagdes nas propriedades geleificantes
de diferentes farinhas de leguminosas poderiam ser devido a
proporgio relativamente diferentes dos constituintes, protei-
nas, carboidratos e lipideos, sugerindo que a interagio entre
tais componentes poderiam exercer um papel significativo nas
propriedades funcionais.
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Outros fatores que contribuem para um alto valor de CMG
possivelmente estdo relacionados com altas propor¢des de
proteinas globulares (17,15) e presenga de casca na farinha
7.

A geleificagio é frequentemente uma agregacéo de molé-
culas denaturadas e contrério a coagulagio onde a agregacao
é casualizada, a geleificagio envolve uma formagdo continua
de rede entrelagada que exibe um certo grau de ordem.
Aparentemente, a fragdo casca da semente, interfere na
formag3o de tal rede continua da molécula para formar gel
amn.

Possivelmente os valores de 20% (p/v) encontrados para
CMG da farinha de guandu foi devido a concentragdo e
natureza das proteinas, além da presenca de casca na farinha.

Por outro lado, os valores de CMG de 12% p/v, encontrado
no concentrado protéico de guandu foi inferior aqueles encon-
trados para 14% p/v no concentrado protéico de winged bean
(Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC) (17); 13% p/v no
isolados protéicos de soja (Glycine max (L.) Merrill) e 16% p/
v no tremogo (Lupinus mutabilis) (20). Porém, foi superior ao
concentrado protéico de great northern bean (Phaseolus
vulgaris) com 8% p/v (15) e tremogo (Lupinus mutabilis) com
8% p/v (19).

A baixacapacidade de formagdo de gel da farinhade feijao
guandu indicou uma limitagdo de uso em produtos que
requeiram esta propriedade. Porém, o concentrado protéico de
feijao guandu apresentou boas caracteristicas e perspectivas
de uso em formulagGes cérneas, substitutos de carne € queijos.

Capacidade de formacao e estabilidade da emulsao

Os resultados de capacidade emulsificante da farinha e do
concentrado protéico de feijao guandu estao apresentados na
Tabela 4. Esses foram determinados no pH = 6,05 da farinha
crua e no pH = 6,95 do concentrado protéico.

- TABELA 4
Capacidade emulsificante da farinha e concentrado protéico

de feijao guandu

6leo emulsificado  Volume

de emulsdo

formada
Amostra g/g ml/g g/g {m})

proteina amostra  amostra

Farinha de feijao :
guandu 129,35 31,38 29,23 237,33
Concentrado protéico
de feijdo guandu 191,66 105,83 98,58 285,33

Inicialmente os resultados de capacidade emulsificante
foram expressos como grama de 6leo emulsificado por grama
de protefna, conforme descri¢Oes de Cheftel et al. (34). Entre-
tanto, para finalidade de compara¢des de resultados, estes
foram calculados e expressos também em ml de dleo

emulsificado/gramade amostra e gramade 6leo cmulsificady
grama de amostra.

O valor de capacidade de emulsificagido da farinha de
guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp), de 129,35 g de Oleolg
proteina foi inferior aqueles descritos por Batistuti & Freitas
(26), em farinha de feijio guandu (Cajanus flavus DC)
decorticado, cujo valor foi de 32,8 g 6leo/100 mg de proteina,
Foi também inferior aos valores descritos para farinha de
outras leguminosas como: 39,6 g 6leo/g amostra de great
northernbean (Phaseolusvulgaris)(15),71,10g 6leo/gamostra
de winged bean (Psophocarpus tetragonolobus (L.)YDC)(17),
55,1 g 6leo/g amostra de tremogo (Lupinus mutabilis) (19),
115 g 6leo/g amostra de cowpea (Vigna unguiculata (L.)
Walp) (22), 372 ml 6leo/g de amostra de soja (Glycine max
(L.) Merrill), 346 ml 6leo/g amostra de field pea ¢ 346 ml Sleo/
g amostra de faba bean (Vicia faba) (33).

O resultado de capacidade emulsificante do concentrado
protéico de guandu de 191,66g dleo/g proteina foi inferior
aqueles encontrados por Batistuti & Freitas (26) para concen-
trado protéico de guandu (Cajanus flavus DC), que apresentou
capacidade de 35,7 g 6leo/100mg de proteina. Foi ainda,
inferior ao valor de 222,20 g 6leo/g amostra descrito para
concentrado protéico de winged bean (Psophocarpus
tetragonolobus (L.) DC) (17). Entretanto, observa-se que o
resultado do concentrado protéico de guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp) foi superior a 72,6 g 6leo/g amostra apresentados
para concentrado protéico de great northern bean (Phaseolus
vulgaris) e 88,9 g 6leo/g amostra de concentrado protéico de
tremogo (Lupinus mutabilis).

Cheftel et al. (34) descreveram que a propriedade
emulsificante da proteina foi importante para varios produtos
alimentares, tais como, creme de leite, glacés, manteiga, queijo
fundido, maionese, carne finamente moida do tipo carne para
salsichase outros, além de que os constituintes protéicos exerciam
uma funglio importante na estabilizagdo do sistema coloidal. A
estabilidade das emulsdes da farinha e concentrado protéico de
guandu estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5
Estabilidade das emuls&es da farinha e concentrado
protéico de feijiio guandu a 780 minutos em temperatura

ambiente
Amostra Volume de 4gua separada % de
aos 780 minutos (ml)  cstabilidade
Farinha de feijao guandu 29,67 87.50
Concentrado protéico
de feijao guandu 8,63 96,97

E

Observa-se que a emulsio de concentrado protéico de
feijao guandu apresentou maior estabilidade (96,97%) do que
a farinha de feijao guandu (87,50%). O volume de dgua
liberado aos 780 minutos ou 13 horas foi de 29,67 ml para a
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emulsdo de farinha e 8,63 ml para a emulsio de concentrado
prot¢ico de guandu.

As estabilidades apresentadas pelas emulsdes de farinhae
concentrado protéico de feijao guandu foram similares aqueles
descritos para emulsdes de farinhas e concentrados protéicos
de tremogo (Lupinus mutabilis) (19) e de great northern bean
(Phaseolus vulgaris) (15), cujos volumes de dgua liberados,
apbs 10 horas de repouso das emulsdes de farinha foram,
respectivamente, de 56 ml e 104 ml. As emulsGes de concen-
wados, dessas leguminosas, ndo apresentaram liberagdo de
4gua, durante esse tempo. Estes resultados de capacidade
emulsificante e estabilidade das emulses de farinhae concen-
wadoprotéicode guandu indicaram apossibilidade de utilizagio®
destes em formulagdes cérneas do tipo salsicha e lingiiiga,
substitutos de carne, molhos, sopas e bolos.

CONCLUSAO

As propriedades funcionais de concentrado protéico de
feijao guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp), tais como
solubilidade da proteina em fun¢ido do pH, capacidade de
absor¢do de 4gua e 6leo, capacidade de formagdo de gel e
capacidade de formagao € estabilidade da emulsao, indicaram
quehdpossibilidades de utilizagio deste produto naformulagio
de produtos carneos, substitutos da carne, molhos e sopas. Por
outro lado, a boa capacidade de formagio e estabilidade da
espuma indicou a possivel utilizagio deste em produtos de
padaria e confeitaria.

A farinha de feijao guandu n3o apresentou boas caracterfs-
ticas funcionais indicando a necessidade de mais estudos para
fins de aplicagdes alimentares.
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dietética total, soluble e insoluble en algunas leguminosas
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RESUMEN. En la década de los setenta, se propuso que el consumo
deficitario de fibra dietética contribufa tanto al sobrepeso como al
padecimiento de enfermedades cerebrovasculares y del aparato di-
gestivo. En la actualidad se ha demostrado ampliamente su efecto
beneficioso, asf como su acci6n (proporcional al tipo de fibra inge-
rida) sobre las patologfas relacionadas El propésito de presente
trabajo fue comprobar que el tratamiento térmico modifica el conte-
nido de Fibra Dietética Total (FDT), Fibra Dietética Soluble (FDS)
y Fibra Dietética Insoluble (FDI) en las lentejas (Lens culinaris) y
caraotas negras (Phaseolus vulgaris), ambas especies de mayor
consumo en el pais y especificamente en el drea metropolitana de
Caracas. La determinaci6n en el contenido de FDT y sus fracciones
(FDS y FDI) se realiz6 mediante la aplicacién del método enzimético
gravimétrico (Prosky y cols.1988). Los resultados indican diferen-
cias significativas (Kruskal Wallis-Test 95% de confianza) en el
contenido de FDT y sus fracciones entre las leguminosas crudas y las
sometidas a los tratamientos térmicos. La FDI predominé en todos
los casos, hecho que por los efectos positivos que la caracterizan-
aparentemente favorecen a los consumidores de estas leguminosas.
Sobre estos hallazgos se considera importante continuar con el
andlisis qufmico de los constituyentes de la FDT generados después
de la cocci6n de estas  leguminosas.

Palabras clave: Fibradietética, tratamiento térmico, caraotas,lentejas.

INTRODUCCION

Las leguminosas constituyen una buena fuente de carbo-
hidratos, protefnas de origen vegetal y fibra dietética, ademas
Tepresentan una importante opcién en la dieta de las familias
fie estratos socioecondmicos bajos. Algunos autores las han
identificado como la carne del pobre (1), fundamentados en
los hdbitos de gran parte de la poblacién latinoamericana, y en
Particular de la regién central del pais, donde se complementa
Concereales, combinacién muy usualen estos grupos sociales,
Que brinda un niimero y proporcién de aminoécidos esenciales
Que optimizan la calidad y el valor biol6gico de estas prepara-
ciones. De acuerdo a esto, los cereales y las leguminosas
Complementan entre sf 1a calidad de sus proteinas (2,3).

Hipsley (4), fue el primero en emplear el término fibra
dietética, al referirse a la pared divisoria de las células de los
vegetales consumnidos por los humanos, mientras que Burkitt
(), le da un cardcter mds cientifico al responsabilizarlas de
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SUMMARY. Effect of thermal treatment on total dietetic fiber,
soluble and insoluble contents in legumes. During the seventies it
was proposed that the deficient intake of dietetic fiber contributed
both tothe overweightand the suffering of brainvascular and digestive
diseases. At the moment, its beneficial effect (which is proportional
to the type of fiber consumed) has been widely demonstrated for its
action onrelated diseases. The purpose of this paper was to prove that
thermal treatment modifies the content of Total Dietetic Fiber (TDF),
Soluble Dietetic Fiber (SDF) and Insoluble Dietetic Fiber (IDF) in
lentil (Lens culinaris) and black beans (Phaseolus vulgaris), both
species of high intake in the country, especially in Caracas. The
determination of TDF andits fractions (SDF and IDF) was performed
through the application of the gravimetric enzimatic method (21).

The results indicate significant differences (Kruskal-Wallis Test
95% of confidence) in the contents of TDF and its fractions, between
the crude legumes and those subject to thermal treatment. The IDF
was predominant in all cases and according to its positive effects-
apparently favors the consumers of these legumes. On the basis of
these findings, it is considered important to continue the analysis of
the TDFs constituents generated after the cooking of these legumes.
Key words: Dietetic fiber, thermal treatment, black beans, lentils.

efectos fisiolégicos positivos, relacionados con la menor
prevalencia de enfermedades intestinales en la poblacién
africana, hasta que Trowell (6), se refiere a este componente
celular desde el punto de vista quimico. Cuatro afios mds tarde,
Jenkis (7), sostiene que los polisacdridos ingeridos con las
comidas reducen la glucosa posprandial y supone que su
efecto fundamental es incrementar la viscosidad de las prepa-
raciones ingeridas, disminuyendo la tasa inicial de transporte
y como consecuencia la disponibilidad de nutrientes en el
intestino.

Actualmente se aceptan términos como almidones resis-
tentes y polisacdridos no almidones para identificar los com-
ponentes de la fibra dietética (8-10). Las propiedades fisico-
quimicas que caracterizan a la fibra dietética estdn asociados
con la variedad de sus componentes, condicion que les confie-
re diferencias desde el punto de vista fisiol6gico a las fraccio-
nes que la constituyen, de manera muy particular la fraccion
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insoluble es capaz de captar agua hacia la luz intestinal, lo que
mejora el proceso de fermentacidn por accién de la flora
bacteriana en el colon, incrementa la velocidad del trénsito
intestinal y actiia como antioxidante. Estos efectos resultan
utiles tanto en la prevencién como en el tratamiento de la
diabetes mellitus, trastornos cardiovasculares, constipacién,
dieverticulitis y cdncer de colon entre otros. El efecto protec-
tor de la fibra en el cdncer de colon estd estrechamente
relacionado con el bajo consumo de calorfas y el incremento
del consumo de vitaminas A,C, Y E que selogra con unadieta
rica en vegetales (11,12).

La flatulencia, producto del efecto de los elementos
antinutricionales presentes en la dieta, es el factor que dismi-
nuye el consumo de leguminosas a mayor escala, sin embargo,
las amas de casa atenian este inconveniente sometiendo a los
granos a una serie de procedimientos caseros que merman esta
condicién negativa, entre varios podemos citar el remojo
previo a la coccién (13,14). Otra caracteristica de las legumi-
nosas es la capacidad que tienen de incrementar su volumen y
peso unas dos o tres veces del original, durante el proceso de
coccién, debido al debilitamiento y lisis de las membranas
celulares que recubren aproximadamente el 60 % de las
células de almidén que las estructuran, variando de esta
hanera su composicion.

Carnovale y Lintas (15), refirieron que un mismo tipo de
tratamiento térmico puede tener efectos diferentes en el con-
tenido de fibra dietética de los alimentos y sefialaron que la
coccién promueve el rompimiento de sus componentes (celu-
losa, hemicelulosa, lignina, pectina, gomas), ademds de pro-
piciar lainteraccion y enlace de estas sustancias con proteinas
y lipidos, asi como la generacién de cambios cualitativos y/o
cuantitativos sustanciales que varian la composicién total de
la fibra dietética al comparar el alimento crudo con el cocido.
. Asimismo, puede observarse contradicci6n entre autores, al
reportar unos €l incremento y otros la disminucién de la fibra
dietética posterior a la coccién (16).

Los cambios ejercidos por el tratamiento térmico en los
componentes de la fibra de las leguminosas favorecen la
accién de la fibra dietética per se, 10 que sumado al consumo
masivo que tienen las leguminosas por la poblacién de escasos
recursos del drea metropolitana de Caracas, Venezuela, revis-
ten de gran importancia a este rubro dentro de los hébitos
alimentarios, por contribuir al mantenimiento de un estatus
nutricional menos precario de la poblacién en general (17,18).
Las caraotas y lentejas aportan el 7% del consumo proteico y
el 2.7 % de carbohidratos del venezolano, de acuerdo a la
disponibilidad de alimentos para la poblacién (19).

El objetivo del presente trabajo fue demostrar que el
tratamiento térmico afecta el contenido de las fraccionesgela
fibra dietéticade las leguminosas de mayor consumoen el drea
metropolitana de Caracas (caraotas y lentejas), no descartando
la posibilidad de que se estén obviando aspectos relevantes del
verdadero efecto fisiolégico que pudiera tener el consumo de
estas leguminosas.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de la muestra
Se seleccionaron caraotas negras (Phaseolus vulgariy, \

lentejas (Lens culinaris), basados en los siguientes criterio.

a.” Adquirirlas en el expendio de leguminosas que ofreciera |,
mayor variedad en el drea metropolitana de Caracas.

b. Queconstituyerael mayorcentro de acopio en lo refereni,
a ubicacién geografica(centro del drea metropolitana)
precios més bajos.

¢. Que funcionard como el mayor centro surtidor de legum;-
nosas para los detallistas de las diferentes zonas de |
ciudad.

d. Quepresentaran 6ptimas condiciones organolépticas y sin
dafio por parte de insectos.

Tratamiento
Lacoccién de las leguminosas sin remojo previo se realizo
por:

Hervor prolongado: Se sometieron a coccién por separa-
do, 500 g de caraotas negras y 500 g de lentejas(cantidad
considerada como promedio para una comida en el nicleo
familiar del venezolano), la texturarequerida para el consumo
se logr6 después de repetir tres veces la coccién de cada
leguminosa, correspondiendo en promedio 125 minutos para
las caraotas y 30 minutos para las lentejas.

Olla de presién: Se sometieron a coccién por separado,
500 g de caraotas negras y 500 g de lentejas(cantidad conside-
rada como promedio parauna comida en el niicleo familiar del
venezolano) la textura requerida para el consumo se logré
después de repetir tres veces la coccién de cada leguminosa,
correspondiendo en promedio 10 minutos para las caraotas y
7 minutos para las lentejas.

Determinacién de humedad: Se aplicé por
cuadruplicado, el método descrito por AOAC (20) acada
una de las muestras, y se procedi6 a valorar el porcentaje de
humedad.

Determinacién de la fibra dietética: Para determinar la
fibra dietética total y sus fracciones se usé el método
recomendado por Prosky y cols. (21), utilizando para la
hidrélisis enzimatica amilasa termostable, proteasa Yy
amiloglucosidasa (Kit TDFAB-2;Sigma Chemical.Co. St.
Louis), siguiendo el esquema establecido en el protocolo
que se presenta en la Figura 1y evaluando previamentela
actividad de las enzimas en una muestra de avena en hojuelas:
Ia filtraci6n se realizé en crisoles pirex tipo C de porosidad
N° 2 (astm40-60), utilizando celite libre de ceniza, como
facilitador para una mejor filtracién. La FDT se estimd

sumando sus fracciones FDS y FDL
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FIGURA 1
Procedimiento para el andlisis de la fibra dietética y sus
fracciones recomendado por Prosky y cols. (21)

a——

1g de las leguminosas crudas y 0.5g sometidas a tratamiento
“rmico deshidratadas, pulverizadas y homogeneizadas colocadas
en beakers de cuello largo.

Incubacién con o amilasa termoestable a pH 6.0, 15 minutos
agitando suavemente cada 5 minutos hasta alcanzar una tempera-
tura interna de 95°C.

J

Enfriar la soluci6n hasta temperatura ambiente.

Ajustar pH a 7.5+ 0.2 con 10 ml de NaOH 0.275 N. Ajustdndolo
con NaOH o HCI 0.325 M.

Agregar a cada beakers 50 mg/ml de proteasa en buffer fosfato
0.08 M, pH 6.0.

Incubacién con agitacién continua por 30 minutos hasta alcanzar
una temperatura interna de 60°C.

Enfriar las soluciones hasta temperatura ambiente

%
Ajustar pH entre 4.0 y 4.6 con 10 ml de HCl 0.325 M, ajustando
con NaOH o HCL.

N

Agregar 0.3 ml de Amiloglucosidasa a cada beaker, incubarlos

con agitaci6én continua por 30 minutos hasta que alcancen una
temperatura interna de 60 °C.

%
Precipitacién por una noche con etanol 95%.
DETERMINACION

VAN,

Fraccién Fraccién
Insoluble Soluble

Se analiz6 el residuo de los filtrados de dos muestras y dos blancos
determinando cenizas (Shoras 525°C) y protefnas (Kjeldahl) usando
los métodos descritos por AOAC (22,23).

Anilisis estadistico

El contenido de FDT, FDS y FDI, de las leguminosas
¢rudas y sometidas a tratamiento térmico(hervor prolongado
Yyollade presi6n), se compard utilizando el test estadistico de
Kruskal Wallis (24), apropiado para comparar y/o establecer

reducidos, como es el caso de este estudio (se replicaron
cuatro veces los resultados para cada muestra). Los limites
de significaci6n estadistica para estos andlisis se establecie-
ron en 5% (p <0.05). En todo los casos se utiliz6 el paquete
estadistico SPSS/PC (Stadistics Packaje of Social Science for
Personal Computer, estidndar version).

RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio confirma los resultados reportados en investiga-
ciones previas, que sefialan a las leguminosas como una
excelente fuente de fibradietética (25). Los valoresreportados
en el andlisis de la fibra dietética para las lentejas (Lens
culinaris) se muestran en la Tabla 1. - ’

TABLA 1
Promedio y variabilidad en el contenido de fibra dictética
total (FDT), insoluble (FDI) y soluble (FDS), en lentejas

(Lens culinaris) crudas y sometidas a tratamiento térmico

Fraccién fibra Tratamiento g(X +SD)
Cruda 25.73+£0,79 a
FDT Hervor prolongado 30.07+0.26 b
' Olla presion 2747+£237c¢
Cruda 23.65+0,85d
FDI Hervor prolongado 25.56+095d
Olla presién 25.80+221d
Cruda 2.08+0,09¢
FDS Hervor Prolongado 4511076 f
Olla presién 1,67£021g

Los valores representan las medias * la desviacién estandar de 4
andlisis. Para las lentejas crudas y sometidas a tratamiento térmico,
los resultados se expresan en 100 g de la leguminosa en base seca.
Valores con letras distinta indican diferencias estadisticas significa-
tivas entre las fracciones en los distintos tratamientos.

