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EDITORIAL

VEINTE ANOS

Con el Volumen 62, Numero 1, marzo 2012,
que hoy se entrega, Archivos Latinoamericanos
de Nutricion, ALAN, cumple veinte afios de pu-
blicacion ininterrumpida en Caracas. Puede de-
cirse que ALAN tiene ya mayoria de edad, con 62
afos, si contamos desde su origen en 1950 como
Archivos Venezolanos de Nutricion, publicacion
destinada a dar a conocer el quehacer cientifico
del Instituto Nacional de Nutricion de Venezuela.
En todo caso, ALAN tiene una edad “real” de 47
afios, toda vez que fue en 1965 cuando se crea la
Sociedad Latinoamericana de Nutricion, SLAN,
y se origina ALAN como su 6rgano oficial de di-
vulgacion. (Ver EDITORIAL. “De cémo Archi-
vos Venezolanos de Nutricion paso a ser Archivos
Latinoamericanos de Nutriciéon.” Volumen 55,
Numero 2, 2005). Entre 1966 y 1978 ALAN es
publicado en Caracas bajo la responsabilidad de
Werner G. Jaffé, como su primer Editor y en 1979
ALAN pasa a Guatemala donde permanece hasta
1991, periodo en el cual Ricardo Bressani se de-
sempefia como Editor General. Vaya un sentido
recuerdo a Werner G. Jaffé, fallecido en 2009, y
un merecido reconocimiento a Ricardo Bressani,
activo todavia en la Universidad del Valle de
Guatemala. “Una sola rosa para el que vive, es
mejor que una gran corona para el que ya se fue.”
En 1992 ALAN vuelve a Venezuela y el cargo de
Editor General es ocupado por Virgilio Bosh
Roman hasta 1997 cuando José Félix Chavez
Pérez pasa a desempenar dicha posicion. En estos
veinte afos se han entregado 20 Volumenes, 80
Numeros, un aproximado de 1.120 manuscritos
publicados y 11 Suplementos.

ALAN recibi6 en junio de 1994 el Premio
Anual “Tulio Arends” otorgado por el CONICIT
(actualmente FONACIT), Venezuela, a la mejor
revista cientifica y tecnologica nacional y en 1995
la Mencion Honorifica al mismo Premio. En
febrero de 2007 el FONACIT realizé una Evalua-

cion de Mérito de las revistas cientificas y tecno-
logicas venezolanas y de un total de 74, ALAN
ocup6 el cuarto lugar con una calificacion de
90,15 sobre cien, quedando ubicada en la 2da.
posicion dentro del area de Biomedicina. En la
Evaluacion Integral de 2010, realizada por la
misma institucion, ALAN obtuvo una calificacion
de 79,14 puntos, colocandose en el quinto lugar
sobre un total de 22 revistas en el area de Biome-
dicina. Por razones que no viene al caso comentar,
el FONACIT retiré en 2009 el financiamiento a
las revistas cientificas venezolanas, inesperado
contratiempo en la publicacion y distribucion de
ALAN. La oportuna participacion del Capitulo
Venezolano de la SLAN en estas circunstancias,
ha contribuido no obstante, a mantener nuestro
nivel de excelencia. En el lapso que enmarca este
Editorial (1992 —2012), ALAN ha participado en
los seis Congresos Latinoamericanos de Nutricion
organizados por la SLAN: Venezuela 1994, Pre-
sidente Eleazar Lara Pantin; Guatemala 1997,
Presidente Hernan Delgado; Buenos Aires 2000,
Presidente Alejandro O Donell; México 2003,
Presidente Adolfo Chavez Villasana; Brasil 2006,
Presidente Helio Vannuchi; Chile 2009, Presi-
dente Eduardo Atalah Samur. Al momento de
escribir estas lineas el XVI Congreso se realizara
en Cuba el proximo noviembre, bajo la presiden-
cia de Manuel Hernandez Triana. Aguardemos los
acontecimientos. Quiero citar el ultimo parrafo
del primer Editorial de ALAN, escrito por Con-
rado Federico Asenjo en septiembre de 1966:
“...debemos tener muy presente que su éxito
como revista cientifica de reconocida responsabi-
lidad y prestigio dependera exclusivamente de los
articulos originales de alta calidad y valor que
aparezcan en sus paginas. Este es el reto que no-
sotros, los miembros de la SLAN, tenemos que
aceptar...” Toda una historia. Toda una labor.
Veinte afios si es algo.