La materia seca en 100g de lentejas crudas fue de 88.27g
(11.73% de humedad, materia seca en 100g de lentejas trata-
das con hervor prolongado fue de 37.21g (62.79 % de hume-
dad), materia seca en 100g de lentejas tratadas en olla de
presién fue de 34.41g (65.59% de humedad). Al comparar la
cantidad de fibra dietética total y sus fracciones en las lentejas
crudas y las tratadas con hervor prolongado, se observo un
aumento casi al doble de 1a fraccién soluble en estas, mientras
que las cocidas en olla de presién mostraron un valor dismi-
nuido enlaFDS, lo cual podria deberse a la pérdida de algunos
componentes de estafraccién de la fibraen el aguade coccién,
a la cual habria también que analizarle el contenido de fibra
(16). Estos resultados tuvieron diferencias significativas
cuando se comparé el contenidode FDT y FDS enlas muestras
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de lentejas crudas y las sometidas a los tratamientos térmicos.
Para las caraotas negras la materia seca en 100g crudas fue
de 88.16g (11.84% de humedad), en las tratadas con hervor
prolongado fue de 40.72g (59.28% de humedad) y en las
tratadas en olla de presién fue de 36.9g (63.10% de humedad).
En la Tabla 2 se observa un predominio de las fracciones
insoluble y soluble errlas caraotas negras (Phaseolus vulgaris)
cocidas en olla de presién, este comportamiento fue diferente
al observado en las fracciones de la FDT de las lentejas, las
cuales mostraron un predominio de la fraccién soluble, pero
cuando se cocieron a hervor prolongado, con un aumento
preciso de 2.43g en esta fraccién después de cocidas.

TABLA 2
Promedio y variabilidad en el contenido de fibra dietética
total (FDT), insoluble (FDI) y soluble (FDS) en caraotas
negras (Phaseolus vulgaris), crudas y sometidas
a tratamiento térmico.

Fraccién fibra Tratamiento gXxSD)
Cruda 2431+£0,31h
FDT Hervor prolongado 21.24%0,651
Olla presi6n 25.63+1.91j
Cruda 23.07+0,03 k
FDI Hervor prolongado 20.10£ 0,541
Olla presién 23.48+2.12m
Cruda 1.38+0,29n
FDSS Hervor Prolongado 1.13+0,11 4
Ola presién 214+£0210

Los valores representan las medias + la desviaci6én estdndar de 4
andlisis. Para las caraotas negras crudas y sometidas a tratamiento
térmico, los resultados se expresan en 100 g de laleguminosa en base
seca. Valores con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas entre las fracciones en los distintos tratamientos.

Llama la atencién que las caraotas negras tratadas en olla
de presién aumentaron su contenido de FDS en 0.76g en
comparaci6n a su valor equivalente en 100g de la leguminosa
cruda. De acuerdo a esto y por o observado también en el caso
de las lentejas que aumentaron 2.43g cuando se trataron con
hervor prolongado (Tabla 1), pareciera que la coccién tanto en
olla de presi6n como a hervor prolongado favorecié el incre-
mentode lafraccién soluble en las leguminosas estudiadas. En
este caso lo resultados(comparacién entre fracciones en las
caraotas negras), indican diferéncias significativas.

Por otra parte, la relacién entre el valor promedio de las
fracciones insoluble/soluble demostré que prevalecié el com-
ponente insoluble de la fibra, el cual represent6 €] 90% de la
FDT para las lentejas y el 96% para las caraotas negras. Estos
resultados nos permiten apuntar dos aspectos importantes; el
primero deelloses que las lentejas y caraotas negras sometidas

a estos tratamientos térmicos, constituyen una importante
fuente de FDI lo que podria beneficiar a los consumidores de
esta leguminosas asi cocidas por sus bondades per se, y e}
segundo es que se podrian estar evidenciando algunos errores
del método enzimético-gravimetrico (21) utilizado en este
ensayo, especificamente en lo referente a la escasa
gelatinizacién de los almidones, que ocasiona una pobre
hidrélisis enzimatica y en consecuencia una remocién defi-
ciente del almidén granulado, mucho mads cuando este es
utilizado para analizar el contenido de FDT y sus fracciones en
alimentos tratados térmicamente (26).

El incremento en el contenido de la FDT en alimentos de
origen vegetal procesados térmicamente, fue descrito desde
hace mas de una década. Ranhontra y cols (27), observaron
este aumento en el proceso de elaboracién del pan, reportaron
un incremento en mds del 20% en el contenido de FDT, en
comparacién con la harina cruda. Lintas y Cappelloni (28),
reconocieron un fenémeno similar cuando sometieron a coc-
cibénlos vegetales de consumo mds frecuente en Italia. Asimis-
mo, Phillips y Palmer (29) sefialaron lo mismo cuando al cocer
zanahorias en agua encontraron un aumento sustancial en la
fraccién soluble y una disminucién en la fraccidn insoluble.

En este estudio el incremento de la FDT en las lentejas
sometidas alos tratamientos térmicos descritos fue a expensas
del incremento de la FDI y la FDS, pero con un predominio
de la fraccién soluble cuando las lentejas se cocieron a hervor
prolongado en el orden del 216% o lo que es o mismo adecir
que la FDS aumenté en esta leguminosa 2.16 veces con
relacién al valor original obtenido en las lentejas crudas. Enlas
caraotas negras predominé también la FDS pero cuando se
cocieronenollade presi6n, en este casoel aumento fue de 1.55
veces con relacién al valor original obtenido en las caraotas
negras crudas. En este sentido, F-Saura-Calixto y cols (30),
propusieron que la retrogradacién de los almidones se debe a
las bandas de hidrégeno que se establecen entre las cadenas de
amilosa y que las protefnas, los tanfnos y almidones también
interactuan con los carbohidratos. Proponen quelaasociacion
entre los almidones y proteinas, taninos y proteinas y taninos
y almidones que se establecen en diferentes alimentos de
origen vegetal después de su coccién causan un aumentoenla
FDT. Esto podria explicar el aumento observado en las
02leguminosas estudiadas. Sin embargo, para emitir una opi-
nién concluyente en este sentido, habria que estudiar la com-
posicién quimicade laFDT y de sus fracciones constituyentes
generadas después de la coccidn.

Sumado a lo antes expuesto, Lintas y Capelloni (28) han
propuesto que debido al bajo contenido de lipidos presentes €n
estas leguminosas (alrededor del 15%), el aumento de la FDT
no puede explicarse solo por la interaccién entre lipidos ¥
carbohidratos, sino que el tratamiento casero y/o comercial
promueven otro tipo de interacciones que aumentan el conté-
nido de polisacéridos no almidones y/o propicia 1a formacion
de almidones modificados, capaces de resistir la accién
enzim4tica y en consecuencia aumentar el contenido de FDIY
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or ende de 1a FDT, enmascaréndose.asi el verdadero valor o
contenido de fibra dietética del alimento en cuestion.

Lacomparacién de los resultados obtenidos en el presente
ensayo con los antes sefialados permiten concluir que el
(ratamiento térmico cualquiera que sea, ocasiona un aumento
considerable en el contenido de FDT, aexpensas naturalmente
de sus fracciones, faltaria por determinar que transformacio-
nes, y/o aleaciones quimicas especificas ocurren entre los
nutrientes componentes de estos alimentos capaces de aumen-
tar la fibra dietética total en estas leguminosas.

En todo caso, el aumento en el contenido de FDI observa-
do después de 1a coccidn de las leguminosas estudiadas, nos
sugiere que el consumo de estas podria constituir una ventaja
por los efectos fisiolégicos favorables que proporciona esta
fraccién de la FDT. Asimismo, habria también que estudiar
como se afectala calidad de las proteinas de estas leguminosas
después de la coccién con las modalidades de tratamiento
térmico aplicadas en este ensayo.

AGRADECIMIENTO

Se agradece el financiamiento otorgado por el Consejo de
Desarrollo Cientifico y Humanistico de la Universidad de los
Andes, proyecto m-514-95-03-3. Asi comolacolaboracién de
losLicenciados en Estadistica Janeth Moray Juan L. Marques
pertenecientes a la Unidad de Estadistica de la Escuela de
Nutricién de la Universidad de los Andes por la asesoria
estadistica prestada. Asimismo se agradece al Profesor Angel
Brito Villaroel por la colaboracién prestada en la revisién del
manuscrito final.

REFERENCIAS

I, Jaffé WG. Nuestros Alimentos Ayer Hoy y Maiiana. Fondo
Editorial. Acta Cientifica Venezolana. 1987, P. 83-87.

2. Bressani R, G6mez Brevez RA y Elial L. Calidad nutricional de
laproteina de gandul tierno y maduro, y su valor suplementario
a cereales. Arch Latinoam Nutr, 1986; 36:1:108-116.

3. Cid JA, Petenatti E, Arellano Muzaber J y De Mucciarelli L.
Valor biolégico de la proteina foliar de artiplex suberecta. Arch
Latinoam Nutr, 1991;41;2:421-427.

4. Hipsley EH. Dietary fibre and pregnancy toaxemia. Brit Med J,
1953;2: 420-4232.

5. Burkitt DP. Epidemiology of cancer of the colon and rectum.
Cancer: Diagnostic, Treatment and Research, 1971;28:2-13.

6. Trowell HC. Definitions of fibre. Lancet, 1974;1:503.

7. JenkisDJ A, Wolever IMS, Leeds AR, Gassull MA, Haisman P,
Dilawori J, y cols. Dietary fibre, fibres analogues
tolerance:importance of viscosity. Brit Med J. 1978;1:1392-
1394,

8. RobjF. Dietary fibre:importance of function as well as amount.
Lancet, 1992; Nov 7:340.

9. Schell M. Aspectos fisiolégicos y nutricionales de la fibra
dietfietica. Arch Latinoam Nutr, 1995;45;1:280s-283s.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Kaaks R y Riboli E. Colorectal cancer and intake of dietary
fibre. A summary of the epidemiological evidence. Eur J Clin
Nutr, 1995;3:10s-16s.

ThibaultJF, LahayeM y Guillon F. Physico-Chemical properties
of food plant cell walls.In : ILSI Europe, Human Reviews, lan
Macdonald editor. Dietary fibre acomponentof food. Nutritional
function in healt and disease. Germany, 1992; Chapter 2:21-55.
Park D Nelly. Aspectos conceptuales y analiticos de la fibra de
los alimentos. Arch Latinoam Nutr, 1995;45;1:274s-279.
Carmona A. Aislamiento, cuantificacién, purificacién y ca-
racterizacidn parcial delos taninos de caraotas negras (Phaseolus
vulgaris) variedad cubagua (disertacién). Universidad Central
de Venezuela. Facultad de ciencias. Escuelade Biologia, 1981.
Birch G, Cameron A y Spencer M. Ciencia de los Alimentos.
Editorial hemisferiosur S.A. Buenos Airesargentina, 1982;117-
129.

Carnovale E y Lintas C. Dietary fibre: efect of processing an
nutrient interactions. Eur J Clin Nutr, 1995;53:307-311.
Lintas C, Cappelloni M, Montalbano S y Gambelli L. Dietary
fibre in legumes: effects of processing. Eur J Clin Nutr,
1995;49;53:299-302.

Dehollain P. El consumo de alimentos en Venezuela (1940-
1987). Fundacién Polar. Area economia agroalimentaria. 1*
Eddicién. Caracas, Venezuela.1993.

(OCEI) Oficina central de estadistica e informatica. Consumo
mensual percépita del total de hogares por producto (kg/perso-
na/mes). Area metropolitana de Caracas. 1993.

Instituto Nacional de Nutricién, Universidad de los Andes.
Hoja de balance de alimentos, versi6én preliminar.1995.
Association of Official Analytical Chemist. Official Methods
of the Analysis 14* ED. Washintong, D. C. P. 152, 1984,
Prosky L, Geor Asp N, Schweizer T, Devries J y Furda L
Determination of insoluble, soluble and total dietary fiber in
foods product; interlaboratory study. J Assoc of Anal Chem.
1988;71;5:1017-1023.

Association of Analytical Chemist Official Methods of the
Analysis 15* ed. Arlintong, VA, vol 1, Sec.985.29, 1105.1990.
Association of Analytical Chemist Official Methods of the
Analysis 15° ed. Arlintong , VA,vol 1, sec.960.52.324.1990.
Siegel S. Estadistica no paramétrica aplicadas a las ciencias de
la conducta. México. Editorial trillas. 1993.p.215-225.
Herrera B 1, Gonzilez G E, Romero JG. Fibra dietética soluble,
insoluble y total en las leguminosas crudas y cocidas. Arch
Latinoam Nutr. 1988;48;2:179-182.

Englys NH, Quigley ME, y Hudson GJ. Definition and
measurement of dietary fiber. Eur J Clin Nutr. 1995;49;3:46s-
62s.

Ranjontra G y Gelroth J. Soluble and total dietary fiber in White
bread. Am Assoc Cereal Chem. 1988;65;2:155-156.

Lintas C y Cappeloni M. Content and composition of dietary
fiber in raw cooked vegetables. Food Sci Nutr. 1988;42:117-
124.

Phillips KM y Palmer JK. Effect of freeze-drying and heating
during analysis on dietary fiber in cooking and raw carrots. J
Agri Food Chem. 1991;39:1216-1221.

F-Saura-Calixto, Goiii I, Bravo L y Mafias E. Formation of
resistant starch in deproteinized and no deproteinized beans.
Eur J Clin Nutr. 1992;46;2:109s-111s.

Recibido: 10-11-1998
Aceptado:07-01-2000



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

Vol. 50 N° 3, 2000

Evaluacion del posible uso tecnholégico de algunos tubérculos de
las dioscoreas: hame congo (Dioscorea bulbifera) y mapuey
| (Dioscorea trifida)

Alicia Mariela Rincdn, Consuelo Araujo de Vizcarrondo, Fanny Carrillo de Padilla y Eduardo Martin

Unidad de Andlisis de Alimentos. Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venezuela

RESUMEN. Se realiz6 una comparacién entre las caracteristicas
fisicas y la composicién quimica de los tubérculos de fiame congo
(Dioscorea bulbifera) y mapuey (Dioscorea trifida) y una evalu-
acién de los indices de absorcién y solubilidad en agua asi como de
las propiedades reol6gicas de las harinas obtenidas. Los tubérculos
fueron estudiados por sus atributos fisicos (forma, tamario y peso), el
andlisis quimico se realizé siguiendo la metodologia oficial de la
AOAC y la evaluacion reologica de las harinas se hizo en un
amildgrafo Brabender. La harina de mapuey variedad blanco contie-
ne mas proteina (p <0,05) que las harinas de mapuey variedad morado
y fiame congo. La comparacién realizada entre el indice de absorcién
en agua (IAA) y el indice de solubilidad en agua (ISS) a diferentes
temperaturas en las muestras revelaque hay similitudes y diferencias
entre los tubérculos de la familia Dioscoreaceae. La viscosidad total
determinada a la misma concentracién, fue mas elevada para la
harina de mapuey, variedad blanco. Los rangos de temperatura de
gelatinizacién fueron similares para todas las harinas. Los valores
negativos de estabilidad indican que la viscosidad de las harinas
aumenta durante el proceso de gelatinizacién. Ningunade las suspen-
siones tuvo un pico de viscosidad bien definido. El asentamiento y
la consistencia fueron mds bajos en la harina de fiame congo. La
ausencia de un pico de viscosidad y la estabilidad de 1a suspensién de

la harina de fiame congo a elevadas temperaturas permiten predecir .

que podria ser un ingrediente idéneo para elaborar sopas tipo “instan-
taneas”, por otra parte, los elevados valores de viscosidad desarrolla-
dos en las suspensiones de harinas de mapuey variedad blanco y
morado sugieren su empleo como espesantes.

Palabras clave: Dioscoreaceae, tubérculo, harina, reologia.

INTRODUCCION

Dioscorea bulbifera, conocido como fiame congo y
Dioscorea trifida, denominado mapuey son tubérculos perte-
necientes a la familia de las Dioscoreaceae que han sido
utilizados en la alimentacién humana en Asia, Africa, Austra-
lia y América Central (1,2). En Venezuela, esos cultivos no
han sido suficientemente explotados o han sido sub-utilizados
a pesar de poseer ciertas caracteristicas agronémicas intere-
santes tales como su adaptabilidad. El fiame congo es una
plantade origen indomalayo, que desarrollaen las axilas de las
hojas unos bulbos comestibles. En nuestro pafs, han sido
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SUMMARY. Evaluation of the possible technological uses of
some dioscoreas tubers: iame congo (Dioscorea bulbifera) and
mapuey (Dioscorea trifida). A comparison between the chemical
composition and physical characteristics of fiame congo (Dioscorea
bulbifera) and mapuey (Dioscoreatrifida) white and purple varieties,
was made. The tubers were evaluated for their physical attributes
(morphology, size and weight). The chemical analysis was done
according to AOAC methods (1990) and the pasting properties of the
flours were evaluated using the Brabender Viscoamilograph. The
mapuey tubers have an elongated shape, with one end wider while
fiame congo presents a rounded shape. The resuits of the chemical
analysis show that mapuey tubers have more proteins content
(p<0.05) than either purple mapuey tubers purple or fiame congo
tubers. The flours overall viscosity, measured at the same
concentration, was higher for white mapuey varieties. The
gelatinization temperature range was similar among the flours. The
negative breakdown datas suggest that the flours viscosity increases
during the gelatinization process of all flours. Neither suspensions
showed a viscosity peak. Set-back and consistency were lower in the
fiame congo flour. The absence of a viscosity peak and the high
temperature stability of the fiame congo flour make it an ideal
ingredient for instant soup mixes. The flours high viscosity level
developed by white and purple mapuey varieties should make it a
suitable sauces thickener. )

Key words: Tubers, flours, composition, rheological.

cultivados en Turmero, estado Aragua y se tiene el conoci-
miento que en ciertas partes de Caracas se produce bien. Su
cultivo no exige tantos cuidados como el de la papa o la yuca.
Los bulbos crecen del tamafio de una papa, pueden pesar hasta
1 kg. Al someterlos a coccién toman un color amarillo pareci-
do al del apio (1). Recientes estudios han mostrado la
factibilidad de utilizar el fiame congo como materia primaen
la elaboracién de hojuelas fritas debido a que la evaluacion
organoléptica no muestra diferencias con relacién a productos
similares elaborados con papa (2). El mapuey es una planta
nativa de América tropical, sus tubérculos subterrdneos son
comestibles y muy apreciados por su sabor y fina textura. Los
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tubérculos son de mediano tamatfio, por fuera son de color
oscuro y por dentro, segiin la variedad, van del blanco hastael
morado intenso; prefiere suelos sueltos y la época de mayor
produccién es a principio de afo (alrededor de marzo). Su
cultivo es relativamente frecuente en Venezuela (1). Tales
cultivos se podrian constituir en insumos para la preparacién
de alimentos manufacturados y en fuentes de almidones no
convencionales que podrian tener utilidad como materia pri-
ma en la elaboracién de productos que tradicionalmente son
fabricados con otros ingredientes tales como trigo, maiz y
arroz. Estainvestigacion estd dirigida a evaluar y comparar la
aparienciaexternay lacomposicién quimica de los tubérculos
de fiame congo y mapuey, asi como de las caracteristicas
reolégicas de las harinas obtenidas de esos tubérculos con el
fin de poder predecir su comportamiento funcional y por tanto
su posible utilizacién desde el punto de vista tecnolégico.

MATERIALES Y METODOS

Name congo (Dioscorea bulbifera) y mapuey (Dioscorea
trifida), variedad morado, se cultivaron experimentalmente en
San Diego de los Altos, Estado Miranda, a una altura de 1.320
metros sobre el nivel del mar. Los tubérculos de mapuey
(Dioscorea trifida), variedad blanco se obtuvieron en el mer-
cado de Quinta Crespo, Caracas.

Todos los reactivos fueron grado analitico.

Todos los andlisis se realizaron por triplicado con excepcién
de la evaluacién amilogréfica la cual se hizo por duplicado.

Elandlisis de las diferencias se realizé utilizando la prueba
de ¢ -student, utilizando el paquete estadistico computarizado
Statgraphics Plus, versién 1.4; 1995 (3).

Anilisis de los atributos fisicos, morfologia y composicién
quimica de las muestras de fiame congo y mapuey

Los tubérculos de fiame congo y mapuey se analizaron por
susatributos fisicos: morfologia, tamafio y peso. Lamorfologia
se evalué describiendo su apariencia externa y el color. El
tamafio se evalud en unamuestrarepresentativa (63) midiendo
lalongitudy el ancho con un vernier. Los tubérculos se pelaron
manualmente y se pesé la porcién comestible. El rendimiento
se calcul6 de la siguiente ecuacién:

Rendimiento = (peso de la porcién comestible/ peso del tubérculo
completo) x 100

La diferencia entre 100 y el rendimiento representa la
fraccién de desecho.

Obtencién de la harina

La obtenci6n de la harina se realizé segiin metodologia
descrita por (4), ligeramente modificada. Los tubérculos se
Pelaron, cuidando que los restos de piel no quedaran adheri-
dosala pulpa, se lavaron bien para eliminar buena parte del
Mucilago, se cortaron en rodajas finas y se deshidrataron en

una estufa Labline Imperial a la temperatura de 45°C por 24
horas. Las rodajas secas se molieron en un procesador de
alimentos Braun hasta obtener harina, la cual se pasé a través
de un tamiz de malla 60 (250 pum). Las muestras de harina se
transfirieron a bolsas plésticas y se almacenaron a temperatu-
ra ambiente.

La composicién quimica de las muestras de harina se
determing por los métodos oficiales de la AOAC (5) inclu-
yendo los minerales calcio, magnesio y zinc, asi como sodio
y potasio.

La fibra cruda se determiné en un Tecator Fibertec M
system (Sweden). Los carbohidratos totales se calcularon en
base seca por sustraccién del contenido de proteina, grasa,
fibra y ceniza de 100 g de muestra.

A las harinas en estudio se les determiné el indice de
absorcién en agua (IAA) y el indice de solubilidad en agua.
(ISS) alas temperaturas de 30, 50 y 95°C, segiin metodologia
descrita en (6) con las siguientes modificaciones: Se pesaron
1,25 g de muestra (b.s) en tubos de centrifuga de 200 ml.
previamente tarados. Se afiadieron a cada uno de los tubos 20
ml. de agua destilada. Los tubos se colocaron en bafio de agua
a la temperatura de 30, 50 y 95°C con agitacién durante 30
minutos y luego se centrifugaron a 3.000 r.p.m. por 10
min.(Centrifuga IEC Centra MP4R). El liquido sobrenadante
se colocé en una cdpsula de porcelana previamente tarada y
se evapord. Las cdpsulas se colocaron en una estufa al vacio
por 16 horas, a 60°C. El indice de absorcién en agua y el
indice de solubilidad en agua se calcularon del peso del
precipitado obtenido en el tubo de centrifuga y del sélido seco
obtenido de la evaporacidn.

La evaluacion amilografica de las muestras de harina en
suspension al 8,6% (b.s) se realizé en un viscoamilégrafo
Brabender, Modelo 800221 (7,8). La estabilidad, el
asentamiento y la consistencia de las suspensiones de las
harinas, expresadas en Unidades Brabender, se calcularon a
partir de las curvas amilograficas segiin (9,10)

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologiay tamaiio de los tubérculos

Los tubérculos de fiame congo son externamente de color
marrén claro (piel) y amarillos en la parte interna (pulpa); de
forma redondeada, predominando la presencia de 3 o 4 caras
(Figuras lay 1b). El peso estd comprendido entre 9,7-281
g y el largoy el ancho de los mismos esté entre 26-93,5 mm
y 26,5-77,5 mm respectivamente. En promedio, la porcién
comestible fue de 84,94 g/100 g con 15,06 g/100 g de piel. En
cuanto a los tubérculos de mapuey, variedades morado y
blanco, la piel es de color marrén oscuro y claro, siendo la
pulpa morada y blanca respectivamente. Los tubérculos de
mapuey, variedades morado y blanco presentan una forma
alargada, més ancha y redondeada hacia uno de los extremos,
forma que recuerda a una pera (Figura 2). La porci6én comes-
tible en promedio para el mapuey variedad morado fue de



76,99 g/100 con 23.01 g/100 de piel; en el mapuey variedad
blanco, la porcion comestible fue de 77,01 g/100 con 22,99

e/100 de piel.

FIGURA 1
Fotografia que muestra un cultivo experimental y los
tubérculos de fiame congo (Dioscorea bulbifera)

FIGURA 2
Fotografia de los tubérculos de Dioscorea trifida
(mapuey, variedad morado)

Composicion quimica de los tubérculos

La Tabla | muestra el rendimiento en harina y la compo-
sicion quimica de los tubérculos en estudio. Se encontré un
rendimiento en harina cruda de 29.84 g/100 para el fiame
congo y de 23 g/100 para el mapuey, variedades blanco y
morado. Estos valores son bastante aceptables, si tomamos en
consideracion el peso que pueden alcanzar los tubérculos asi
como las pérdidas por el factor de desecho. Es importante
indicar que se haria necesario real izar estudios de rendimiento
del cultivo por hectarea.

TABLA 1
Contenido de humedad*, composicién quimica
(g9/100 g en base seca) y rendimiento en harinas
de tubérculos de la familia de las Dioscoreaceae

D. trifida D. Bulbifera D. trifida
(mapuey morado) (flame congo) (mapuey blanco)

Humedad* 76.99b 70.16a 77.00b
Grasa 0.26+0,03a 0.47+0,01h 0.29+0.03a
Proteina- 5.32+0.01c 4,55+0,04a 7,40+0,03b
Fibra cruda 1,95+0,05a 2.2 1+0,09b 2.01+0,05a
Ceniza 4.14+0,01c 2,54+0,05a 3,38+0.23b
Carbohidratos-* 88.33 90.23 86.93
Rendimici do, 23.01 29.84 23,0

1 Humedad de los tubérculos frescos.

2. Nx6.25

3. Calculados por diferencia

n=3

Letras diferentes en una misma fila denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05)



Los valores de grasa, proteina, fibra y ceniza para D.
bulbifera son algo inferiores a los reportados en la literatura,
aexcepcion del contenido de carbohidratos (2). Tales diferen-
cias podrian ser atribuidas a tipo de suelo, época de cosecha,
entre otras. El analisis estadistico no mostré diferencias signi-
ficativas (p<0,05) en el contenido de grasa y fibra en las
muestras de D. trifida, variedades morado y blanco, encon-
trdndose diferencias significativas en los porcentajes de pro-
teina y ceniza. Es importante resaltar que los contenidos de
proteina encontrados en D trifida, variedades blanco y mora-
do, son mas elevados que los reportados en (11). El contenido
relativamente alto de proteina podria ser tomado en cuenta
para ser utilizado en la formulacién de algunos alimentos. En
general, existen diferencias en el contenido de grasa, proteina,
fibray ceniza (p<0,05) entre las especies de D. bulbifera y D.

trifida. Por otra parte, el elevado contenido de carbohidratos
que presentan estos tubérculos permiten establecer que los
mismos podrian ser unaexcelente fuente de este macronutriente.

En relacion alos minerales estudiados se encontrd que los
tubérculos de D bulbifera y D trifida no presentan diferencias
(p<0,05) en el contenido de calcio, zinc y magnesio, pero si se
encontraron diferencias en el contenido de sodio y potasio
(Tabla 2). En este estudio resalta el contenido relativamente
elevado de sodio que muestran estos tubérculos, valores que
son comparables a los reportados para tubérculos de lamisma
familia (12). Sin embargo, los valores obtenidos en este
estudio paralos minerales potasio, calcio, magnesio y zinc son
muy bajos si se les compara con los valores reportados para D
trifida en (11) y D. alata y D. escalenta en (12).

TABLA 2
Minerales (mg/100 g.) en tubérculos de la familia de las Dioscoreaceae
Calcio Sodio Potasio Zinc Magnesio
D. bulbifera 4,95+0,46a 33,58+0,98a 104,55+0,93a 1,03+0,015 a 7,36+0,80a
D. trifida
(variedad morado) 5,57+0,30a 70,38+1,55b 180,74+1,68b 1.05+0,01 la 7,32+0,19a
n=3 letras diferentes en una misma columna denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

Indice de absorcion enaguaeindicedesolubilidad enagua

En las Figuras 3 y 4 se muestran, alas temperaturas de 30,
50y 95°C, los resultados de los indices de absorcion en agua
(IAA) y solubilidad en agua (ISS) paralas muestras de harinas
de la familia de las Dioscoreaceae. Como era de esperarse, en
general todas las muestras presentan un aumento en los
valores de ISS y de IAA con el aumento de la temperatura. A
lastemperaturas de 30y 50°C no hay diferencias en los valores
de IAA e ISS para todas las harinas, mientras que a la
temperatura de 95°C si se presentan diferencias. Las muestras
de mapuey morado y de iame congo presentan los valores mas
bajos de IAA y de ISS. Tales resultados podrian ser explica-
dos, en el caso del IAA, a fuerzas asociativas tales como
enlaces de hidrégeno y covalentes, los cuales son los respon-
sables del grado de asociacién intermolecular entre los
polimeros amilaceos. En el caso del ISS, probablemente se
deba a fuerzas asociativas dentro de los granulos en esos
tubérculos (4).

Estudio de las caracteristicas Teol6gicas

Las propiedades Teoldgicas de las harinas de fiame congo
y mapuey, variedades blanco y morado se resumen en la Tabla
3- La viscosidad total, fue mas elevada para la harina de
mapuey variedad blanca (Figura 5). Los rangos de
temperatura de gelatinizacién fueron similares en las harinas
de D. bulbifera y D. trifida, variedad blanco, siendo un poco
ttias elevada en la harina de D trifida, variedad morada. Los
valores negativos de estabilidad indican que la viscosidad de
las harinas aumenta durante el proceso de gelatinizacion.

Ninguna de las suspensiones tuvo un pico de viscosidad bien
definido. El asentamiento y la consistencia fueron mas bajos
en la harina de flame congo. La ausencia de un pico de
viscosidad y la estabilidad de la suspension de la harina
de flame congo a elevadas temperaturas permiten predecir
que podria ser un ingrediente iddneo para elaborar sopas tipo
instantaneas, por otra parte, los elevados valores de viscosidad
desarrollados en las suspensiones de ambas harinas de mapuey
sugieren que éstas serian adecuadas como espesantes.

FIGURA 3
Indice de absorcidn de agua en harinas de la familia
Dioscoreaceae

16
14
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- mapuey morado (D trifida)
- fiame congo (D bulbifera)

- mapuey blanco (D trifida)
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FIGURA 4 AGRADECIMIENTOS
Indice de solubilidad en agua en harinas de la familia
Dioscoreaceae Se aprecia la valiosa colaboracién del Dr. Stephen Tillett,
del Herbario Victor Ovalles, Facultad de Farmacia, UCV, por
60 haber suministrado algunos de los tubérculos para la realiza-
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% Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de
40 Ciencias, UCV por haber permitido el uso del Amil6grafo
g Brabender.
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Evaluacion fisicoquimica y microbioldgica de
tres mermeladas comerciales de guayaba
(Psidium guajaval..)

Ricardo Lopez G., Alejandra O. Ramirez M. y Lucia Graziani de Farifias

Facultad de Agronomia, U.C.V. Maracay, Venezuela

RESUMEN. De cada marca comercial se tomaron cuatro lotes
distintos de produccién, las muestras se adquirieron en los
mercados de Maracay, Cagua y Turmero (Venezuela). Los valo-
res promedio de las determinaciones fisicas y quimicas fueron:
vacio=38,81 cm Hg; pH=3,28; acidez (expresada como % de
4cido citrico)=0,59; °Brix=67,24; aziicares reductores=55,28%;
aziicares totales=62,28%, y los valores de color a=+14,44,
b=+8,77 y L= 17,09. Las poblaciones de mohos, levaduras y
mesdéfilos aerobios fueron inferiores a 10 UFC/g, las cuales se
encuentran por debajo del limite minimo establecido por la
Comisién Venezolana de Normas Industriales (COVENIN) (1).
Las mermeladas analizadas también cumplen con los requisitos
exigidos porlanorma COVENIN (1) en cuantoa °Brix y acidez,
pero no asi con los limites establecidos para pH. De acuerdo al
andlisis de varianza, existen diferencias altamente significativas
entre las marcas y entre los lotes de cada marca para todas las
caracteristicas fisicoquimicas evaluadas, lo que quizds revela
falta de control en la elaboracién de estas mermeladas bajo
estudio.

Palabras clave: Mermelada, guayaba, composicién quimica.

INTRODUCCION

La elaboracién de mermeladas representa una alternativa
parala agroindustria venezolana, debido a que es un producto
de larga vida iitil que no necesita refrigeracion, lo cual facilita
Su comercializacién y almacenamiento; ademds su elabora-
Cién no es compleja, y requiere de poca inversién; porlo tanto,
¢S una opcién vélida para los pequefios empresarios. Las
condiciones agroclimaticas del pais permitenla produccién de
frutas ideales para el procesamiento, y si bien, segiin los
fabricantes, en Venezuela se producen 3.840 toneladas al afio
de mermelada, este volumen podria incrementarse si aumen-
taralademanda interna o se atendieran mercados exteriores en
donde e| pafs posea ventajas competitivas.

Las mermeladas se elaboran con pulpa de fruta, que se
Mezcla en cierta proporcién con azidcar y se cuece hasta
alcanzar up punto final de 65 a 68% de sélidos solubles. Su
®Xtura debe ser viscosa, lo cual se debe a la presencia de
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SUMMARY. Physicochemical and microbiological evaluation
of three commercial guava jams (Psidium guajava L.). Four
different production batches were taken from each brand. Samples
were purchased from retail markets in Maracay, Cagua and
Turmero.(Venezuela). The average physical and chemical values
were: vacuum=38,81cm Hg; pH=3,28; titrable acidity (%ecitric
acid)=0,59%; °Brix=67,24; reducing sugars= 55,28%; total
sugars=62,28, and the color parameters a=+14,44, b=+8,77 and
L=17,09. Molds, yeast and aerobic plate counts were lower than
10 UFC/g; it reveals an excellent microbiological quality of the
product. The studied jams °Brix and acidity fulfil COVENIN (1)
requirements for jam products, but not pH range. In agreement
with variance analysis, there were highly significance differences
between the samples and among the shares of each sample for all
physical and chemical properties evaluated.

Key words: Jam, guava, chemical composition.

sustancias pécticas y su aspecto debe ser semitransparente o
no transparente (2). La norma COVENIN (1) define a la
mermelada como el producto de consistencia semisélida o de
gel obtenido por la coccién de frutas, concentrado de frutas,
pulpa de frutas, jugos de frutas o sus mezclas, con la adicién
de aziicar y otros edulcorantes naturales, pectina y con el
agregado o no de 4cidos orgédnicos.

Diversos autores (3-6) establecen que en la elaboracién de
mermeladas hay que tener presente cierta relacion entre el
dulzor y el contenido de sustancias pécticas para obtener el
grado deseable de gelificacion. La acidez en la mezcla ya sea
la propia o por la adicién de un 4cido reduce el tiempo de
elaboracién y mejora la calidad del producto final (2).

Losingredientes principales de las mermeladas son: frutas
u hortalizas, azicar, agua, agente gelificante y 4cido (6),
aunque a veces se utilizan preservativos como sulfito y benzoato
de sodio, y aditivos como colorantes y aromatizantes, estando
suuso condicionado por la normativa de cada pais (7). Las
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frutas ideales en la fabricacién de mermeladas deben contener
suficiente pectina y dcido, a fin de darle una consistencia
sélida o semisélida al producto final (3). La sacarosa es el
azicar mds utilizado en la elaboracién de mermeladas, pu-
diéndose sustituir por otros azicares, tales como glucosa,
fructosa (4-6). -

Lapectinaesel agente gelificante mas cominmente emplea-
do en la elaboracién de mermeladas, para darle consistencia y
textura de gel al producto (8). Larigidez del gel depende de la
relacién de aziicary dcido: una alta concentracién de azicar hace
que sea menor la cantidad de agua soportada por la estructura,
una alta concentracion de dcido aumenta la dureza del gel, pero
un exceso puede generar hidrdlisis de la pectina; bajas concen-
traciones de 4cido producen fibras tan blandas que la estructura
del gel serd incapaz de soportar el liquido y se formaran grumos
indeseables (3).

Lo anteriormente expuesto conllevé a realizar un estudio
que permitiera conocer las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbioldgicas de las mermeladas manufacturadas en Vene-
zuela; especificamente se selecciond a la mermelada de gua-
yaba, debido a que es el sabor de mayor produccién por la
agroindustria venezolana, ademads es una fruta tropical que se
produce en el pafs, Serpa (9) report6 para el afio 1988 una
produccién de 3.527 tn; que tiene aceptacién en algunos
mercados internacionales como el de Aruba, Curazao y
Bonaire, tal como lo indica la Oficina Central de Informacién
(0.C.I) (10), para el afio 1993, al seiialar volimenes de
exportacion del orden de 22.653 kg de frutas a estos paises;
aunado a esto sus caracteristicas fisicoquimicas la hacen una
materia prima ideal y perfectamente adaptable al procesa-
miento de mermeladas.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron las tres marcas comerciales de mermeladas
de guayabade mayor presenciaen el mercado, previainforma-
ci6én suministrada por los comerciantes. Se utilizé un disefio
de bloques al azar jerarquizado, debido aque los lotes entre las
marcas no tenian lamisma fechade vencimiento, coincidencia
que no fue posible lograr en el muestreo (Tabla 1).

TABLA 1
Fechas de vencimiento correspondientes a
los lotes analizados de cada marca

Marcas
Lotes A B C
1 Diciembre 96 Marzo 97 Diciembre 96
2 Febrero 97 Mayo 97 Mayo 97
3 Mayo 97 Junio 97 Julio 98
4 Junio 97 Septiembre 97 Septiembre 98

Caracterizacién fisica y quimica

A las mermeladas se les realizaron las siguientes determ;.
naciones: vacio, pH, acidez (expresada como 4cido citrico),
sélidos solubles (°Brix), segtin los métodos descritos en las
normas COVENIN (11-14) paratal fin. Losazicares reductoreg
y totales fueron estimados por el método de Lane y Eynop
descrito en el A.O.A.C. (15). El color se evalué mediante yp
colorimetro Hunter, obteniéndose val_ores de abylL [g
firmeza se analizé con un penetrémetro universal marcy
Humboldt, con un cono de metal de 6,5 cm de didmetro y 35
g de peso.

Caracterizacién microbiolégica

Se analiz6 una unidad por lote, y se realizaron los siguien-
tes andlisis: aerobios mes6filos y mohos y levaduras, segiin
métodos descritos en la norma COVENIN (16,17), los resul-
tados se expresan como unidades formadoras de colonias por
gramo del producto (UFC/g).

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos en las determinaciones
fisicoquimicas se sometieron a un andlisis de varianza a un
nivel de significacion del 5%, complementado con una prueba
de comparacién miltiple de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién fisica y quimica

En la Tabla 2 se muestran los resultados de las determina-
ciones fisicas y quimicas realizadas a las mermeladas en
estudio. El vacio varié entre 34,37 y 41,99 cm Hg, valores que
concuerdan con los informados por Vilchez (18) y Parra (19)
enmermeladas de mango y morarespectivamente. Se observa
que entre las marcas A y B no existen diferencias significativas
entre si y ademds tienen un vacio superior al de la marca C,
aunque entre los lotes de estas muestras A y B hay mayor
variabilidad (Tabla 3); por lo cual es probable que exista una
faltaen el control de latemperatura de sellado de estas dltimas,
factor indispensable para el logro del vacio de este tipo de
productos. El pH promedio fue de 3,28, observandose que el
41,6% de las muestras tuvo un pH por encima de 3,30, este
valor es el limite superior establecido por COVENIN (1). Sin
embargo los valores de pH coinciden con los informados por
Czyhrinciw (2) (3,2), Woodrof (20) (3,5), Formoso (3) (3,2) ¥
Lépez (4) (3,3-3,5), cabe destacar que ninguna de las merme-
ladas present6 un pH por debajo del limite inferior al estable:
cido por COVENIN (1) (3,0). El andlisis de varianza reveld
que existen diferencias altamente significativas entre las mar-
cas; la marca A presenté el valor mds alto de pH 3,32,
ligeramente superior al limite maximode lanorma COVENIN
4)) que es de 3,3; también se observaron diferencias altamente
significativas entre los lotes de las distintas marcas (Tabla 3):
notdndose que el lote 1 de lamarca A present6 el mayor p
(3,4), mientras que el lote 3 de la marca C presenté ¢l menof
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(3,15). La acidez (expresada como 4cido citrico) mostré un
valor promedio de 0,59%, todas las muestras cumplieron con
janorma COVENIN (1), que establece una acidez maxima de
1% para este producto, los resultados obtenidos son superiores
alos informados por Czyhrinciw (2) (0,50%) y Rauch (5) (<
0,20%) e inferiores a los determinados por Vilchez (18)
(0,86%) y Parra (19) (1,22-1,42%). A través del andlisis de
varianza (Tabla 2) se detectaron diferencias altamente
significativas entre las marcas; lamarca A present6 una acidez
superior alas otras; entre los lotes de todas las marcas (Tabla
3) también se encontraron diferencias altamente significati-
vas, observdndose que todos ellos fueron estadisticamente
diferentes. Los °Brix tuvieron un valor promedio de 67,24, y
solouna de las cuarentay ocho muestras analizadas, tuvo
menos de 65 °Brix; este valor corresponde al porcentaje
minimo de sélidos solubles normado por COVENIN (1).
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TABLA?2
Caracterizacién fisica y quimica de 3 marcas comerciales
de mermeladas de guayaba

Marcas .