José Félix Chavez Pérez
Editor General. ALAN
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a-Lactoalbumina como ingrediente de féormulas infantiles
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Ros Berruezo G., Frontela Saseta C., Martinez Gracia, C.

Departamento de Tecnologia de los Alimentos, Nutricion y Bromatologia. Facultad de Veterinaria,
Universidad de Murcia 30100. Murcia, Espaia.
Instituto de Nutricion Infantil Hero Espafia S.A. Alcantarilla, Murcia. Espafia.

RESUMEN. La a-lactoalbiimina es la principal proteina del lac-
tosuero en la leche materna, alcanzando una concentracion de
2,44 g/L en la leche madura. Su principal funcion es la sintesis
de lactosa a partir de glucosa y galactosa en la glandula mamaria,
aunque posee ademas otros efectos beneficiosos sobre la salud
del lactante debido a su elevada proporcion de aminoacidos
esenciales (triptofano y cisteina). Seglin diversos estudios parece
influir positivamente en la absorcion de hierro en el intestino del
nifio, y en experimentos in vitro, unida al acido oleico (complejo
HAMLET), es efectiva frente a tumores celulares como el papi-
loma humano. El complejo HAMLET también presenta un claro
efecto antimicrobiano frente a Streptococcus pneumoniae, Hae-
mophilus influenzae, cepas enteropatogenas de Escherichia coli
y Salmonella thypimurium, sin embargo no se ha demostrado
que durante la digestion de la leche materna se forme dicho com-
plejo en el tracto digestivo del lactante. El desarrollo de formulas
infantiles destinadas a la alimentacion del nifio durante el primer
afio de vida ha mejorado considerablemente en las tltimas dé-
cadas intentando no s6lo adecuar la concentracion de nutrientes
a los requerimientos del lactante, sino también adicionando com-
puestos bioactivos de diferente naturaleza, como la a-lactoalbu-
mina, con el objetivo de alcanzar los efectos funcionales que se
producen en los nifios alimentados con leche materna.
Palabras clave: a-lactoalbimina, efectos beneficiosos, formulas
de inicio.

SUMMARY. a-Lactalbumin as an ingredient of in-
fant formula. a-lactalbumin is the main whey protein
in human milk rising 2,44 g/L in mature milk. It has a
key function in the synthesis of lactose from glucose
and galactose in the mammary gland although this
compound has also other beneficial effects on the in-
fant health due to the high proportion of essential ami-
noacids (tryptophan and cysteine). It seems also to
increase iron absorption in the digestive track, and in
in vitro experiments, linked to oleic acid (HAMLET
complex), has shown anticarcinogenic effects against
cellular tumor such as human papilloma. In addition,
this complex has been reported to exhibit antimicro-
bial properties against Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, enteropathogenic strains of
Escherichia coli and Salmonella thypimurium. Howe-
ver, the in vivo synthesis of HAMLET complex during
milk digestion has not been proved yet. Infant formula
have been improved considerably during the last de-
cades not only adapting nutrient concentrations to in-
fants requirements but also by the addition of new
bioactive ingredients such as a-lactalbumin, to have
the same functional effect as in breast fed babies.
Key words: a-lactalbumin, infant formula, beneficial
effects.