Caracteristica A B C X c
Vacio (cm Hg) 4199a 40,08a 3437b 38,81 5,76
PH 332a 3,28b 323¢ 328 2,10
Acidez (% ac. citrico) 0,65a 0,57b 0,55b 0.59 15,41
°Brix 68,02a 66,50c 67,18b 6724 1,80
Firmeza (mm) 2627a 28,66¢ 2657b 27,16 10,00
Color:a +15,08a +14,77a +13,52b +14,44 10,22

b +8,74b +9,18a +8,60b 48,77 10,43

L 16,54a 1799a 16,69a 17,07 1063
% Azicares totales 53,62¢ 5434b 5787a 5528 6,28
%Azicares reductores 63,61la 6099c¢ 6225b 6228 552

Los promedios que presentan letras comunes en filas no alcanzan diferencias
estadisticamente significativas entre sf al 5%.

TABLA 3

Comparacién de medias de las variables fisicas y quimicas entre lotes de las tres marcas analizadas.

Lote Vacio pH Acidez °Brix Firmeza %Azucares %Azucares Color
(cm Hg) (%ac. citrico) (mm) Reductores Totales a b L

MARCA A

1 36.83b 340a 0,69b 66,72 ¢ 32,74d  5197c¢ 59,53 ¢ 14,78 ab 8,87 ab 16,50 a

2 4763a 327d 08la 70,31 a 30,64c 57,06a 69,84 a 14,10b 828D 1581 a-

3 4223ab 330c 0,60c 68,11b 24,52a  50,24d 65.96b 15,84 a 8,86a 16,98 a

4 41,28ab 3,33b 0,50d 66,98 c 26,73b  55,22b 59,16 ¢ 15,61 a 9,03 a 16,88 a
MARCA B

1 4255ab  3,32a  0,52¢ 67,57a 2693b 56,28a 65,13 a 16,23 a 9,38 ab 18,83 ab

2 4763a 328b 0,58b 65,98 ¢ 2534a  56,10ab 57,64d 14,8%ab 822¢ 16,08 ¢

3 4223ab 3,32a 048d 66,75b 26,69b  55,05b 62,26 b 14,62 b 8,87 bc 17,10 be

4 41,28b  3,19¢ 0,60a 6573 ¢ 26,13ab 49,94 ¢ 5892¢ 13,17 ¢ 10,24 a 19,98 a
MARCA C

1 31,12a  3,32a 0,50d 66,92bc  24,73a  58,82b 61,87b 12,12 ¢ 8,07 be 15,81 b

2 3366a 324b 054c 67,73 a 26,56b  61,19a 63,39 a 13,60 b 8,69b 16,12 b

3 3461a 3,15¢c 064a 66,73 ¢ 30,58c  60,04a 6242ab  12,19¢ 740c 14,60 b

4 3810a 3222b 0,590 6736ab 2441a 5144c 61,33b 16,16 a 10,24 a 20,25a

Los promedios que presentan letras comunes en columna no alcanzan diferencias estadisticamente significativas entre si al 5%.

De acuerdo al andlisis de varianza los °Brix presentaron
diferencias altamente significativas tanto en lamarcacomoen
ellote evaluado, observandose quelamarca A tuvo el mayor
valor (68,02) y la B el menor valor (66,51); en relacién con los
lotes (Tabla 3) el lote 2 de 1a marca A present6 el mayor valor
de °Brix evaluado (70,31), la marca C presenté mayor
homogeneidad entre las medias de sus lotes, ya que el lote 1
Puede agruparse tanto con el lote 3 como con el lote 4 y este
Gltimo puede agruparse a su vez con el lote 2, difirieren entre
silos lotes 2 y 3. En cuanto a la firmeza el promedio general
fuede 27,17 mm y aligual que las otras variables el andlisis de

varianza revel6 diferencias altamente significativas entre
marcas y lotes, aprecidndose que la marca B fue 1a de menor
firmeza, en la comparacién de medias entre los lotes (Tabla 3)
senoté queloslotes 1 y 2 delamarca A mostraron los menores
valores de esta variable, en la marca B los lotes 1,3 y 4
conformaron un grupo homogéneo, con respecto alamarca C
el lote 3 present6 la menor firmeza seguido del lote 2 y de los
lotes 1 y 4 los cuales conforman un grupo homogéneo. El
promedio del contenido de aziicares reductores fue de 55,28%
mientras que el promedio de azicares totales fue de 62,28%,
se observé en nueve de los doce lotes estudiados mayor
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variabilidad en los azicares reductores que en los azticares
totales, lo cual puede deberse a que la temperatura de coccién
durante la fabricacién no se mantiene constante; el contenido
de aziicares reductores encontrado es superior a los valores
informados por Vilchez (18)(19,78%) y Parra (19)(35,25%).
no obstante el contenido de azicares totales se encuentra
dentro de los valores informados por Czyhrinciw (2) (65%),
Formoso (3) (64-71%), Meyer y Paltrinieri (7) (50-65%) y
Rauch (5) (65-68,5%); tanto en los azicares reductores como
en los azicares totales el andlisis de varianza indic6 diferen-
cias altamente significativas entre las marcas y entre los lotes
de una misma marca. Se aprecia que la marca A presentd el
mayor contenido de aziicares reductores pero ala vez el menor
contenido de azicares totales; al comparar las medias entre los
lotes (Tabla 3) se observé para los azdcares reductores que en
la marca A todos los lotes difieren entre s, en la marca B son
diferentesloslotes 1,3 y 4, siendoel lote 2 igual estadisticamente
al 1 y 3, mientras en lamarca Clos lotes 2 y 3 difierendel 1y
4,y estos a su vez entre si. En relacién a los azdcares totales
todos los lotes de las marcas A y B son diferentes en tanto que
en la marca C se observé una mayor homogeneidad, los lotes

1,3 y 4 presentan contenidos similares de esta variable, dife-.

rencidndose a su vez el lote 2 del 1 y 4. El color se evalué por
los valores a, b y L obteniéndose los siguientes promedios
+14,44, + 8,77 y 17,09 respectivamente, los valores positivos
deaybindican unatendencia de las muestras hacia los colores
rojoy amarillorespectivamente; el andlisis de varianzareveld
que hubo diferencias significativas entre las marcas y que
estas diferencias se ven afectadas por el lote analizado asi
como la interaccién marca x lote; se aprecid que la marca A
presenté una mayor homogeneidad que las otras marcas en
cuanto alos valores de a, by L (Tabla 3), lo que indica un color
mas homogéneo en sus lotes, de acuerdo a la comparacién de
medias entre las marcas, las marcas A y B no presentaron
diferencias significativas entre si con respecto al pardmetro a,
mientras que la marca C tuvo un valor a significativamente
menor, por otro lado la marca B tuvo un valor de b
significativamente superior alas otras , no existiendo diferen-
cias significativas entre las marcas para el pardmetro L.

Caracterizacion microbioldgica

En todas las mermeladas analizadas la poblacién de mo-
hos, levaduras y aerobios meséfilos fue menor a 10 UFC/g
(Tabla 4), por lo que cumplen con la norma Covenin (1). Esta
bajapoblacién de microorganismos sugierén que el fratamien-
to térmico que se les aplica a las mermeladas comerciales es
eficiente, demostrandose que tanto la coccién como los facto-
res inhibitorios de los microorganismos (acidez y alta concen-
tracién de aziicar) son primordiales para la conservacién del
producto y garantizan su estabilidad en el tiempo, aproxima-
damente 2 aiios y medio, como se establece en Ias fechas de
vencimiento de dicho producto.

TABLA 4
Caracterizacién microbiolégica de mermeladas
comerciales de guayaba

Marcas
Microorganismo A B C
Mohos (UFC/g) <10 <10 <10
Levaduras(UFC/g) <10 <10 <10
Aerobios
Meséfilos (UCF/g) <10 <10 <10
CONCLUSIONES

Lasmermeladas comerciales venezolanas estudiadas cum-
plieron con los requisitos exigidos por COVENIN en cuanto
a °Brix y acidez, en tanto que parael pH se observé que el 75%
de los lotes evaluados de la marca C presentaron valores
dentro del rango establecido por las especificaciones, a dife-
rencia de las marcas A y B donde solo el 50% de los lotes
cumplen conlanormas. Aunque lacalidad microbiolégica fue
excelente en todas las marcas evaluadas; se apreciaron dife-
rencias significativas entre las marcas con respecto a la mayo-
riade las caracterfsticas fisicas y quimicas evaluadas, a excep-
cién de la luminosidad (L); en este sentido la marca A fue la
mas resaltante debido a que present6 valores de pH, acidez,
°Brix, azicares totalesy pardmetroa de color, superioresalas
marcas B y C, aunque al mismo tiempo presentd los menores
valores de azicares reductores, pardmetro b de color y firme-
za, estas diferencias entre las marcas estuvieron afectadas por
la variabilidad entre sus lotes, lo cual revela que probablemen-
te existe una falta de control en la elaboraci6n de la mermelada
en las tres marcas bajo estudio. Las mermeladas comerciales
venezolanas estudiadas poseen potencial para la exportacion,
por lo que es necesario disminuir la variabilidad entre los lotes
y ajustar las especificaciones del producto alas exigencias del
mercado internacional.
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RESUMEN. Se describe un alimento de humedad intermedia
desarrollado en nuestro laboratorio y destinado a personas mayores
de 60 afios. Esta formulacién esta basada en una mezcla
cereal:leguminosa, con adicién de calcio y saborizantes, aporta
proteinas, hidratos de carbono y aceites vegetales, puede consumirse
como un alimento muy blando, con actividad de agua (ayy) de 0,80
por, lo que puede almacenarse en condiciones ambientales, provee
alta densidad energética (3,22 cal/g) y cubre el 51% de las necesida-
des de calcio recomendadas para este grupo etireo. De esta
investigacidn, se concluye quelos alimentos de humedad intermedia
podrian constituir una buena alternativa para mejorar y diversificar
la dieta de los ancianos.

Palabras clave: Mezclas cereal:leguminosa, alimentos de humedad
intermedia, ancianos.

INTRODUCCION

EnlaArgentinaentre 1980-1985, el porcentaje de ancianos
demds de 60 afios correspondi6 al 12,7% de lapoblacién total,
tasas comparables a las que se observan en Europa (1) y segiin
el Ministerio de Salud Piblica la cantidad de personas mayo-
res de 70 afos crecerd progresivamente en los proximos afios
en nuestro pais de acuerdo a tendencias demograficas defini-
das. Estas proyecciones nos colocan en el segundo lugar en
Latinoamérica, después del Uruguay (1).

Segtin la definicién de las Naciones Unidas, se consideran .

ancianos alas personas de 60 afios y mas (2-4). Cualquiera sea
la definicién que se emplee, lo cierto es que a partir de una
determinada edad, entre los 60 y 70 afios, comienza la
senescencia, que es unasituacién catabélica desde el punto de
vista nutricio, con balances negativos de materia y- energia.
Una amplia gama de factores influyen en la calidad de la
alimentacién de los ancianos, tales como: creencias y practi-
cas culturales, edad, estado de integracién social, grado de
movilidad fisica, situacién econémica y estado de salud (2-5).
Las ingestas dietéticas recomendadas (IDR) tienen muchas
limitaciones cuando se aplican a las personas mayores. £.0s
factores que contribuyen a esto son:
1) Heterogeneidad entre las personas en proceso de envejeci-
miento
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SUMMARY. Intermediate moisture food for elder people based
onalegume: cereal mixture with calcium. Anintermediate moisture
food (IMF), has been developed in our laboratory for elder people,
over 60 years. The IMF is based on a cereal:legume mixture with
calciumand flavour, itsupplies proteins, carbohydrates and vegetable
oils; as well as, high energetic density (3,22 cal/g) and covers upto
51% of calcium needed. lt can be easily consumed as a tasty and soft
food. It has a water activity of 0,80, for it can be stored at room
conditions. It is very likely that IMF becomes a good alternative to
improve and vary elder peoples diet.

Key words: Cereal:legume mixtures, intermediate moisture foods,
elder people.

Cambios fisiolégicos asociados con ¢l proceso de cnveje-
cimiento

Cambios degenerativos relacionados con la enfermedad
crénica

Uso de farmacos recetados.

2)
3)
4)

Las necesidades de alimentaci6n de las personas de edad
son dificiles de cuantificar. El descenso de la actividad fisica
justifica una reduccién del 15% del valor energético total
(VET) a partir de los 70 afios (5-7) asi por ejemplo el aporte
energético recomendado para un hombre de 50-70 afios es de
2400 Kcal (10080 Kj) y para una mujer de la misma edad ¢s
de 1800 Kcal (7560 Kj) y para el hombre y la mujer de mds
de 70 afios es de 2050 (8610 Kj) y 1600 Kcal/dia (6720 Kj)-
respectivamente (7,8).

Con respecto a la proteinas, la reduccién de la masa
corporal observada durante el envejecimiento se asocia a und
disminucién progresiva de la cantidad total de proteinas del
organismo (9). Se necesita 1 g de proteina/ kg de pesO
corporal/dia para mantenimiento fisico. Para una persoﬂ’a
anciana, del 10-12% del VET deberia proceder de las protei-
nas (2). Con respecto a la albimina no se ha demostrado 12
existencia de una relacién coherente entre la ingestion de
proteinas y los niveles séricos de albimina, por lo CU?‘
tampoco hay evidencia satisfactoria que sefiale como ventaj2
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clara la adopcién de dietas hiperprotéicas en los individuos
con hipoalbuminemia, con excepcion de la mala nutricion
protéico-energética (9).

Los hidratos de carbono se deben aportar con alimentos
cuya preparacién sea sencilla, e incluso, que ni siquiera
requieran coccién. Los estudios realizados sugieren que estas
sustancias representan el elemento principal en la dieta de los
ancianos, sobre todo los carbohidratos que provienen de
cereales, frutas y vegetales (8).

Un nutrimento muy significativo en las dietas de las
personas de edad es el calcio. Hay una relacién directa entre
osteoporosis y el bajo aporte de este nutrimento. Los requeri-
mientos varfan de 800 a 1000 mg por dia, sobrepasar estas
cantidades no se justifica ya que en primer lugar no se
absorberian y luego, el exceso de calcio puede acelerar la
aparicién de célculos célcicos (10). Ademds cabe destacar que
la capacidad de absorcién de calcio disminuye con la edad
(7.8).

La desnutricién es un estado de equilibrio negativo entre
el aporte de nutrimentos alos tejidos y sus necesidades, debido
aunaingestién inapropiada en ladieta o bien a una utilizacién
inadecuada de ésta por el organismo (8).

Diversos son los factores que influyen en el estado de
nutricién del anciano entre los que podemos mencionar:

- Factores relacionados con la enfermedad

- Factores socioeconémicos

- Factores psicoldgicos o neuropsiquidtricos

- Factores fisiolégicos relacionados al envejecimiento: Las
alteraciones fisiolégicas relacionadas con la edad que
pueden ocasionar mala nutricién se dividen en dos grupos:
las que afectan la funcién alimentaria y las que alteran el
metabolismo. Entre las primeras se incluyen los proble-
mas de denticién, pérdida de gusto y olfato que influyenen
la seleccién de alimentos a ingerir, y reduccién de la
absorcién intestinal. Entre las alteraciones metabdlicas se
destacan la disminucién de la sintesis de proteinas y el
aumento de su catabolismo, laincapacidad para facilitar la
sintesis protéica en respuesta al aumentode laingestién de
aminoécidos y la reduccién del gasto energético (7,8).
Factores alimentarios: Los hdbitos alimentarios constitu-
yen uno de los grandes obstdculos para el establecimiento
de dietas adecuadas entre la mayoria de las personas de
edad avanzada (5).

Diversos alimentos han sido desarrollados experimental-
mente para responder a las necesidades de los adultos mayo-
Tes, con caracterfsticas fisico-quimicas y sensoriales acepta-
bles (1 1-13).

Los AHI incluyen un grupo heterogéneo de productos los
Cuales son parecidos a los alimentos desecados por suresisten-
¢1a al deterioro microbiano, pero contienen mas humedad que
¢stos (entre 20 y 50%), se consumen como tal y no necesitan
Ser hidratados para consumirlos, tienen una ay suficiente-
Mente baja (entre 0.60 y 0.90) y pueden ser considerados
concentrados desde el punto de vista del peso y contenido

energético (14). Los AHI hanrecibido gran aceptacion en afios
recientes puesto que son almacenados a temperatura ambien-
te, su vida dtil es més prolongada con respecto al alimento
fresco, y no requieren de mayor preparacién antes de consu-
mirse.

El uso de mezclas cereal:sojaextruida, ha sido demostrada
como opcién practicay satisfactoriaen férmulas parainfantes,
(15) escolares, etc. Estas mezclas tienen proteinas de mayor
calidad que las materias primas originales por separado.
Ademads la funcionalidad de la fraccién amildcea se mejora
por el proceso de extrusién (16,17) y por el tratamiento
enzimético lo que permite reducir la ay en el producto final,
confiriéndole al producto asi formulado, caracteristicas de
alimento de humedad intermedia, es decir himedo y mds
estable al almacenamiento (18). Fue objetivo de este trabajo
elaborar un alimento de humedad intermedia, para ancianos,
en base a mezclas extrusadas de maiz:soja adicionado con
calcio y convenientemente saborizada, acorde a las necesida-
des nutricias y funcionales de la tercera edad.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé en la preparacién una mezcla de maiz: soja
(70:30) extrusada. Los porcentajes de maiz y soja se seleccio-
naron considerando la complementacién aminoacidica ade-
cuada, la que se determiné con un programa computacional
(19) (Tabla 1). Como patrén, se utilizaron las tablas de
aminoécidos de FAO/WHO (20).

TABLA |
Contenido de aminodcidos! y Cémputo Quimico en la
mezcla maiz:soja (70:30).

Aminoidcidos Mezcla AA Patrén! Cémputo Qco.
Isoleucina 311 250 125
Leucina 524 440 : 119
Lisina 401 340 118
Azufrados 318 220 145
Aromdticos 579 380 152
Treonina 278 250 111
Triptéfano 87 60 146
Valina 304 310 98
Histidina 155 119 131

1 (mg de AA/g N segtin FAO/WHO, 1973) (20).

En la Figura 1 se presenta el diagrama de flujo del proce-
dimiento utilizado en la elaboracién del alimento. Se partié de
un alimento base que tuvo como ingrediente principal una
mezcla de maiz-soja (70:30) precocida por extrusién en
planta piloto de alimentos de la UNSa, leche descremada en
polvo, jarabe de glucosa, azicar impalpable y aceite de maiz
comerciales. Todos los ingredientes secos se tamizaron (malla
100 ASTM).
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FIGURA 1
Diagrama de flujo para la obtencién del AHI.
(Formulacién definitiva)
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El extrusado se humecté con agua (50/40, p/v), se hidrolizé
con alfa-amilasa (de Bacillus, Sigma Chem. Co.) incubando a
60°C en baiio de agua durante 30 minutos. La enzima se inactivo
por ebullicién durante 10 minutos. Se agregaron los demds
ingredientes y el producto se homogeneizé en una
multiprocesadora Phillips modelo HL 3285 durante 2 minutos.
Se propusieron alternativas para la elaboracién del producto; en
todas ellas se utilizaron los mismos ingredientes aunque en
distintas proporciones y siguiendo los mismos pasos de elabora-
cién. Se variaron también los saborizantes empleados (de naran-
Ja, banana, vainilla, que luego de evaluaciones sensoriales de
aceptabilidad con una escala edénica de 5 puntos y 10 panelistas
no entrenados, fueron descartados dado que realzaban mucho el
sabor a frijol de la soja. Se opté entonces por ensayar con
saborizantes de chocolate y canela. Otro criterio de seleccién
usado para obtener una formulaci6n definitiva fue la ay. En

funcién de la mayor aceptabilidad y de la ay, que definiera al’

producto como alimento de humedad intermedia; se seleccion6
la formulacién definitiva que sirvi6 de base para la adicién de
lactato de calcio y los sabores elegidos (Tabla 2).