INTRODUCCION

La Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepa-
tologia y Nutricion Pediatrica y la Federacion Interna-
cional de Sociedades de Pediatria, Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion se reunieron en el afio 2005
con expertos en el area de nutricion infantil para defi-
nir las necesidades nutricionales en la infancia. Los
datos de la composicion de la leche materna de muje-
res sanas y bien nutridas proporcionan una guia para
establecer la composicion de formulas infantiles. Sin
embargo estos valores no deben ser tomados en sen-
tido estricto ya que la composicion de la leche materna

varia entre individuos y con la etapa de lactacion, ha-
biendo ademas considerables diferencias entre la bio-
disponibilidad y efecto metabdlico de nutrientes
propios de la leche humana y los similares anadidos a
las formulas infantiles. Por lo tanto una composicion
adecuada para una formula infantil se conseguird com-
parando los efectos fisiologicos (patron de creci-
miento), bioquimicos (marcadores plasmaticos) y
funcionales (como la respuesta inmune) que producen
dicha formula y los de la leche materna. Este grupo in-
ternacional de expertos concluyé que la férmula in-
fantil s6lo debe contener ingredientes en las cantidades
que sirvan para un proposito nutricional o que aporten
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un beneficio al lactante (1), lo cual queda igualmente
establecido en los principios generales para el estable-
cimiento de la composicidn esencial de los preparados
para actantes en la Norma del Codex Alimentarius
STAN 72-1981. Los ultimos avances que se han rea-
lizado se dirigen a la reduccion y adaptacion del con-
tenido proteico y de fésforo, y a la adicion de taurina,
carnitina, nucleotidos, acidos grasos de cadena larga
y oligosacaridos (2).

Una de las principales diferencias entre la leche de
vaca y la leche humana es su concentracion proteica.
La leche humana aporta 14-16 g/L de proteinas du-
rante los primeros dias de lactacion, 8-10 g de protei-
nas /L a los 3-4 meses y de 7 a 8 g/L a partir del sexto
mes (3), mientras que la leche de vaca contiene 32 g/L
de proteinas (4). Por esta razon los primeros intentos
para adaptar la leche de vaca a la alimentacién del lac-
tante se centraron en diluirla (5) para reducir la canti-
dad de proteinas y minerales y asi disminuir la carga
renal de solutos, lo cual constituia un factor limitante
en la alimentacion del nifio debido a la inmadurez de
estos 6rganos (6). Posteriormente, los estudios se cen-
traron en resolver el predominio de proteinas del lac-
tosuero en la leche materna en relacion a las formulas
infantiles, mediante la adicién de proteinas del lacto-
suero de origen bovino. En la mujer, la concentracion
de proteinas del lactosuero es muy elevada en los pri-
meros dias de la lactacion mientras que la concentra-
cion de caseina es casi inapreciable. Con el avance de
la lactacidn, aumenta la sintesis de caseina y el volu-
men de leche producido por la glandula mamaria, dis-
minuyendo la concentracion total de proteinas del
lactosuero. Por lo tanto se sabe que no existe una re-
lacion fija de proteinas del lactosuero con respecto a
la caseina en la leche humana sino que ésta varia a lo
largo de la lactacion adecuandose a las necesidades del
nino. El cociente proteinas del lactosuero:caseina ci-
tado mas frecuentemente en las referencias bibliogra-
ficas es de 60:40, y es una aproximaciéon media,
aunque hay que tener en cuenta que éste cambia desde
80:20 en las primeras etapas de lactacion hasta 50:50
al final de la misma (3).

Otro factor a tener en cuenta en el disefio de formu-
las infantiles, es la diferente composicion de las prote-
inas del lactosuero de la leche bovina en relacion a la
humana, incluso su composicion aminoacidica. Los
aminoacidos que son esenciales para el lactante se han
establecido teniendo en cuenta el perfil aminoacidico

de la leche materna. En este sentido, la concentracion
de triptéfano y cisteina es la mitad en la leche de vaca
que en la humana, cuando se expresa como porcentaje
de proteina total (5). El triptéfano es precursor de la se-
rotonina y melatonina, neurotransmisores que regulan
el apetito, el humor, la percepcion del dolor y el patron
de sueio (5, 7). Por otro lado, la cisteina es un precur-
sor del glutation (sistema antioxidante) y de la taurina
(8), aminoacido que juega un papel importante en el
desarrollo del cerebro. Pero la suplementacion de las
férmulas con triptéfano o cisteina (como aminoacidos
libres) no parece ser una manera efectiva de resolver
estos problemas, ya que es posible que no sean utiliza-
dos de forma eficiente para la sintesis de proteinas por-
que son absorbidos antes que otros aminoacidos que
constituyen la dieta. Ademas, la leche humana contiene
solo un 5% de aminodacidos libres, principalmente
acido glutamico, y taurina (9).

Por todo ello, es necesaria la investigacion de mé-
todos adecuados para que los aminoacidos aportados
por las formulas infantiles proporcionen un patrén de
aminodacidos en sangre lo mas parecido posible al de
los lactantes alimentados con leche materna, aunque
este objetivo resulta dificil de conseguir a partir de las
proteinas de la leche de vaca. Uno de los principales
inconvenientes se produce debido a que la principal
proteina del lactosuero bovino es la f-lactoglobulina
(una proteina ausente en el lactosuero de la leche ma-
terna), siendo la a-lactoalbimina la principal proteina
del lactosuero de la leche humana (Figura 1). Una de
las propuestas tecnologicas para mantener la calidad
bioldgica de la proteina, es asegurar un buen aporte de

25

2

15

1

05 l
, | Il

o~ lacto albdmina (g/L)

Leche bovina Formulas Formulas  Leche humana
estandar enriquecidas
FIGURA 1

Concentracion de o-lactoalbumina en leche de vaca,
formulas estandar, formulas ricas en a-lactoalbumina
y en leche materna. Adaptado de (14)
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triptofano y reducir el contenido de proteinas mediante
el enriquecimiento de la formula con alguna proteina
rica en dicho aminoécido, como la a-lactoalbimina (3).

Funciones de la a-lactoalbiimina

La proteina a-lactoalbumina se encuentra en la
leche de vaca en una concentracion de 1 a 1,5 g/L,
siendo aproximadamente el 3,4% de las proteinas to-
tales y el 20% de las proteinas del lactosuero (10, 11).
En la leche humana es la principal proteina del lacto-
suero, aumentando sus niveles desde un 21% hasta un
34% del dia 1 al 14 de la lactacion, y alcanzando en la
leche madura (después del dia 30) una concentracion
de 2,44 g/L (11, 12).

La a-lactoalbimina posee una funcioén bioquimica
por su participacidon en reacciones enzimaticas, y una
funcidn nutricional ya que forma parte de la composi-
cion de la leche materna (Figura 2). La funcion bio-
quimica de esta proteina en las células de la glandula
mamaria es de vital importancia en la lactogénesis, ya
que junto a la galactosil-transferasa forma el complejo
enzimatico lactosa-sintasa, que cataliza la sintesis de
lactosa a partir de glucosa y galactosa (13, 14). En con-
creto, la a-lactoalbumina confiere a la galactosil-trans-
ferasa un incremento en la afinidad por la glucosa (15,
16), en contraposicion a la formacién de otros disaca-
ridos que pueden ser sintetizados también por esta en-
zima. Una vez completada la sintesis de lactosa, la
a-lactoalblimina se disocia de la galactosil-transferasa
(cuya union es relativamente débil) y junto a otros
componentes de la leche es transportado a la superficie
apical de las células de la glandula mamaria, siendo
descargada al lumen alveolar. La proteina es secretada
a la leche siendo una importante fuente de aminoaci-
dos para el lactante, cumpliendo su funcion nutricional
(14). Su elevado contenido en aminoacidos esenciales
(63% del total), particularmente triptofano (5,9% del
total de los aminodcidos), cisteina y lisina, le confiere
un importante valor nutricional para el lactante (17).