TABLA 2
Férmula final del AHI. (en 100 g de alimento)

Ingredientes

Extrusado maiz:soja 30g
Agua 24 ml
Alfa-amilasa 002g
Azicar 225¢
Jarabe de glucosa 15¢g
Leche en polvo 9¢g
Aceite 6g
Lactato de calcio 190 mg
Cacao o canela en polvo c.s.p

En el alimento obtenido se realizaron las siguientes eva-
luaciones: Color (por reflexién) en colorimetro Hunter Lab
Model D-25-2- en escala L, Indice de Absorcién de agua
(WAI) y de Solubilidad en agua (WSI) por el método de
Anderson (21), pH, en pHmetro Orion modelo 701 A,
suspension 1:1a25°C, viscosidad en Viscosimetro Brookfield
suspensi6n 1:1 (AHI: agua) a 25° C, ay por el método de Mc.
Cune y col. (22). La composicién quimica proximal e indice
de per6xidos se determinaron segun técnicas oficiales de la
AOAC (23), los hidratos de carbono por diferencia a 100,
Actividad Antitriptica segiin el método de Bouzas y Bertoni
(24), calcio por espectrofotometria de absorcién atémica
(equipo Shimadzu modelo AA-6500). Los productos se eva-
luaron sensorialmente en el Instituto de Evaluaciones Senso-
riales dependiente de la Facultad de Ciencias de la Salud, de
la Universidad Nacional de Salta. Se realizaron: prueba de
aceptabilidad (25) usando una escala eddnica de 9 puntos y
prueba de preferencia entre los dos sabores del AHI, partici-
paron de la misma 35 jueces no entrenados.

Se calculé: densidad energética (calorias/gramo); rela-
cién Energfa/Nitr6geno y % de la Ingestién Diaria Recomen-
dada (IDR) de cada componente. Los resultados se analizaron
estadisticamente por T de Student (26).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cémputo Quimico de Amino4cidos de la mezcla utili-
zada en la formulacién de este alimento (Tabla 1) presenta
como limitante a la valina con un valor de 98. Los resultados
de los andlisis fisicos del AHI se presentan en la Tabla 3. Con
respectoal color, se observa que se alejadel blanco (visualmente
presentaba un tono marrén). Los valores de WSI'y WAI del
producto revelan buenas caracteristicas de absorcion de agua
y solubilidad, obtenidas a partir de las modificaciones quimi-
cas y enziméticas del almid6n y de la desnaturalizacién de las
protefnas por extrusion.
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TABLA 3 TABLA 4

Caracteristicas fisicas del alimento Andlisis quimicos del AHI (g/100g)

" Determinaciones AHI g/100 g
Color 35,6 Protefnas ( N x 6,25) 8,87+0,62

WAI 1,2310,02 Extracto etéreo 6,41+0.14

WSl 45,46+2,26 Humedad 24,6+1,56

aw 0,80 Cenizas 1.4840,24

pH 6,30 Fibras totales 2,3340,04
Hidrato de carbono* 56,31

Resultados expresados como media * desviacion estdndar

La actividad acuosa del producto formulado de 0,80 lo
determina como un alimento de humedad intermedia, asegu-
rando una buena estabilidad al almacenamiento a temperatura
ambiente (25 °C).

En cuanto a su comportamiento de flujo (Figura 2) puede
observarse como la viscosidad disminuye a medida que
aumenta la velocidad de deformacién, revelando un compor-
tamiento pseudoplastico, incluso a bajas velocidades de defor-
macién con lo que asegura menor gomosidad y por lo tanto,
mayor aceptabilidad del mismo (27).

FIGURA 2
Viscosidad Brookfield del AHI.
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La composicién quimica se observa en la Tabla 4. El

alimento formulado como alimento de humedad intermedia
Proporciona proteinas, hidratos de carbono y grasas de origen
vegetal. Parte de los hidratos de carbono son aportados por la
Sacarosa y el jarabe de glucosa, mientras que el resto esta
aportado por el extrusado maiz:soja, especialmente almidones
Modificados, lo que aumenta la digestibilidad del mismo.
_ Elvalorde inhibidores de tripsina (6,32 UTI/mg de muestra)
Indicala inactivacién de los mismos por el proceso de extrusién,
Mientras que el indice de peréxidos (5,04 meg/kg de muestra),
Sugiere una baja alteracién de los lipidos por procesamiento.

La densidad energética del AHI (3,22 cal/g) lo presenta
omo particularmente ttil para los ancianos puesto que estos
10 toleran grandes voldmenes de ingestién, de esta manera
Pueden consumir mayor cantidad de calorfas en poco volumen

"aceptables, pero hay mayor

*calculado por diferencia
Resultados expresados como media * desviacidn estandar

Una manera de evaluar la adecuacién de los componentes
es la relacién energia/nitrégeno, la que para un sujeto normal
activo de 70 kg se debe aproximar a 300, coeficientes bajos
(cerca de 100) indican que la proteinas se utilizardn como
fuentes de energia. Asi la relacién obtenida para el AHI
(relacién energia/nitrégeno= 230) se considera dentro de lo
normal. .

Como se puede apreciar, la adicién de calcio (como
Lactato) resulté en un mayor contenido de este elemento,
encontrandose diferencias significativas en los contenidos de
este nutrimento para los productos fortificados y sin fortificar
(518 £0,04 mg/100 g contra 292 + 1,06 mg/100 g respectiva-
mente), luego, el consumo de 100 g del producto cubre el 51%
de 1a recomendacién del adulto (Tabla 5). Con respecto al
porcentaje de la IDR (Ingestién Diaria Recomendada ) para
los componentes del AHI, se puede observar enla Tabla 5,
que 100 g del mismo cubren un buen porcentaje de los
requerimientos, teniendo en cuente que se trata de un alimento
suplementario.

Los resultados de las evaluaciones sensoriales presenta-
dos en la Tabla 6, muestran que ambos productos son
preferencia del producto
saborizado con chocolate.

TABLA S
Porcentaje de 1a IDR aportados por 100 g de AHI
Componentes IDR AHI (100g)
Energia 1775 cal(1) 18%
Hid. de carbono 887 cal(2) 25%
Proteinas 52,5 g(3) 17%
Grasas 532 cal(4) 11%
Ca 1012,5 mg(5) 51%

1y 5: promedio de la recomendacién para hombre y mujer de mds
de 65 afios

2: 50 % de 1(Valor Energético Total)(VET)

3: H. de 70 Kg (0,75g/kg)

4: 30 % de 1(VET)
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TABLA 6
Evaluaciones de aceptabilidad del AHI

Muestra Gusta Indiferente  Disgusta

Chocolate 66 20 14

Canela 54 9 37
CONCLUSIONES

El producto desarrollado como alimento de humedad inter-
media (AHI), proporciona proteinas bien complementadas,
hidratos de carbono y grasas de origen vegetal. Por su contenido
de humedad (24%), se consume como alimento hiimedo (tipo
papilla), en tanto que por su aw (0,80) no requicre condiciones
especiales de envasado y almacenamiento, presenta alta densi-
dad energética (3,22 cal/g) y una adecuada relacién energia/
nitrégeno. Los inhibidores de tripsina han sido inactivados
mientras que los lipidos no han sido alterados por el procesa-
miento, presenta comportamiento pseudoplastico, cubre el 51%
delarecomendacién de calcio de una persona de mas de 65 afios
de edad. El producto presenta una aceptabilidad mayor al 50%
para ambos sabores aunque el preferido es el de chocolate.
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Evaluation of the bacteriological quality of ice cream sold
at San Jose, Costa Rica

Pal Windrantz, Maria Laura Arias

Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica

SUMMARY. The presence of total and fecal coliforms, E.coli,
Listeria sp and Salmonella sp. was evaluated in 65 samples of both
commercial and homemade ice cream. 37,1% of homemade ice
cream and 20% of commercial ice creamdid not fulfill the international
standard for total coliforms. At the same time 82,9% of home made
samples and 56,7% of commercial ones presented fecal coliforms. E.
coli was found in 51,4% of home made samples and 26,7% of
commercial ones. Sixteen Listeria sp. isolates were obtained, 50%
corresponded to Listeria monocytogenes and 50% to L. innocua. The
overall presence of L. monocytogenes in ice cream samples was of
12,3% and it was isolated in all cases, from homemade ice cream
samples. Salinonella was not isolated from the samples analyzed.
Although the results obtained show an important improvement in the
quality of ice cream, compared with a previous work done also in
Costa Rica, further efforts shall be done, in order to offer safe
products to consumers.

Key words: Ice cream, Listeria sp, Salmonella, Escherichia coli,
coliforms.

INTRODUCTION

Ice cream is a product both loved and feared by tourists in
atropical country like Costa Rica. Although there is no growth
in frozen dairy products, many types of bacteria, including
pathogens, may survive. Different authors report the isolation
of Listeria monocytogenes from ice cream (1) as well as
outbreaks associated to Salmonella or Staphylococcal
Intoxication (2,3).

Tourism is one of the most important and complex industries
created by human beings. In the last years, ithas grown to huge
proportions and spreaded worldwide, including important
economic, cultural and social repercussions over the visited
Country as well as the tourists themselves (4).

In Costa Rica, and other Latin-American countries, the
tourist industry has grown to important levels, constituting one
of the most important foreign currency for the countries (4).

Tourists are basically exposed to different sanitary risks in
Fheir journeys, including the exposition to non-common
Infectious diseases, and food may represent an important
Source of infectious microorganisms for them. Different authors
have related about 200 different diseases to food. The causing
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RESUMEN. Evaluacion de la calidad bacteriolégica de helados
expendidos en San José, Costa Rica. Se evalué la presencia de
coliformes totales y fecales, E. coli, Listeria sp y Salmonellasp en 65
muestras de helados caseros o de origen comercial. 37,1% de los
helados caseros y 20% de los comerciales no cumplieron la norma
internacional para coliformes totales. A la vez 82,9% de los helados
caseros y 56,7% de los comerciales presentaron coliformes fecales.
E. colifue aislada a partir del 51,4% de los helados caseros y €126,7%
de los comerciales. Se realizaron 16 aislamientos de Listeria sp., 50%
correspondié a L. monocytogenes y 50% a L. innocua. La presencia
total de L. monocytogenes en las muestras de helado fue de 12,3%, y
en todos los casos fue aislada a partir de helados caseros. No se aislé
Salmonella de las muestras analizadas. Aun cuando los resultados
obtenidos demuestran una importante mejoria en la calidad
bacteriolégica de los helados, comparado con un trabajo previo
también de Costa Rica, se necesita un mayor estuerzo para poder
ofrecer un producto seguro a los consumidores.

Palabras claves: Helados, Listeria sp, monocytogenes, Escherichia
coli, coliformes.

agents include bacteria, virus, parasites, fungi, toxins and
chemical products (3,5).

The aim of this work was to determine the bacteriological
quality of commercial and homemade ice creams distributed
in San José, Costa Rica in order to determine the risk they
represent to public health.

MATERIAL AND METHODS

A total of 65 samples of both, commercial and homemade ice
cream were analyzed during the months of May an June, 1999 at
the Food Microbiology Laboratory, University of Costa Rica.
Samples wererandomly acquired at 13 ice cream shops distributed
in the metropolitan area of San José, Costa Rica.

Total and fecal coliforms an Escherichia coli enumeration
were done by the Most Probable Number (MPN) technique
usingthree tube series (5).Salmonellaspp. wasisolated according
to the methodology described by the Asssociation of Official
Analytical Chemists (6) and the presence of Listeria was
determined according to the methodology recommended by
International Dairy Federation (IDF) (7). For the identification
of Listeria species, Api Listeria (BioMérieux®) was used.
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RESULTS

Table 1 presents the results obtained for the bacteriological
analysis of commercial and homemade ice cream.

From the samples analyzed, 37,1% of homemade ice
cream and 20% of commercial ice cream did not fulfill the
international standard for total coliforms in this product (8).
For fecal coliforms, 17,1% of homemade ice creams and
43,3% of commercial based ice creams were negative (<3NMP/
g) for their presence. 48,6% of homemade ice creams and
73,3% of commercial based ones accomplish the standard for
absence of E. coli/g.

Sixteen Listeriasp. isolates were done from both homemade
and commercial type ice cream. Listeria sp. was isolated at
least once from 66,7% of commercial ice cream samples and
from 57,1% of homemade ice cream samples. Of the overall
locals analyzed, 38,4% (5/13) never presented Listeria sp. in
their samples, being two distributors of commercial type ice
cream and three of homemade ice creams.

From the 16 Listeria sp isolates obtained, 50% correspon-
ded to Listeria monocytogenes and 50% to L.innocua. The
overall presence of L. monocytogenes in ice cream samples
was of 12,3% and it was isolated, in all cases, from homemade
ice cream samples.

Salmonella ssp. was not isolated from samples analyzed.

DISCUSSION

The results obtained in this study show important fecal
contamination an hygiene lacks incommercial and homemade
ice cream. Due to the pasteurization of ice creams, the presence
of total coliforms indicates post-treatment contamination,
which may come either from flavoring additives, handling or
industrial and distribution environment.

The presence of fecal coliforms represents a public health
risk due to the possible presence and transmission of pathogens
including bacteria, virus or other enteric agents (5).

Comparing the indicator results obtained with a previous
work done in 1990 in Costa Rica also in ice cream, there is an
important improvement in the quality of these, although it is
still not completely satisfactory.

Previous work shows that 90% of ice cream analyzed did
not fulfill the international standard for total coliforms,
compared with 29,2% of actual work. Also, 100% of samples
presented fecal coliforms and 50% E. coli, compared with
70,8% and 40% positivity in the present analysis (9). This
improvement has still to be greater, in order to offer safe
products to consumers, which include risk populations such as
children, elderly and tourists.

Traditionally, total coliforms have been the preferred
hygiene indicator but actually, the European Community is
using genus Listeria as ahygiene indicatorin food processing
plants, especially dairy ones, instead of total coliforms (10).
Considering this parameter, 24,6% of samples would be

classified as having a deficient hygiene, similar to 2929,
defined through the use of total coliforms.

Acute foodborne disease infections and intoxications are
much more of concern to goverments and food industry today
than a few decades ago. Salmonella spp. is still the most
important acute agent causing foodborne disease (3). In the
present analysis, although there is an important fecal
contamination in the samples analyzed, Salmonella spp. was not
isolated. Isolation of this bacteriais one of the most difficult ones,
due to different factors that inhibit bacterial growth such as
acidity of the product, high sugar concentration, presence of
volatile acids, storage temperature and competence (11,12).

L. monocytogenes has emerged, together with other bac-
teria, as a significant threat. for public health. The actual
increase in the number of outbreaks due to this agent has
special impact over public health and food industries. This is
a psycophillic microorganism, capable of growing at
temperatures thatrange between -0,4 and 45°C, (13,14) so ice
cream represents an ideal media for its growth, especially
because of the lack of competition it represents.

TABLE 1
Bacteriological analysis of commercial and homemade ice
creams in San José, Costa Rica.

Most Probable Number (MPN/g)

Type <3 3-999 >1000 Standard*
Homemade n (%) n (%) n (%)

(n=35)

MPN**total — 22(62,9%) 13(37,1%) 100-1000
coliforms

MNP fecal 6(17,1%) 24(68,6%) 5(14,3%) Negative
coliforms

MPN E.coli 17(48,6% 18(51,4%) — Negative
Commercial

type (n=30)

MPN total 4(13,3%) 20(66.7%) 6(20%) 100-1000
coliforms )

MNP fecal 13(43,3%) 16(53,3%) 13,3%)  Negative
coliforms :

MPN E.coli  22(73,3%) 8(26,7%) — Negative

* JCMSF Microorganisms in foods 2, 1987
** MPN Most probable number, three tube series

Previous work done in Costa Rica in ice creams reports a
2% of prevalence for L. monocytogenes, compared with
12,3% found in the present work (15). It is known that the
prevalence of this bacteria in raw milk is low (16-18), so the
presence of it in homemade ice cream is alarming. Possible
sources of this bacteria include the processing area, freezers
raw ingredients used as flavors in ice cream production.
omission of adequate manipulation techniques by vendors
hygiene of serving spoons, and even worker hands, as has been
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described by Kerr et al (19).

We did not quantify the level of L. monocytogenes present
in the samples, but the results obtained allow us to call the
attention about the risk that homemade ice cream may represent
in the transmission of this microorganism.

The results obtained show significant differences between
the hygiene and bacteriological quality of commercial and
home made ice cream. The implementation of Hazard Analysis
and Critical Control Points (HACCP) programs in ice cream
industries is essential for addressing food safety for resident
and tourist population of Costa Rica, as well as the intervention
and education of people involved in the production of house
made ice creams.

REFERENCES

1.  Gabis DAA, Flowers RS, Evanson D & Faust RES. A survey
of 28 dry dairy product processing plant environments for
Salmonella, Listeria and Yersinia. J Food Prot 1989;52:122.

2. Bryan FL. Epidemiology of milk-borne diseases. J Food Prot
1983;46:637.

3. Tood EC. Epidemiology of foodborne diseaases: a worldwide
review. World Health Stat Q 1997;50:1-2, 30-50.

4. Ruiz A.Elturismo y la proteccién de los alimentos. Boletin de
la Oficina Panamericana de la Salud 1991;111(1): 88-91.

5. APHAA. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods. Vanderzant C & Splittstoesser D (eds).
3 ed Washington D.C. APHA, 1992.

6.  USFood and Drug Administration. Bacteriological Analytical
Manual. Association of Official Analytical Chemists, Arlington,
6t edition, 1984;702-718.

7. Anonymous. Standard methods for the examination of dairy
products. International Dairy Federation. Annual Session in
the Hague, Netherlands: Report of Group E47, 3-166, 1986.

8. International Commision on Microbiological Specification for
Food (ICMSF/FAOQ). Microorganisms in foods. and ed,
University of Toronto Press, Canad4, 1987;3-151.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Arias ML, Antillén F, Montoya A. Andlisis bacterioldgico de
helados, queso y empanadas de venta ambulante. Rev Cost
Cienc Med 1990;11: 7-11.

Nicolaides L. Relacién entre Listeria sp. e higiene. Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, San José,
Costa Rica, 1998.

Flowers RSS. Scientific Status Summary: Salmonella. Food
Tech. 1988;42(4):182-18S5.

Erickson J. Fate of Salmonella spp. Listeria monocytogenes
and indigenous spoilage microorganisms in home style salads
prepared with commercial real mayonnaise or reduced calorie
mayonnaise dressings. J Food Prot 1993;56(12):1015-1021.
Farber JM, Sanders GW & Jonhston MA. A survey of various
foods for the presence of Listeria species. J Food Prot
1989;52:456-58.

Fenlon DR & Wilson J. The incidence of Listeria
monocytogenes inraw milk from farm bulk tanks in North East
Scotland. J Appl Bacteriol 1989;66:191-196.

Arias ML, Monge R, Antillén F & Glen E. Occurrence of the
bacteria Listeria spp in raw milk in Costa Rica. Rev Biol Trop
1994;42(3), 711-713, 1994.

Marriot N. Principles of food sanitation. 2ed New York, AVI,
1989.

Brackett RE. Overview: presence and persistence of L.
monocytogenes in food and water. Food Technology.
1998;42:162-164.

Doyle M. Effect of environmental and processing conditions
on Listeria monocytogenes . Food Technology 58:105-107,
1988.

Kerr KG. Prevalence of Listeria spp. on the hands of food
workers. J. Food Prot 1993;56:525-527.

Recibido: 09-03-2000
Aceptado: 28-06-2000



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

Vol. 50 N° 3, 2000

Composicion en acidos grasos y proximal de siete especies
de pescado de Isla de Pascua

Nalda Romero P., Paz Robert C., Lilia Masson S., Rafael Pineda L.

Departamento de Ciencia de los Alimentos y Tecnologfa Quimica. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacediticas.
Universidad de Chile

RESUMEN. En el diltimo tiempo se ha puesto un gran énfasis en el
estudio de la presencia de dcidos grasos poliinsaturados de 1a familia
omega-3 en alimentos de origen marino, debido a sus efectos bene-
ficiosos descritos enrelacién conlas enfermedades cardiovasculares,
las cuales son la principal causa de muerte en paises occidentales.

Para obtener una mayor informacién, acerca de lacomposiciéndela

materia grasa presente en las principales especies marinas, consumi-
das habitualmente por la poblacién de Isla de Pascua, se analizd siete
especies de pescados: Maito (Acanthurus leucopareius), Matuko
(Bodianus vulpinus), Marau (Myripristis tiki), Nanue (Kiphosus
bigibus), Moki (Mori y Marari, Anampses caeruleopunctatus), Puia
(Girellops nebulosus) y Raea (Cheilodactilus plessisi). Se determin6
el perfil en 4cidos grasos por cromatografia Gas-liquido y la compo-
sicién proximal para cada especie. De acuerdo al contenido graso:
Nanue y Marari presentaron el mayor porcentaje en lipidos, con
valores de 2.8 y 3.6% respectivamente. El perfil en 4cidos grasos,
expresado como porcentaje de ésteres metilicos, mostré que el grupo
més importante fue el de los dcidos grasos saturados (SFA, 35.1-
54%), seguido por los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA, 22-
42.5%). El 4cido palmitico fue el principal componente entre los
4cidos grasos saturados, mientras que el 4cido oleico fue el principal
entre los monoinsaturados. Entre los dcidos grasos de la familia
omega-3 se destacaron el dcido eicosapentaenoico (EPA, C20: 5w3)
y dcido docosahexaenoico (DHA, C22:6 w3) con un rango entre 2.0-
12%) y 1.8-18.3% respectivamente. De la familia omega-6 se
destacé el 4cido araquidénico (AA, C20: 4 w6) con un rango entre
1.9-10%. Considerando la composicién en dcidos grasos y el conte-
nido lipidico, marari fue la especie con el mayor aporte de dcidos
grasos w-3 y w-6, con valores de 850 y 240 mg por cien gramos de
parte comestible respectivamente.