Estructura de la a-lactoalbiimina

Las estructuras completas de la a-lactoalbumina
bovina y humana fueron inicialmente definidas por
Brew et al., (18) y Findlay y Brew (19), respectiva-
mente. Puesto que la funcion es semejante en ambas
especies, sus estructuras son muy similares. Ambas
estan formadas por una cadena de 123 aminoacidos
con un 72% de homologia en la secuencia. Esta estruc-

Galactosiltransferasa
Funcion Bioguimica ( )

Gull'u'c'ibsu
+ Glucosa

Lactosa
ot-Lactoalbiming =i

S Ptheinus

. ~ del suero

Funcion Nutricional

FIGURA 2
Funcién bioquimica y nutricional de la a-lactoalbu-
mina. Adaptado de Lien (14)

tura tan parecida minimiza la posibilidad de que la a-
lactoalbumina bovina tenga propiedades antigénicas
para el niflo recién nacido si la comparamos con otras
proteinas lacteas como la B-lactoglobulina.

La estructura nativa de la a-lactoalbumina posee
dos dominios; uno formado por una gran a hélice y otro
por una pequefia hoja B, estos se unen por un puente de
cisteina entre los residuos 73 y 91 que forman el sitio
de union del calcio. Otro puente disulfuro conecta los
dos dominios en los residuos 61-77 y toda la estructura
es estabilizada por cuatro puentes disulfuro (20). La a-
lactoalbumina posee un sitio de fuerte union al calcio
que influye directamente en su estabilidad, aunque no
es esencial para su actividad dentro del complejo lac-
tosa-sintasa. Posee ademas un sitio secundario de union
al mismo mineral al que se acoplan cuatro cationes. La
union al calcio produce cambios en la funcion y estruc-
tura terciaria de la proteina (21). Ademas de este mi-
neral se pueden unir otros cationes como Mg?*, Mn?*,
K* y Na*, que compiten con el calcio produciendo en
la misma cambios similares.

Bioactividad de la a-lactoalbiimina

En las Tablas 1 y 2 se resumen algunos de los es-
tudios (in vivo e in vitro, respectivamente) que avalan
los efectos beneficiosos de la proteina a-lactoalbumina
y de los péptidos procedentes de su digestion, asi como
los relacionados directamente con la actividad funcio-
nal que puede aportar la proteina cuando se adiciona
a alimentos infantiles. Los efectos sobre la salud que
produce la a-lactoalbimina pueden dividirse en tres
grupos; aquellos relacionados con la proteina intacta,
los producidos por los péptidos obtenidos tras la hi-
drolisis parcial de la proteina y por ultimo los que pro-
ducen los aminoacidos libres que resultan de la
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TABLA 1
Estudios realizados in vitro con a-lactoalbumina o lactosuero. Efectos evidenciados
Grupos de estudio Efectos Referencia
o 2 péptidos resultado de la enzima tripsina mostraron actividad
a_LAlzgilgtsrlinz/i?lj/JA * antimicrobiana. 1 péptido resultado de la actividad de la quimiotripsina (44)
4 P mostro6 actividad antimicrobiana. Ningun péptido de la actividad de la

- + 1 . , .. O .
o-LA+ pepsina pepsina mostro actividad antimicrobiana

a- LA + acido oleico Actividad antimicrobiana contra Streptococcus pneumoniae 3
Péptidos inhibieron crecimiento de Escherichia coli IM103 La proteina
a-LA . c - e . (46)
intacta no tuvo actividad antimicrobiana
1% lactosa/Leche materna/F.  Disminuyeron los recuentos de Escherichia coli después de 6 horas (40)
68% a-LA*/F. 68% GMP* de incubacion con a-LA y GMP
1% lactosa/Leche materna/F.  o-LA y GMP inhibieron el crecimiento de S. tiphymurium y E. coli. (43)