Palabras clave: Peces de Isla de Pascua, dcidos grasos, analisis
proximal.

INTRODUCCION

Te Pito o Te Hénua, Rapa Nui, Eastern Island o Isla de
Pascua, estd ubicada en el Océano Pacificoa27°07¢latitud sur
y a 109° 22° longitud oeste, a 3.800 kilémetros de la costa
Chilena y fue descubierta en 1722 por el holandés Jacob
Roggeveen.

La costa que bafa la isla cuenta con una variedad de
especies de peces que se destacan por sus formas atipicas y

SUMMARY. Fatty acid compaosition and proximate of seven fish
species of Eastern Island During the last years the study of fatty
acids belonging to omega3 family in marine foods has been emphasized
due to their beneficial effects on cardiovascular diseases. which are
the main cause of death in occidental countries, as described by
literature. In order to obtain more information about the fatty acid
composition of the main marine species fat constituent, usually
consumed by Eastern Island population, seven fish species were
analyzed: Maito (Acanthurus leucopareius), Matuko ( Bodianus
vulpinus ), Marau ( Myripristis tiki ), Nanue { Kiphosus bigibus ),
Moki ( Mori and Marari, Anampses caeruleopunctatus ), Puia (
Girellops nebulosus ) and Raea (Cheilodactilus plessisi ). Fatty acid
profile and proximate analysis were determined for each species.
According to its fat content, Nanue and Marari showed the highest
lipid percentage, with values of 2.8 and 3.6% respectively. Fatty acid
profileexpressed as methyl esters percentage inidicated that the most
important group was that of the saturated fatty acids (SFA 35,1-54%).
followed by the polyunsaturated fatty acids group (PUFA, 22-
42,5%). Palmitic acid was the most important between saturated fatty
acids , while oleic acid was the main fatty acid between the
monounsaturated group. In omega-3 family fatty acids,
eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5w3) and docosahexacnoic acid
(DHA ,C22:6w3) were the most important, with values in a range
between 2.0-12% and 1.8-18.3%, respectively. Omega-6 family
showed a higher content in arachidonic acid (AA,C20:4w6) with
values between 1.9 and 10%. Considering the fatty acid composition
and the fat content, Marari was the highest in w-3 and w-6 fatty acid
contribution, with values of 850 and 240 mg per one hundred grams
of edible portion respectively.

Key words: Eastern Island fish, fatty acids, proximate analysis.

vistosos colores, los cuales constituyen Ia base de la dieta
tradicional del pueblo rapanui.

El conocimiento del aporte nutricional y valor cal6rico de
las especies marinas ha sido motivo de extensos estudios 0
varios paises. La Monografia Proximate Composition of NeW

~ Zealand"Marine Finfish and Shellfish (1), contiene los dato
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de 62 especies, sefialando que tal informacién cs fundamental
cuando se iniciala exportacién de productos pesqueros a otros
paises, yaque se trata de especies propias no conocidas y cuy?
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informacién nutricional se requiere para ser incorporada en el
etiquetado como lo exigen algunas reglamentaciones extran-
jeras.

El catdlogo de Corfo «Chile y sus recursos pesqueros» (2),
incluye 23 especies de Isla de Pascua, pero los antecedentes
aportados son escasos para la mayoria de ellos. Entre las
especies mds relevantes se pueden citar Nanue (Girellops
Nebulosus), Waho o Peto (Acanthocybium Solandri), Mahi
Makio Dorado (Coryphaena Hippurus), Auhopu o Cachurreta
(Katsuwonus Pelamis), Attin Aleta Larga o Kahi (Thunnus
Alulunga) que se exporta congelado a USA y Puerto Rico,
Atin de ojo grande o Kahi Mata (Thunnus Obesus), entre
otros.

Laliteratura cuentacon algunas investigaciones hechas en
Australia, Nueva Zelandia y Estados Unidos, que informan la
composicién proximal y perfil lipidico de algunas especies
marinas del Océano Pacifico (1, 3-7). Sin embargo, no se
dispone de informacién nutricional respecto de las especies
incluidas en el presente estudio.

En los dltimos afios se ha generado un mayor conocimien-
to sobre la funcién nutricional de los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga w-3. Estos 4cidos grasos son
esenciales en muchas funciones bioquimicas, y aunque se
requieren en pequefias cantidades, los seres humanos tienen
muchas limitaciones para formarlos a partir de precursores
mds simples, por lo que deben obtenerse de la dieta (8). Los
recién nacidos y los adultos con predisposicién al desarrollo
deenfermedades cardiovasculares constituyen los grupos mds
vulnerables a la deficiencia de estos dcidos grasos (8).

Los aceites de origen marino son una fuente importante
de 4cidos grasos poliinsaturados de la familia omega-3,
como son el dcido eicosapentaenoico (EPA) y el dcido
docosahexaenoico (DHA), y se considera que presentan un
efecto beneficioso en la prevencién de los accidentes
cardioasculares (9-11).

Los aceites de pescado proceden fundamentalmente de
peces que habitan en las profundidades ocednicas (12). Los
dcidos grasos poliinsaturados omega 3 constituyen alrededor
del 25 % de los 4cidos grasos presentes en los aceites de
pescado (12).

La acci6n principal de los dcidos grasos w-3 sobre las
lipoprotefnas plasmaticas consiste en reducir los niveles de
triglicéridos. Esta accién se ejecuta en el higado donde inter-
fieren en la incorporacion de los triglicéridos a las particulas
de VLDL, lo que produce una disminucién de la cantidad de
triglicéridos secretados a la circulacién (12).

El EPA es precursor de eicosanoides de la serie 3 y posee
entre otras funciones, actividades reguladoras de lahomeostasis
Cardiovascular, ejerciendo una accién antitrombética (13).
Por otro lado el DHA es un 4cido graso esencial en la
formacién de membranas y en 1a funcién del tejido nervioso y
visual. Ademds cumple funciones regulatorias en el sistema
Inmunolégico (14).

Por los antecedentes ya sefialados en el presente trabajo se
consideréimportante conocer lacomposicién en acidos grasos
y el analisis proximal de siete especies marinas de consumo
habitual para la poblaci6n de Isla de Pascua.

Este estudio se realizé gracias a la colaboracién de la
Armada de Chile y del Instituto Oceanografico Nacional, que
organizaron una expedicidn cientifica a Isla de Pascua desde
el continente.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se analizaron siete especies de pescado de
consumo habitual en Isla de Pascua conocidas como: MAITO
o pez cirujano (Acanthurus leucopareius). Matuku o motuku
(Bodianus vulpinus), Marauo bohemio (Myripristis tiki), Nanue
(Kiphosus bigibus), Moki (Mori o Marari, Anampses
caeruleopunctatus, dependiendo si la especie es hembra o
macho respectivamente), Puia (Girellops nebulosus), Raea
(Cheilodactilus plessisi). ‘

La identificacién de las muestras se realizé consignando
sus nombres comunes o populares al momento de su captura,
posteriormente se identificaron cientificamente con ayuda
bibliografica (15,16) y en colaboracién con un profesional del
museo de Historia Natural.

Las muestras de las diferentes especies se capturaron en
las costas de Isla de Pascua, en el mes de Septiembre y se
guardaron congeladas a-20°C hastael momento de su andlisis.
Los ejemplares se filetearon, se desech6 todo el material no
comestible (cabeza, cola, piel, espinazo), y el material comes-
tible se homogeneizd en un procesador de alimentos. A cada
muestra se le realizaron las siguientes determinaciones:

Humedad: Por desecacién a 105°C hasta peso constante (17)
Materia Grasa: Segin el método Bligh y Dyer (18)
Proteinas: Se utiliz6 el método de Kjeldahl (17).

Cenizas: Por calcinacion en mufla a 525°C, hasta la obtencién
de cenizas blancas y peso constante (17).

Composicion en acidos grasos de la meteria grasa extraida

Serealiz6 por cromatografia Gas-Liquido, previa prepara-
cién de ésteres metilicos, seglin Metcalfe (19). Se empled un
cromatégrafo Konic 2000-C con columna SP 2330 (10%
Chromosorb WaW 100/120 mesh) de 30 m de largo, 0.32 mm
de didmetro interno. Detector de ionizacién de llama. Tempe-
raturas: inyector 240°C, detector 240°C, horno 160-225°C a
5°C/min.

Para la identificacion de los 4cidos grasos se emple6 una
mezcla de estdndares de dcidos grasos marca Supelco y se
compararon los tiempos de retencién de los 4dcidos grasos de
los patrones con los de las muestras.

El cdlculo del contenido de dcidos grasos en el alimento se
llevé a cabo utilizando la siguiente ecuacion:
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g de 4cido graso % de &cido graso x % de lipidos totales x Fc

100 g de parte comestible 100

donde Fc es un factor de correccién que representa larelacién
entre el contenido de 4cidos grasos y los, lipidos totales de la
muestra. Para especies marinas magras la literatura recomien-
da un Fc de 0,7 y para especies marinas grasas un Fc de 0,9
(20).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra la composicién proximal de las siete
especies de pescado analizadas. En este estudio se encontraron
valores promedio de humedad en un rango entre 74.4-81.7%,
la literatura (21,22) describe para especies continentales
humedades que varian entre 65% (Sierra) y 81% (Congrio,
Merluza), en cambio en otras zonas del pacifico, los valores
fluctdan entre 73.4% (Gray mullet) y 82% (Red cod-bacalao)
(5,1,6).

TABLA 1
Anélisis préximal de siete especies de pescado
de Isla de Pascua
Especie n  Humedad Cenizas Lipidos Proteinas E.N.N.
2/100 g de parte comestible
MARAU 3 772403 09+01 03100 203+02 13+0.1
MATUKU 2 783+02 12+02 05+00 187100 14400
MAITO 2 817400 13+00 07+£00 143+01 21+00
MORI 2 787+0.1 13+01 13+£01 186+01 02+0.1
PUIA 2 779403 14+00 1.7+00 184+0.0-07+£02
RAEA 2 77.1+00 13400 1.7+00 181401 19400
NANUE 3 744+01 14400 28+00 208+00 05+02
MARARI 2 755+00 14+00 36+01 187+00 09+00

Protefnas N x 6.25 ; E.N.N: extracto no nitrogenado (calculado por
diferencia)
n: nimero de muestras

En cuanto al contenido de lipidos, Nanue y Marari corres-
pondieron a la categoria de peces grasos (23), con valores de
2.8%Yy 3.6% respectivamente, mientras que, las otras especies
se consideraron como peces magros, conun contenido lipidico
en unrango entre 0.3% y 1.7%. Aunque en este trabajo no se
realiz6 un estudio de variacién estacional del contenido graso,
debido a que el proyecto contemplé s6lo una visita alaisla, se
esperaria que el contenido en lipidos de estas especies fuera
mayor durante los meses m4s frios, ya que principalmente en
las especies de tipo graso el contenido lipidico tiende a
aumentar desde los meses cédlidos hacia estaciones mds fifas.

Se puede observar ademds, que existe unarelacién inversa
entre el contenido de humedad y de materia grasa en las

distintas especies, lo cual estd descrito en la literatura (24,25).

Los valores obtenidos para el contenido proteico tluctua-
ronentre 14.3% y20.8%. Enlaliteratura se encuentran valores
entre 16% (Congrio) y 22% (Sierra) para especies continenta-
les (21,22). En otras zonas del pacifico se han descrito valores
entre 13% (Orange Roughy) y 22% (Gray Mullet) (5,1,6).
Estos valores muestran que estas especies de pescado son una
muy buena alternativa, en cuanto al aporte proteico, respecto
de otras fuentes como vacuno, cordero, cerdo y otras simila-
res. '

En la Tabla 2 se presenta la composicién en dcidos grasos
del aceite extraido de las siete especies de pescado analizadas,
expresado en porcentaje de ésteres metilicos. Se observé en
todas las muestras analizadas un predominio en 4cidos grasos
saturados, en unrango que fluctué entre 35.1% y 54.0%. Entre
los dcidos grasos saturados se destacaron el dcido palmitico
(C16:0), con valores promedioentre 21.3% y 44.3% y el 4cido
estéarico (C18:0), con valores promedio entre 5.7%y 10.2%.
El segundo grupo en importancia en las especies analizadas
fueron los 4cidos grasos poliinsaturados, con porcentajes que
variaron entre 22.0% y 42.5%, se destacaron en este grupo el
dcido docosahexaenoico (DHA, C22:6w3), 4cido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5w3) y dcido araquidénico
(AA. C20:4w6) presentes en un rango entre 1.8-18.3%, 2.0-
12.0% y 1.9-10.0% respectivamente. Finalmente, los 4cidos
grasos monoinsaturados fluctuaron entre 20.6% y 31.0%, y
fue el 4cido oleico (C18:1w9) el predominante en este grupo,
con valores comprendidos entre 14.1% y 27.7%. Se destacé
también la presencia de dcido palmitoleico caracteristico de
las materias grasas de origen marino.

Encuanto alos 4cidos grasos esenciales, el dcido linoleico
(C18:2 w6) y 4cido linolénico (C18:3 w3) se encontraron en
un rango entre 0.3-2.4% y 0.9-3.8% respectivamente.

El indice de poliinsaturacién alcanzé valores entre 0.4 y
1.2. En otras especies del pacifico (5,1,6) los indices de
poliinsaturacién varian entre 0.2 y 5.4.

Los peces de Isla de Pascua presentaron una tendencia de
equilibrio entre los tres grupos de dcidos grasos analizados,
esta tendencia concuerda con datos de otras publicaciones
realizadas para especies chilenas continentales (26,23) y para
especies de otras latitudes (3,5,7)

EnlaTabla 3 se presentacl contenido de EPA, DHA y AA,
para las muestras analizadas, expresadas por 100 g de parte
comestible. El contenido en EPA fluctu6 entre 6.9-343 mg/
100g, mientras que el DHA fluctué entre 5-230 mg/100g.
Resultados similares se han descrito en la literatura para EPA
(3-220 mg/100g), DHA (3-360 mg/100g), en otras especies
del pacifico. Las especies Nanue y Marari aportaron 10
mayores contenidos de dcidos grasos omega-3, con valores
superiqres a los 500 mg por 100 g de parte comestible.
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TABLA 2
Composicién porcentual promedio de los ésteres metilicos de los dcidos grasos de los aceites extraidos
de siete especies de pescado de Isla de Pascua

( porcentaje de ésteres metilicos)

Acidos Grasos MARAU MATUKU MAITO MORI PUIA RAEA NANUE MARARI
X+D.S X+DS X+DS X=+DS X+DS X+DS X+DS X+DS

C12:0 Ac. lurico 00+00 00+00 00+00 01+01 04+02 04+00 02400 03+0.0
C14:0 Ac.miristico 35+0.1 33+02 19+02 29+01 48+03 37+04 54+05 6.0+ 0.1
C15:0 Ac.decapentanoico 08+02 03+00 06+01 04+02 02+00 00+x00 04+00 00+00
Cl6:0 Ac. palmitico 30.1+03 443406 229401 21.3+01 21.8+04 276+04 356+07 249+0.7
Cl7:0 Ac.decaheptanoico 1.2+00 0.0+0.0 07+00 08+02 20+02 05+0.1 0.2+00 0.6 +00
CI8:0 Ac.estedrico 9.8 +0.6 57+04 96+04 92+0.1 6.8+05 102+05 7.1+05 74 +0.1
C20:0 Ac.eicosanoico 03+00 06+00 03+00 0.6+00 09+04 04+0.1 0.8+0.0 0.0+00
C22:0 Ac.docosanoico 1.3+£00 0.0+0.0 1.5+0.1 00+0.0 03+03 00+00 0.0+0.0 0.0+00
Total saturados 469+06 540+09 374+03 351404 370+03 427+01 496+07 392+06
Cl4:1 Ac.miristoleico 00+00 00+00 00+00 06+00 05+01 02402 0.4+00 04404
Clé:1 Ac.palmitoleico 35+0.1 7.7+04 34+01 43+00 59+04 44+03 51+01 52+04
Ci8:1w9 Ac.oleico 180+03 164+05 277402 16.7+1.1 14.1+05 253+08 151+04 17.7+03
C20:1?7  Ac.eicosaenoico 00+00 00+00 0.0+00 13+01 01+01 00+00 0.0+0.0 0.0+00 .
Total monoinsaturados 215402 240+09 31.0+03 228+09 206+01 299+07 207+05 233+03
Cl6:2 Ac.decahexadienoico 1.8 +0.1 07+02 1.6+0.1 07+0.0 1.1+01 09+00 03+00 1.0+ 0.0
Cl18:2?  Ac.decaoctadienoico 03+0.1 07+00 07+01 02+00 00+00 03+03 0.0+0.0 0.0+ 0.0
CI8:2w6 Ac.linoleico 20+03 09+02 12402 18+0.1 03+00 08+0.1 24+00 1.6+0.1
Cl8:3w3  Ac.linolénico 29+02 3.8+0.1 1.7+00 29+0.1 09+04 18+00 25+01 32+02
ClI8:4w3 Ac.decaoctatetraenoico 0.4 + 0.1 0.0+0.0 0.0+00 00+00 22+01 00+00 05+03 0.0+0.0
C20:2?  Ac.eicosadienoico 0.6+02 1.9+0.1 04+01 08+01 21+02 0700 0.6+0.0 1.0+0.1
C20:3?  Ac-eicosatrienoico 0.0+0.0 0.8+0.2 00+00 1.0+0.1 1.6+£03 07+0.1 1.2+03 0.7+0.1
C20:4w6 Ac.araquid6nico 23403 25+0.1 25+03 100+01 83+03 57+0.1 1.9+03 72+0.1
C20:4w3 Ac.eicosatctraenoico 05+0.1 1.5+0.1 05+02 07+00 05+02 06+00 0.0+0.0 0.0+00
C20:5w3 Ac.eicosapentaenoico 3.3+0.2 44+04 20+02 11.0+06 120+03 41+03 47+0.3 10.6 + 0.3
C22:4w3 Ac.docosatetraenoico 1.9+0.3 1.5+0.1 1.6+01 19+02 35403 18+0.1 39+06 25+0.2
C22:5w6 Ac.docosapentaenoico 0.0 + 0.0 0.0+0.0 00+00 05+00 07+02 04401 06+05 0.0+00
C22:5w3 Ac.docosapentaenoico 1.7 +0.1 1.9+0.0 13+£02 22104 1.3+£01 25401 38+03 28+05
C22:6w3 Ac.docosahexaenoico 14.0+03 18+0.1 18.3+04 88 +0.6 84+04 75+03 7.6+0.2 7.1+03
Total poliinsaturados 316+0.8 220+00 31.7+0.1 422+14 425+04 275+05 297+1.1 376+09
Indice de poliinsaturacién 0.7 04 08 12 1.1 0.6 06 i
tr:itrazas;  7:probable

TABLA 3 Se puede observar que existen cantidades importantes de

Aporte de’ EPA, DHA y AA de siete especies de pescado
de Isla de Pascua

Especie EPA DHA AA Omega-3
Totales
mg/100 g de parte comestible

MARAU 69404 294 +06 48406 525427
MATUKO 123+1.1 50+03 7.0+0.3 417422
MAITO 84+08 769 +1.7 105+13 1067+45
MORI 100.1+55 80.1+55 91.0+09 2502+173
PUIA 1428 +36 100.0+48 988436 3427+214
RAEA 488+36 892+36 678+12 217.8+95
NANUE 1184476 191.5+50 479+76 579.6+454
MARARI 3434+9.7 2300497 2333+32 8489+486

EPA : 4cido eicosapentaenoico; DHA 4cido docosahexaenoico; AA 4cido
araquiddnico

acidos grasos de cadena larga que incluyen en su estructura 4,
5y hasta 6 insaturaciones (dobles enlaces), lo cual ademds de
ser una de las caracteristicas importantes de los lipidos mari-
nos, contribuyen en forma preponderante al caracter tradicio-
nalmente inestable de este tipo de materia grasa.

Se ha observado que los factores ambientales como la
dieta, laépoca de captura y la temperatura del agua, ademds de
algunas diferencias bioldgicas tales como edad, sexo y tamaiio
de las especies afectan la composicién en dcidos grasos
(3,4,27). Por otra parte, la dieta de los peces suele sufrir
grandes variaciones dependiendo del area geografica en el
cual el pez se desarrolla y de 1a estacidn del afio, e incluso se
ha observado que en una misma épocay regién variade un afio
a otro. Por lo tanto este factor podria introducir importantes
variaciones en el contenido graso y el perfil lipidico de los
peces.
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Los pescados son una excelente fuente de dcidos grasos
omega-3, principalmente EPA y DHA. Este hecho se inserta
dentro de las actuales recomendaciones dietarias que estimu-
lan el consumo de pescado, sobre todo en poblaciones como
lanuestra, que presenta un bajo consumo per cépita, a pesarde
contar con una amplia y permanente oferta de este tipo de
productos
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NUEVOS LIBROS

Food Composition and Nutrition Tables. Die
Zusammensetzung der Lebensmittel Nihrwert-Tabellen.
La composition des aliments. Tableaux des valeurs
nutritives. Editada por Deutsche Forschungsanstalt fir
Lebensmittelchemie, Garching b. Miinchen. Compilacién de
Heimo Scherz y Friedrich Senser. MEDPHARM Scientific
Publishers, Stuttgart 2000. 6ta. Edicién revisada y ampliada. 22
x 30 cm, tapa dura. 1.182 pags. 2000. ISBN 3-88-763-076-9.

Nos complace hacer la recensién por segunda vez de este
extenso volumen el cual entrega la composicién de mas de 800
productos alimenticios, en su Sexta Edicién revisada y am-
pliada. En general el texto sigue los lineamientos de la anterior
en cuanto al orden de las secciones: Prefacio a la 6ta. Edicién.
Contenido, Introduccidn y explicacién de las Tablas, Referen-
cias, Glosario de los constituyentes de los alimentos y agrade-
cimientos, en alemén, inglés y francés.

Los productos que integran la Tabla se distribuyen en los
siguientes grupos y sub-grupos: Leche, Productos licteos
(excepto quesos), Quesos, Huevos y sus productos-Grasas y
aceites animales, Grasas y aceite vegetales, Margarinas-Car-
nes, Carnes y visceras de animales sacrificados (carnero,
ternera, res, cerdo, caballo, cabra y conejo), Productos
cérnicos(excepto salchichas y pastas de higado), Carne de
caza, Aves, Pescados de mar, Pescados de agua dulce, Crus-
tdceos y moluscos, Productos de pescado, Cereales, Cereales
y harinas, Panes y bollos, Pasteleria, Tortas, Almidones,
Vegetales, Raices, Tubérculos y sus productos, Hojas, Tallos
y flores y sus productos,Vegetales, frutas y sus productos,
Bayas y sus productos, Frutas silvestres, Frutas exéticas,
Nueces - Jugos, Néctares y concentrados de frutas y bayas -
Mermeladas y jaleas de frutas y bayas - Miel, azdcares y
edulcorantes - Helados - Bebidas alcohdlicas - Bebidas no
alcohdlicas - Cacao - Café y Té - Levaduras - Saborizantes -
Mayonesa -Apéndice I (Amino4cidos libres en frutas y jugos
de frutas) - Apéndice II (Carotenoides sin actividad de vitami-
na A en alimentos). Listado de referencias consultadas en la
década 1980-1999. Indice en los 3 idiomas citados.

Cada producto alimenticio informa sobre el aporte energético
en calorfas y en kilojoulios por 100 g de parte comestible,
proveniente de las proteinas, grasas y carbohidratos, seguido
del porcentaje de desecho. A continuacién el valor promedio
de los constituyentes con sus valores minimos y maximos
seguido de la Densidad de Nutrientes para cada uno de ellos,
€xpresadaen susrespectivas unidades por megajoulios. De los
Minerales y oligoelementos tanto en mg como en g, se
informa sobre el contenido de Na, K, Mg, Mn, B, Se, Zn, Fe,
Ni, Cr entre otros, para la mayoria de los reglones. En cuanto
avitaminas, la vitamina A se detallaen equivalentes de retinol,

carotenoides totales, betacarotenos, alfacarotenos,
criptoxantina, segtin el caso. Los aminoécidos se indicanen g
6 mg por 100 de parte comestible.

Todas las tablas han sido revisadas y actualizadas. Los princi-
pales cambios de esta Sexta Edicion con respecto a la anterior
son la inclusién de un subgrupo “vegetales silvestres” en el -
grupo de vegetales, entre los cuales se encuentra el llantén
(Plantago mayor L) y la alcaravea (Carum carvi L). Se ha
incorporado una seccién ‘“compuestos especiales
biolégicamente activos” dadalaimportanciadelos fitoquimicos
y el grupo de 4cidos grasos se ampli6 con la informacién sobre
el contenido en 4dcidos grasos “trans”. De igual manera, todos
los valores se han ajustado y redondeado de acuerdo a los
standares internacionales para una mas fécil lectura y rdpida
interpretacion. No se dispone de un indice de nombres cientifi-
cos, lo cual serfade gran utilidad dada la diversidad de reglones.
Se trata de una obrade particular utilidad para todos en el campo
de la composicién de alimentos. Pensamos que puede ser de
especial valor como texto de orientacion, dentro del Proyecto
LatinFoods que se adelanta coordinadamente en la region.

José Félix Chdvez P.

“Clinical nutrition of the essential trace elements and
mineral”. Editado por John D. Bodgen y Leslie M. Klevay.
Prologode Erwin Rosenberg. HumanaPress Inc. 999 Riverview
Drive, Suite 208. Totowa, New Jersey 07512, Estados Unidos.
Cubierta dura. ISBN: 0-896-03598-0. U.S.$ 125,00; 397
péginas. '
Este libro de fécil lectura, pertenece a la Serie Nutricién y
Salud de esta Casa Editorial y constituye una valiosa puesta al
dia del rol desempefiado por los elementos trazas y otros
macrominerales en nutricién clinica. La obra se ofrece en 21
capitulos distribuidos en 4 secciones. La primera “Conceptos
bésicos, consumo, deficiencia y toxicidad” consta de 7 temas,
2 de ellos exponen el consumo prehistérico y presente de
elementos trazas y minerales. La segunda seccién “Elementos
trazas y nutricién mineral en personas sanas” recoge en 4
capitulos este enfoque en el embarazo, lactancia, adolescentes

'y tercera edad. La dltima seccién mas extensa, “Elementos

trazas y nutricién mineral en enfermedades”, esta integrada
por 10 capitulos que incluyen genética, trastornos endocrinos,
6seos, renales, cardiovasculares, gastrointestinales y desérde-
nes oftalmolégicos. Al final de todos y cada uno de los
capitulos el lector encontrara abundante y actualizada biblio-
grafia. La dltima seccién informa sobre revistas y otras obras
pertinentes al 4rea. Un texto recomendado para los interesados
en elementos trazas, micro y macrominerales.

José Félix Chdvez P.



Informacion para los autores

-

Reqmsﬂos uniformes para preparar los manuscrltos enviados
a revistas biomédicas '

Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas 2

En enero de 1978, un pequeiio grupo de directores de revistas

médicas generales se reunieron en Vancouver, Canada, para fijar
pautas con respecto a la presentacién de los manuscritos enviados
a ellas. El grupo, que se ha ampliado y actualmente es conocido
como e} Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas
(o también como el Grupo de Vancouver), se ha venido reuniendo
cada afio desde entonces y sus inquietudes se han hecho mas
generales. El comité ha elaborado cuatro ediciones de los Requi-
sitos uniformes para preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas; la presente edicién, que es la cuarta, fue ligeramente
enmendada en enero de 19933.

RESUMEN DE LOS REQUISITOS

El manuscrito se mecanografiard a doble espacio, incluidos la

pdagina del titulo (p4gina inicial, portada), el resumen, el texto, los
agradecimientos, las referencias, los cuadros y los pies o epigrafes
de las ilustraciones.

Cada componente del manuscrito empezaré en p4gina aparte,

Version espafiola basada en: International Committee of Medical
Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to
biomedical journals. JAMA 1993;269:2282-6.

Este documento no estd protegido por derechos de autor. Puede
copiarse o reimprimirse sin autorizacion, siempre y cuando se haga
sin fines de lucro.

Las consultas y observaciones deben dirigirse a Kethleen Case,
Secretariat Office, Annals of Internal Medicine, Independence Mall
West, Sixth Street at Race, Philadelphia, PA 19106-1572.
Traduccion: Dr. Gustavo A. Silva, traductor y redactor médico,
miembro de la American Medical Writers Association, el Council of
Biology Editors y la European Association of Science Editors.
Direccion postal: 5313 King Charles Way, Bethesda, MD 20814,
Estados Unidos de América.

Actual) se hallan representadas en el comité las siguientes
revistas y publicaciones: Annals of Internal Medicine, British Medical
Journal, Canadian Medical Association Journal, The Journal of the
American Medical Association. The Lancet, The Medical Journal of
Australia, The New England Journal of Medicine, New Zealand
Medical Journal, Tidsskrift for den Lageforeing, The Western Journal
of Medicine e Index Medicus.

Articulo original publicado en el Bol of Sanit Panam 716(2):146-59,
1994.
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siguiendo esta secuencia: pagina del titulo; resumen y palabras
clave; texto; agradecimientos; referencias; cuadros (cada uno,
junto con el titulo y las notas al pie, en pagina aparte); y pies o
epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentardn en forma de impresiones
fotograficas de buena calidad, en papel satinado, sin montar y
generalmente de 127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm.

Las copias del manuscrito y de las ilustraciones en el nimero
requerido (véanse las instrucciones de la revista) se remitirdn en
un sobre de papel resistente. El manuscrito ird acompafiado de una
carta explicatoria, segiin se describe més adelante en “Presentacion
del manuscrito a la revista”, y de los permisos necesarios para
reproducir material ya publicado o para usar ilustraciones en las
que se pueda identificar a alguna persona.

Siganse las instrucciones de la revista con respecto a la cesion
de los derechos de autor. Los autores conservardn copia de todo
lo enviado.

PUBLICACION PREVIA Y DUPLICADA

La mayoria de los directores de revista no desean considerar
para publicacién un manuscrito acerca de un trabajo que ya se ha
dado a conocer en un articulo publicado o que se ha descrito en
un articulo propuesto o aceptado para publicacién en otra parte.
ya sea un medio impreso o electrénico. Por lo general, esta norma
no impide considerar un articulo rechazado por otra revista o una
comunicacién completa que sigue a la publicacién, por lo comin
bajo la forma de un resumen, de un informe preliminar. Tampoco
impide considerar un articulo presentado en una reunién cientifica
si éste no aparece integramente en las actas de la reunién o una
publicacién semejante. Las informaciones periodisticas acerca d¢
la reunién no se considerardn en general como infracciones de esta
regla, pero no habran de ampliarse mediante datos suplementarios
o copias de los cuadros o las ilustraciones. Cuando se propone un
articulo para publicacién, el autor estd obligado a informar ple-
namente al director de la revista acerca de cualquier presentacion
del documento a otras revistas o cualquier informe anterior que
pudiera considerarse publicacién previa o duplicada de un mismo
trabajo 0 de uno muy semejante. Junto con el manuscrito $€
incluirdn coplas de los documentos pertinentes para ayudar al
director a decidir la manera de hacer frente a este asunto.

Rara vez se justifica la publicacién miiltiple, que se defin¢
como el acto de publicar mas de una vez los mismos resultados



de un estudio, aunque la redaccién se cambie. Una posible justi-
ficacién es la publicacién secundaria en otro idioma, siempre y
cuando se cumplan las siguientes condiciones:

1. Se informard cabalmente a los directores de las dos
revistas involucradas; el director de la publicacién se-
cundaria tendré en su poder una fotocopia, reimpreso o
manuscrito de la versién primaria.

2. Se respetard la precedencia de la publicacién primaria
dejando transcurrir un intervalo de por lo menos dos
semanas antes de sacar a la luz la versién secundaria.

3. Elarticulo secundario estard dirigido aun grupo diferente
de lectores y no serd simplemente una traduccién del
primario; incluso, a menudo basta con una versién re-
sumida.

4. La versién secundaria reflejara fielmente los datos y las
interpretaciones de la primaria.

5. Mediante una nota colocada al pie de la primera pégina
de la versi6n secundaria, se informar4 a los lectores, los
colegas de los autores y los organismos de documen-
tacién que el articulo se ha editado y se destina a un
publico nacional en. paralelo con la versién primaria,
basada en los mismos datos e interpretaciones. Este
podria ser un texto apropiado para dicha nota: “El
presente articulo estd basado en un estudio que se dio
a conocer primero en (titulo de la revista y referencia
completa)”.

Los directores no aceptardn la publicacién miiltiple que dis-
crepe de la definicién anterior. Silos autores transgreden estaregla,
tendrdn que atenerse a las medidas editoriales del caso.

La divulgaci6n preliminar, generalmente por conducto de los
medios de comunicacién de masas, de la informacién cientifica
contenida en un articulo ya aceptado pero atn sin publicar repre-
senta una infraccién de las normas de muchas revistas. En contadas
ocasiones, y s6lo mediante previo acuerdo con el director, puede
aceptarse ladiseminacién preliminar de datos; por ejemplo, cuando
se trata de precaver a la gente contra ciertos riestos para la salud
publica.

PREPARACION DEL MANUSCRITO

Mecanografiese o imprimase el manuscrito en papel bond
blanco de 216 x 279 mm o dela medida estdndar ISO A4 (212
X 297 mm), con margenes de por lo menos 25 mm. Escribase
solamente sobre una cara del papel. Utilicese doble espacio a lo
largo de todo el manuscrito o impreso de computadora, incluidos
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. Cada uno de los siguientes componentes comenzar
en hoja aparte: p4gina del titulo, resumen y palabras clave, texto,
agradecimientos, referencias, cada uno de los cuadros y los pies
0 epigrafes de las ilustraciones. Numérense las paginas en forma
consecutiva, empezando por la del titulo. Sobre el dngulo superior
o inferior derecho de cada péagina anétese el nimero correspon-
diente.

PAGINA DEL TITULO

La primera pégina contendraé: a) el titulo del articulo, que serd
conciso pero informativo; b) nombre y apellido(s) de cada autor,
acompafiados de sus grados académicos mds importantes y su
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afiliacion institucional; c) nombre del departamento o departamen-
tos y la institucién o instituciones a los que se debe atribuir el
trabajo; d) declaraciones de descargo de responsabilidad, silas hay;
¢) nombre y direccién del autor que se ocupard de la correspon-
dencia relativa al manuscrito; f) nombre y direccién del autor a
quien se dirigirdn las solicitudes de separatas, o nota informativa
de que los autores no las proporcionardn; g) origen del apoyo
recibido en forma de subvenciones, equipo o medicamentos; y h)
titulo abreviado (titulillo) que no pase de 40 pulsaciones (contando
caracteres y espacios), el cual se colocard, debidamente rotulado,
en la dltima linea de la pagina inicial.

AUTORIA

Todas las personas designadas como autores habran de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autorfa. Cada autor
debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad publica por su contenido.

Para concederle a alguien el crédito de autor, hay que basarse
inicamente en su contribucién esencial por lo que se refiere a: a)
laconcepcién y el disefio del estudio, o el anélisis y lainterpretacion
de los datos; b) la redaccién del articulo o la revisién critica de
una parte importante de su contenido intelectual; y ¢) la aprobacion
final de la versidn que serd publicada. Los requisitos a, by c tendrén
que cumplirse siempre. La participacién que consiste meramente
en conseguir financiamiento o recoger datos no justifica que se le
conceda a nadie el crédito de autor. Tampoco basta con ejercer la
supervisién general del grupo de investigacién. Toda parte del
articulo que seadecisiva conrespecto a las conclusiones principales
debera ser responsabilidad de por lo menos uno de los autores.

En un articulo de autor corporativo (colectivo) se especificard
quiénes son las personas principales que responden del documento;
alos demés individuos que colaboraron en el trabajo se les concederd
un reconocimiento por separado (véase “Agradecimientos”).

Los directores de revista podrdn solicitar a los autores que
justifiquen la asignacién de la autorfa.

Cada vez con més frecuencia, los ensayos multicéntricos se
atribuyen a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo
que sean nombrados como autores, bien sea en la linea a conti-
nuacién del titulo o en una nota a pie de pdgina, deben satisfacer
plenamente los criterios de autorfa definidos en los Requisitos
uniformes. Los miembros del grupo que no los satisfagan deben
ser mencionados, con su autorizacién, en la seccién de agradeci-
mientos o en un apéndice (véase “Agradecimientos”).

RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La segunda pégina incluird un resumen (que no excedera las
150 palabras de extensién si es un resumen ordinario o las 250
si es uno estructurado). En €l se indicardn los propdsitos del
estudio o investigacidn; los procedimientos bésicos (la seleccion
de los sujetos de estudio o los animales de laboratorio, los métodos
de observacién y analiticos); los resultados mds importantes
(proporciénense datos especificos y, de ser posible, su signifi-
cacién estadistica); y las conclusiones principales. Higase hin-
capié en los aspectos nuevos o importantes del estudio o las
observaciones. :

A continuacién del resumen agréguense, debidamente rotula-
das, de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los
indizadores a clasificar el articulo, las cuales se publicardn junto
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con el resumen. Utilicense para este propdsito los términos de la
lista Medical Subject Headings (MeSH) [Encabezamientos de
materia médica) del Index Medicus; en el caso de términos de
reciente aparicién que todavia no figuren en los MeSH, podrén
usarse las expresiones corrientes.

TEXTO

El texto de los articulos de observacién y experimentales
se divide generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que
llevan estos encabezamientos: introduccién, métodos, resulta-
dos y discusién. En los articulos largos puede ser necesario
agregar subtitulos dentro de estas divisiones a fin de hacer més
claro el contenido, sobre todo en las secciones de resultados y
discusién. Es probable que otro tipo de articulos —como los
informes de casos, las revisiones y los editoriales— exijan otra
estructura. Para mayor orientaci6n, los autores deberan consul-
tar la revista en la que pretenden publicar.

Introducciéon

Exprese el propésito del articulo. Resuma el fundamento 16gico
del estudio u observacién. Mencione las referencias estrictamente
pertinentes, sin hacer una revisién extensa del tema. No incluya
datos ni conclusiones del trabajo que estd dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se seleccionaron los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique los
métodos, aparatos (nombre y direccién del fabricante entre parén-
tesis) y procedimientos con detalles suficientes para que otros
investigadores puedan reproducir los resultados. Proporcione re-
ferencias de los métodos acreditados, incluidos los de indole
estadistica (véanse més adelante); dé referencias y explique bre-
vemente los métodos ya publicados pero que no son bien cono-
cidos; describalos métodos nuevos o 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.

Etica

Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, sefiale
si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las
normas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa
la experimentacién en seres humanos o con la Declaracién de
Helsinki de 1975, enmendada en 1983. No use el nombte, las
iniciales ni el nimero de clave hospitalaria de los pacientes,
especialmente en el material ilustrativo. Cuando dé a conocer
experimentos con animales, mencione si se camplieron las normas
de la instituci6n, las del Consejo Nacional de Investigacién de los
Estados Unidos o cualquier ley nacional acerca del cuidado y el
uso de animales de laboratorio.

Estadistica

Describa los métodos estadisticos con detalle suficiente para
que el lector versado en el tema y que tenga acceso a los datos

originales pueda verificar los resultados informados. Siempre que
seaposible, cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de error o incertidumbre de 1la medicién (por €j., in-
tervalos de confianza). No dependa exclusivamente de las pruebas
de comprobacién de hipétesis estadisticas, tales como el uso de
los valores P, que no transmiten informaci6n cuantitativa impor-
tante. Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentacién,
Proporcione los detalles del proceso de aleatorizaci6n. Describa
los medios utilizados para enmascarar las observaciones (método
ciego), indicando los resultados que dieron. Informe sobre las
complicaciones del tratamiento. Especifique el nimero de obser-
vaciones. Mencione las pérdidas de sujetos de observacién (por
€j., las personas que abandonan un ensayo clinico). Siempre que
sea posible, las referencias sobre disefio del estudio y métodos
estadisticos serdn de trabajos vigentes (indicando el nimero de las
paginas), mds bien que de los articulos originales donde se des-
cribieron por vez primera. Especifique cualquier programa de
computacién de uso general que se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utilizados deben
aparecer en la seccién de métodos. Cuando resuma los datos en
la secci6n de resultados, especifique los métodos estadisticos que
se emplearon para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y
figuras al minimo necesario para explicar el tema central del
articulo y para evaluar los datos en que se apoya. Use graficas en
vez de los cuadros subdivididos en muchas partes; no duplique los
datos en las gréificas y los cuadros. Evite el uso no técnico de
términos de la estadistica, tales como “al azar” (que entraiia el
empleo de un método de aleatorizacién), “normal”, “significativo”.
“correlacién” y “muestra”. Defina los términos, las abreviaturas
y la mayor parte de los simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los resul-
tados siguiendo una secuencialégica. No repita en el texto los datos
de los cuadros o las ilustraciones; destaque o resuma tan solo las
observaciones importantes.