68% a-LA*/F. 68% GMP* a-LA y GMP mostraron beneficiosos sobre la microbiota intestinal

Las células Caco-2 tratadas con las proteinas ensayadas intactas y
digeridas (pepsina o pepsina + pancreatina) mostraron menor adhesion (45)
a los patogenos estudiados (EPEC, S. thyphimurium y S. flexneri)

o-LA humana 90%**/a-LA
bovina 68%**/a-LA bovina

25%**/GMP 80%** respecto al control
Proteinas lactosuero Aument6 actividad del sistema inmune (34)
a-LA camello/a-LA bovina Mayor capacidad antioxidante de o-LA de camello (S
a-LA/B-LG Aumenta actividad del sistema inmune (35)

F. (féormula infantil), a-LA (a-lactoalbumina), GMP (Glicomacropéptidos), EPEC (E. coli enteropatogena)
* Indica porcentaje sobre el contenido proteico
**Indican porcentaje de pureza

TABLA 2
Estudios in vivo realizados con féormulas infantiles enriquecidas con a-lactoalbumina o lactosuero.
Efectos evidenciados.

Grupos de estudio Efectos Referencia

FE /F. {Prot. 1/2[o-LA] /F. Perfil aminoacidico semejante al de nifios alimentados a pecho.

|Prot. 1[a-LA] (24)
FE/ F a-LA/F. GMP/LM Monos Rhesus alimentados con F o-LA, mostraron una composicion de la
microbiota intestinal semejante a los alimentados con LM. (52)
FE/F. |Prot. T[o-LAJ/F. 11% Patron de crecimiento similar en los dos grupos de nifios. Mejor acepta-
a-LA 14%GMP cion y tolerancia de la formula experimental (26)
F. 25% a-LA 15% GMP/F. No encontraron grandes diferencias en la microbiota intestinal debido a la
25% o-LA 10% GMP/LM alta variabilidad interindividual. |recuentos de clostridios. (41)
Monos Rhesus alimentados con F. a-LA presentaron un perfil aminoacido
FE /F. GMP/F. a-LA/LM similar al de los alimentados con LM. fabsorcién Zn en los grupos F.GMP
y F.a-LA (30)
F. 70% lactosuero/LM Crecimiento, tolerancia y recuentos en la microbiota intestinal similares a
los de los nifios alimentados con LM (27)
0, 0,
F{, 11% a-LAO 14% GMP/F;, Patrén de crecimiento parecido a nifios alimentados con LM.
25% o-LA 15% GMP/F. 25% Concentracion de triptofano 1 (F.E vs. F 1[a-LA])
a-LA 10% GMP/LM ’ ’ (25)
. Aumenta repuesta sistema inmune de ratones infectados con E.coli
Proteinas lactosuero }
0157:H7 (37)
FE /F. 1[0-LA] + probiético F. experimental produce menores efectos gastrointestinales en bebes con
colico, ademas su crecimiento fue el esperado. (53)
F. 11% a-LA 14% GMP/F.
25% a-LA 15% GMP/F. 25% a-LA y GMP no afectaron a la absorcion de hierro
a-LA 10% GMP/LM (54)
FE/F. | Prot. El peso ganado del grupo alimentado con F. | Prot. 1[lactosuero]se situd
Mlactosuero]/LM entre FE y LM. Crecimiento similar al grupo de LM (28)

FE: Formula estandar; LM: Leche materna; F: féormula; Prot: proteina; GMP: glicomacropéptidos; a-LA: a-lactoalbiimina
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digestion completa de dicha proteina (11). La mayoria
de las investigaciones se centran en este ultimo punto
debido a que la a-lactoalbtimina es particularmente
rica en aminoacidos esenciales, sin embargo se debe
destacar que existen otras funciones bioldgicas que de-
rivan de la ingesta de a-lactoalbimina.