Discusién

Haga hincapié en los aspectos nuevos e importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con
pormenores los datos u otra informaci6én ya presentados en las
secciones de introducci6n y resultados. Explique en la seccién de
discusién el significado de los resultados y sus limitaciones, in-
cluidas sus consecuencias para la investigacién futura. Relacione
las observaciones con otros estudios pertinentes. Establezca el nexo
de las conclusiones con los objetivos del estudio, pero absténgase
de hacer afirmaciones generales y extraer conclusiones que no
estén completamente respaldadas por los datos. No reclame ningin
tipo de precedencia ni mencione trabajos que no estén terminados.
Proponga nuevas hipétesis cuando haya justificacién para ello,

_pero identificdndolas claramente como tales. Cuando sea apropia-

do, puede ir;cluir recomendaciones.

AGRADECIMIENTOS

En un lugar adecuado del articulo (como nota al pie de 12
primera pagina o como apéndice del texto; véanse los requisitos
de la revista) una o varias declaraciones especificarén a) las €0
laboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican la



autorfa, tales como el apoyo general del jefe del departamento; b)
laayuda técnica recibida; c) el agradecimiento por el apoyo finan-
ciero y material, epecificando la indole del mismo; d) las relaciones
financieras que puedan suscitar un conflicto de intereses.

Las personas que colaboraron intelectualmente pero cuya par-
ticipacién no justifica la autoria pueden ser citadas por su nombre,
afiadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por ejemplo, “asesor
cientifico”, “revisién critica de la propuesta para el estudio”,
“recoleccién de los datos”, “participacién en el ensayo clinico”.
Estas personas deberdn conceder su permiso para ser nombradas.
Los autores se responsabilizan de obtener la autorizacién por
escrito de las personas mencionadas por su nombre en los agra-
decimientos, pues los lectores pueden inferir que estas respaldan
los datos y las conclusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurar en un
pérrafo separado de los testimonios de gratitud por otras contri-
buciones.

REFERENCIAS

Numere las referencias consecutivamente siguiendo el orden
en que se mencionan por primera vez en el texto. En este, en los
cuadros y en las ilustraciones, las referencias se identificardn
mediante nimeros arébigos entre paréntesis. Las referencias cita-
das solamente en cuadros o jlustraciones se numeraran siguiendo
una secuencia que se establecerd por la primera mencién que se
haga en el texto de ese cuadro o esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante,
los cuales estdn basados en el formato que la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos usa en ¢l Index Medicus.
Abrevie los tftulos de las revistas de conformidad con el estilo
utilizado en dicha publicaci6n. Consultela List of Journals Indexed
in Index Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus],
que se publica anualmente como parte del nimero de enero y como
separata.

Absténgase de utilizar los resimenes como referencias. Tam-
poco cite como referencias las “observaciones inéditas” y.las
“comunicaciones personales”. En cambio, puede usted insertar
en el texto (entre paréntesis) las referencias a comunicaciones
escritas, no verbales. Asimismo, incluya en las referencias los
art{culos aceptados aunque todavia no estén publicados; en este
caso, indique el titulo de la revista y agregue “En prensa”. La
informacién sobre manuscritos presentados auna revista pero que
adn no han sido aceptados citela en el texto como “observaciones
inéditas” (entre paréntesis).

Los autores verificaran las referencias cotejandolas contra los
documentos originales.

Se presentan a continuacién una serie de ejemplos de formas
correctas de referencias.

Articulos de revistas cientificas

1. Articulo ordinario (Incliyase el nombre de todos los au-
tores cuando sean seis 0 menos; si son siete 0 mas, anétese
solo el nombre de los seis primeros y agréguese “et al.””):

—_—
4 Evidentemente, por “extranjero” se entiende aqui en relacion con el

idioma inglés, pues los ejemplos de referencias bibliogrdficas se han
trasladado directamente del original, sin adaptarlas. (N. del T.).

10.

11.

12.
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YouCH,Lee KY,CheyRY, Menguy R. Electro-gastrographic
study of patients with unexplained nausea, bloating and vomiting.
Gastroenterology 1980 Aug;79(2):311-4.

Como opcidn, si una revista utiliza la paginacion continua a
lo largo de un volumen, podran omitirse el mes y el niimero:
YouCH,Lee KY,CheyRY,Menguy R. Electro-gastrographic
study of patients with unexplained nausea, bloating and vomiting.
Gastroenterology 1980;79:311-4.

Goate AM, Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA. Lai
LY, et al. Predisposing locus for Alzheimer’s disease on
chromosome 21. Lancet 1989;1:352-5.

Autor corporativo:

The Royal Marsden Hospital Bone-marrow Trans-plantation
Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without
preconditioning in post-hepatitis marrow aplasia. Lancet
1977;2:742-4.

No se indica el nombre del autor:

Coffee drinking and cancer of the pancreas [editorial]. BMJ
1981;283:628.

Articulo en idioma extranjero%:

Massone L, Borghi S, Pestarino A, Piccini R, Gambini C.
Localisations palmaires purpuriques de la dermatite
herpétiforme. Ann Dermatol Venerol 1987;114:1545-7.

Suplemento de un volumen:

Magni F, Rossoni G, Berti F. BN-52021 protects guinea-pig
from heart anaphylaxis. Pharmacol Res Commun 1988;20
Suppl 5:75-8.

Suplemento de un namero:

Gardos G, Cole JO, Haskell D, Marby D, Paine SS, Moore
P. The natural history of tardive dyskinesia. J Clin
Psychopharmacol 1988;8(4 Suppl):31S-37S.

Parte de un volumen:

Hanly C. Metaphysics and innateness: a psycho-analytic
perspective. Int J Psychoanal 1988;69(Pt 3):389-99.

Parte de un nimero:

Edwards L, Meyskens F, Levine N. Effect of oral isotretinoin
on dysplastic nevi. J Am Acad Dermatol 1989;20(2 Pt 1):257-
60.

Nuamero sin volumen:

Baumeister AA. Origins and control of stereotyped movements.
Monogr Am Assoc Ment Defic 1978;(3):353-84.

Sin nimero ni volumen:

Danoek K. Skiing in and through the history of medicine. Nord
Medicinhist Arsb 1982:86-100.

Paginacién en nimeros romanos:

Ronne Y. Ansvarsfall. Blodtransfusiontill fel patient. Vardfacket
1989;13:XVI-XXVIL.

Indicacién del tipo de articulo, segiin corresponda:
Spargo PM, Manners JM. DDAVP and open heart surgery
[letter). Anaesthesia 1989;44:363-4.

Fuhrman SA, Joiner KA. Binding of the third component of

complement C3 by Toxoplasma gondii [abstract]. Clin Res
1987;35:475A.
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13.

14.

15.

16.

17.

Articulo que contiene una retractacién:

Shishido A. Retraction notice: Effect of platinum compounds
on murine lymphocyte mitogenesis [Retraction of Alsabti EA,
Ghalib ON, Salem MH. In: Jpn J Med Sci Biol 1979;32:53-
65]. Jpn J Med Sci Biol 1980;33:235-7.

Articulo retirado por retractacién:

Alsabti EA, Ghalib ON, Salem MH. Effect of platinum
compounds on murine lymphocyte mitogenesis [Retracted by
Shishido A. In: JpnJ Med Sci Biol 1980;33:235-7]. Jpn ] Med
Sci Biol 1979;32:53-65.

Articulo que contiene un comentario sobre otro trabajo:
Piccoli A, Bossatti A. Early steroid therapy in IgA neuropathy:
still an open question [comment]. Nephron 1989;51:289-91.
Comment on: Nephron 1988;48:12-7.

Articulo que ha sido comentado en otro trabajo:
Kobayashi Y, FujiiK, Hiki Y, Tateno S, Kurokawa A, Kamiyama
M. Steroid therapy in IgA nephropathy: a retrospective study
inheavy proteinuric cases [see comments]. Nephron 1988;48:12-
7. Comment in: Nephron 1989;51:289-91.

Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas:
Schofield A. The CAGE questionnaire and psycho-logical

health [published erratum appearsin BrJ Addict 1989;84:7011.
Br J Addict 1988;83:761-4.

Libros y otras monografias

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Individuos como autores:

Colson JH, Armour WIJ. Sports injuries and their treatment.
2nd rev ed. London: S Paul, 1986.

Directores o compiladores como autores:

Diener HC, Wilkinson M, editors. Drug-induced headache.
New York: Springer-Verlar, 1988. B
Organizacién como autor y editor:

Virginia Law Foundation. The medical and legal implications
of AIDS. Charlotterville: The Foundation, 1987.

Capitulo de libro:

Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of ihvading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors.
Pathologic physiology: mechanisms of disease. Philadelphia:
Saunders, 1974:457-72.

Actas de conferencias:

Vivian VL, editor. Child abuse and neglect: a medical community
response. Proceedings of the First AMA National Conference
on Child Abuse and Neglect; 1984 Mar 30-31; Chicago.
Chicago: American Medical Association, 1985.

Articulo presentado a una conferencia:

Harley NH. Comparing radon daughter dosimetric and risk
models. In: Gammage RB, Kaye SV, editors. Indoor air and
human health. Proceeding of the Seventh Life Sciences
Symposium; 1984 Oct 29-31; Knoxville (TN). Chelsea MD:
Lewis, 1985:69-78.

Informe cientifico o técnico:

Akutsu T. Total heart replacement device. Bethesda (MD):
National Institutes of Health, National Heart and Lung Institute;

1974 Apr. Report No.: NIH-NHLI-69-2185-4.

25. Tesis doctoral:
Youssef NM. School adjustment of children with congenita]
heartdisease [dissertation]. Pittsburgh (PA): Univ of Pittsburgh,
1988.

26. Patente:
Harred JF, Knight AR, McIntyre JS, inventors. Dow Chemical
Company, assignee. Epoxidation process. US patent 3,654,317.
1972 Apr 4.

Otros trabajos publicados

27. Articulo de periddico: _
Rensberger B, Specter B. CFCs may be destroyed by naturai
process. The Washington Post 1989 Aug 7;Sect A:2(col 3).

28. Material audiovisual:
AIDS epidemicthe physician’srole[videorecording]. Cleveland
(OH): Academy of Medicine of Cleveland, 1987.

29. Archivo de computadora:
Renal system [computer program]. MS-DOS version.
Edwardsville (KS): Medi-Sim, 1988.

30. Documentos legales: _
Toxic Substances Control Act: Hearing on S776 Before the
Subcomm. on the Environment of the Senate Comm. on
Commerce, 94th Congr., 1st Sess. 343 (1975).

31. Mapas: :
Scotland [topographic map]. Washington: National Geographic
Society (US), 1981.

32. Libro de la Biblia:
Ruth 3:1-18. The Holy Bible. Authorised King James version.
New York: Oxford Univ Press, 1972.

33. Diccionarios y obras de consulta semejantes:
Ectasia. Dorland’s illustrated medical dictionary. 27th ed.

" Philadelphia: Saunders, 1988:527.

34. Obras clasicas:
The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete
works of William Shakespeare. Londond: Rex, 1973.

Trabajos inéditos

35. En prensa:

Lillywhite HB, Donald JA. Pulmonary blood flow regulation
in an aquatic snake. Science. In press.

CUADROS

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en hoja
aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones fotogra-
ficas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en que s€
citan por primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a cada
uno. Cada columna llevaré un encabezamiento corto o abreviado-
Las explicaciones irdn como notas al pie y no en el encabezamiento-
En las notas al pie se explicaran todas las abreviaturas no usuales
empleadas en cada cuadro. Como llamadas para las notas al piés
utilicense los simbolos siguientes en la secuencia que se indica:
TR ST R T i

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales comO



la desviacién estandar y el error estdndar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros.

Cercibrese de que cada cuadro sea citado en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenientes de otra
fuente, obtenga la autorizacién necesaria para reproducirlos y
conceda el reconocimiento cabal que corresponde.

Incluir un nimero excesivo de cuadros en relacién con la
extensién del texto puede ocasionar dificultades al confeccionar
las paginas. Examine varios niimeros recientes de la revista a la
que planea presentar el articulo y calcule cudntos cuadros pueden
incluirse por cada millar de palabras de texto.

Al aceptar un articulo, el director podrd recomendar que los
cuadros suplementarios que contienen datos de respaldo importan-
tes, pero que son muy extensos para ser publicados, queden de-
positados en un servicio de archivo, como el National Auxiliary
Publications Service (NASP) [Servicio Nacional de Publicaciones
Auxiliares] en los Estados Unidos, o que sean proporcionados por
los autores a quien lo solicite. En tal caso, se agregaré en el texto
la nota informativa necesaria. Sea como fuere, dichos cuadros se
presentardn junto con el articulo.

ILUSTRACIONES (FIGURAS)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por la revista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en
forma profesional; no se aceptaran los letreros trazados a mano
o con maquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografias
y otros materiales de ilustracién originales, envie impresiones
fotogréficas enblanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado
y que midan 127 e 173 mm, sin exceder de 203 e 254 mm. Las
letras, nimeros y simbolos seran claros y uniformes en todas las
ilustraciones; tendrdn, ademads, un tamafio suficiente para que sigan
siendo legibles incluso después de la reduccién necesaria para
publicarlas. Los titulos y las explicaciones detalladas se incluirdn
en los pies o epigrafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el mimero de la figura, el nombre del autor y cuél es la parte
superior delamisma. No escribadirectamente sobre el dorsode las figuras
ni las sujete con broches para papel, pues se rompen y quedan marcadas,
Las figuras no se doblaran ni se montar4n sobre el cart6n.

Las fotomicrografias incluirdn en si mismas un indicador de
laescala. Los sfmbolos, flechas y letras usados en éstas contrastardn
claramente con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, éstas no deberdn ser
identificables; de lo contrario, habrs que anexar un permiso por
escrito para poder utilizarlas.

Las figuras se numerardn en forma consecutiva de acuerdo con
Su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocerd la fuente original y se presentard la autorizacién por
escrito que el titular de los derechos de autor concede para repro-
ducirla. Este permiso es necesario, independientemente de quién
Sea el autor o la editorial; la dnica salvedad son los documentos
considerados como de dominio publico.

En el caso de las ilustraciones en color, averigiie si la revista
Necesita negativos, transparencias o impresiones fotogréficas. La
Inclusién de un diagrama en el que se indique la parte de la
fotografia que debe reproducirse puede resultar ttil a la redaccién.
Algunas revistas publican ilustraciones en color tinicamente si el
dutor paga el costo extra.
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Pies o epigrafe de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiardn
o imprimiran a doble espacio, comenzando en hoja aparte e iden-
tificindolos con los nimeros arabigos correspondientes. Cuando
se utilicen simbolos, flechas, nimeros o letras para referirse a
ciertas partes de las ilustraciones, serd preciso identificar y aclarar
el significado de cadaunoenel pie o epigrafe. Enlas fotomicrografias
habrd que explicar la escala y especificar el método de tincién.

UNIDADES DE MEDIDA

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresarin
en unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro)
o sus miltiplos y submuiltiplos.

Las temperaturas se consignaran en grados Celsius. Los valores
de presién arterial se indicardn en milimetros de mercurio.

Todos los valores hemadticos y de quimica clinica se presentardn
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (SI). La redaccién de la revista
podra solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agre-
guen unidades alternativas o distintas de las del SI.

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Utilice Unicamente abreviaturas ordinarias. Evite las abrevia-
turas en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera vez
una abreviatura, ésta ird precedida del término completo, salvo si
se trata de una unidad de medida comun.

PRESENTACION DEL MANUSCRITO A LA REVISTA

Envie por correo el niimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias
y las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartén para evitar que
las fotografias se doblen durante la manipulacién postal. Meta las
fotografias y transparencias en su propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompailados de una carta de presenta-
cién que proporcione: a) informacién acerca de la publicacién
previa o duplicada, la presentacién del manuscrito a otra revista
o la publicacién de cualquier parte del trabajo, segin lo expresado
en lineas arriba; b) una manifestacion de las relaciones financieras
ode otro tipo que pudieran desembocar en un conflicto de intereses;
¢) una declaracién de que el manuscrito ha sido leido y aprobado
por todos los autores, que se ha cumplido con los requisitos de la
autoria expuestos anteriormente en el presente documento y, més
atn, que cada uno de los autores cree que €l manuscrito representa
un trabajo honrado; y d) el nombre, la direccién y el nimero
telefénico del autor corresponsal, quien se encargard de comuni-
carse con los demés autores en lo concerniente a las revisiones y
a la aprobacién final de las pruebas de imprenta. La carta incluird
cualquier informacién suplementaria que pueda resultar util para
el director, tal como el tipo de articulo que el manuscrito representa
para esa revista en particular y si el autor (o los autores) estarfa(n)
dispuesto(s) a sufragar el costo de reproducir las ilustraciones en
color.

El manuscrito se acompaiiard de copias de los permisos con-
cedidos para reproducir material ya publicado, para usar ilustra-
ciones o revelar informacién personal delicada sobre individuos
que puedan ser identificados, o para nombrar a ciertas personas
por su colaboracién.



Tratandose de articulos que estan cercanos alaaceptacion final,
algunas revistas piden que los aulores proporcionen los manuscri-
tos en forma electrénica (en disquetes) y pueden aceptar una
variedad de formatos de procesamiento de textos o archivos (tam-
bién llamados “ficheros”) de texto (ASCII).

Al presentar disquetes, los aulores deben:

1. Cerciorarse de incluir un impreso de la version del ma-
nuscrito en disquete.

2. Incluir en el disquete solamente la versién mas reciente
del manuscrito.
Poner muy claramente el nombre del archivo.

4. Rotular el disquete con el formato y el nombre del
archivo.

5. Facilitar informaciéon sobre el software y el hardware
empleados.

En las instrucciones de la revista dirigidas a los autores, éstos
deben consultar cuales son los formatos que se aceptan, las con-
venciones para denominar los archivos y disquetes, el nUmero de
copias que han de enviarse, y otros detalles del caso.

Revistas participantes

Las revistas que lian notificado al Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas su disposicion a que se les envien
manuscritos preparados de conformidad con las versiones anterio-
res de los Requisitos uniformes del Comité mencionan este hecho
en sus instrucciones a los autores. La lista completa de ellas puede
solicitarse a la Oficina de la Secretaria en Anulas of Inicninl
Medicina.
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EjesTematicos

« Bl paradigma de la nueva malnutricion en América Latina: obesidad,
retraso créonico de crecimiento, desnutricién oculta

« La tercera edad como un problema nutricional emergente.

« El pensamiento nutricional detrds de los programas asistenciales y
preventivos.

« Factores de riesgo nutricionalmente modificables.

« Hacia una nueva nutricién clinica en América Latina.

« La vida intrauterina y los primeros afios determinantes
de la salud, crecimiento y calidad de vida de una sociedad.

*« De qué y como se alimentard América Latina en el 2020.
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En Venezuela y haciay desde todo el mundo,
en IPOSTEL le ofrecemos

SERVICIOS TRADICIONALES de Cartas, Impresos y
Encomiendas.

...y ademas contamos con novedosos

SERVICIOS EXPRESOS

A nivel nacional ofrece- EMS, (Express Mail
mos: EEE ( Entrega Es- Service), es un ser-
pecial Expresa) es un vicio tipo courier que
servicio que le permite le pemite enviar do-
enviar documentos y en- cumentos y merca-
comiendas a todo el derias a nivel interna-
Territorio del pais de una cional, respondiendo
Enirega Eopecial Expresa forma expresa, econo- a su necesidad de
DOCUMENTOS Y ENCOMEHDILS mica y segura. entrega en tiempo

breve y a los precios
mas econdmicos del

mercado.
SERVICIOS ELECTRONICOS
CORREO ELECTRONICO AUTOMATIZACION SEGURIDAD Y RASTREO
Y KIOSCO INTERNET DE TAQUILLA POR CODIGO DE BARRA

Ipostel habilit6 para La automatizacion de taquillas El Cédigo de barra permite
aquellos usuarios que cuenta con modernos acceso- registrar los datos mas im-
les gusta navegar en el rios como balanza electrénica e portantes de los envios EMS
mundo de la red, kios- impresora de recibos; esta entrantes y salientes, este
kos de internet, ubica- permite mejorar la atencién en sistema actualmente es utili-
dos en Altamira, las taquillas postales y simulta- zado a nivel internacional,
C.C.C.T y los Ruices, neamente establecer un control para envios EMS.

los cuales disponen de eléctrico de los ingresos por

computadoras de facil venta de servicios.

acceso a todas

aquellas perso-j

fias interesadas

en explorar den-

tro del campo de o )
la comunicacién. ZItt THuxd* de S&wicioe, fiema 1M ted..
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