Aunque, como ya se ha expuesto anteriormente, la
estructura primaria de la a-lactoalbimina bovina y hu-
mana es similar, se desconoce si se forman los mismos
péptidos antimicrobianos durante la digestion in vivo.
Ademas, es importante tener en cuenta que los proce-
sos de purificacion de esta proteina del lactosuero son
cruciales para mantener su estructura y su bioactivi-
dad. El tratamiento térmico altera el patron de uniones
disulfuro entre proteinas y/o causa uniones cruzadas
intermoleculares. La a-lactoalbimina sola o en pre-
sencia de otras proteinas del lactosuero induce la for-
macion de uniones intermoleculares por puentes
disulfuro entre la proteina en si, entre la a-lactoalbi-
mina y la B-lactoglobulina, o entre la a-lactoalbumina
y la albumina sérica bovina, lo que impediria la libe-
racion de los péptidos bioactivos con accion antimi-
crobiana.

Efectos derivados del aporte

de aminoacidos esenciales

El triptéfano, es un aminoacido precursor de la se-
rotonina cerebral y de la melatonina. Ambos compues-
tos regulan una gran cantidad de reacciones como el
apetito, y la saciedad, la percepcion del dolor, la de-
presion y el ritmo del suefio. En un estudio realizado
en adultos, Markus et al., (22) compararon el efecto
de la ingesta de a-lactoalbumina frente a la caseina
sobre la respuesta al estrés, comprobando que entre los
individuos susceptibles al estrés, aquellos que habian
tomado a-lactoalbumina mostraban menos episodios
de depresion que los que ingerian caseina, asociando
este hecho a un aumento de la concentracion de trip-
tofano en plasma. En un estudio posterior Markus et
al., (23) ratificaron el aumento de triptéfano en plasma
tras el consumo de una dieta rica en a-lactoalbumina
respecto a la dieta control, observandose mejor fun-
cion cognitiva en pacientes vulnerables a padecer un
estado de depresion. Por otro lado, los nifios recién na-
cidos pueden encontrarse en riesgo de insuficiente bio-
disponibilidad de triptéfano para la sintesis 6ptima de
serotonina en el cerebro. En este sentido, en un estudio
realizado en nifios por Yogman et al., (7) aquellos que

recibian triptofano entraban mas rapidamente en epi-
sodios activos y de suefio que los que recibian valina
o formula infantil estandar.

Los efectos beneficiosos de las formulas infantiles
con concentraciones aumentadas en a-lactoalbimina
fueron mostrados por Heine et al., (24) en un estudio
en el que una formula estandar, rica en proteina (18
g/L) y baja en a-lactoalbumina fue comparada con
otras dos formulas bajas en proteinas (13 g/L), y con
una concentracion intermedia y alta de a-lactoalbu-
mina. Sélo los recién nacidos que recibieron la férmula
con alta concentracion de o-lactoalbimina mostraron
una concentracion de triptéfano sérico tan alto como
los alimentados con leche humana. Este estudio demos-
tré que el desarrollo de formulas infantiles bajas en pro-
teinas pero enriquecidas con o-lactoalbimina, supone
un importante avance en el desarrollo de formulas in-
fantiles mas parecidas en composicion a la leche hu-
mana. Sandstrom et al., (25) realizaron un estudio en
recién nacidos sanos comparando un grupo alimentado
con lactancia natural con otro alimentado con una for-
mula estandar a base de proteinas del lactosuero y otras
dos formulas ricas en a-lactoalbumina (25%) con di-
ferentes concentraciones de glicomacropéptidos (15%
y 10%). Todas las formulas tenian la misma cantidad
de proteina, sin embargo las formulas con 25% de a-
lactoalblimina contenian un 20% mas de triptofano que
la férmula estandar. Este hecho dio lugar a una concen-
tracion plasmatica del aminoacido similar al obtenido
en los nifios alimentados con leche materna. El nitro-
geno ureico en sangre fue significativamente mayor en
todos los nifnos alimentados con formula, en relacion a
los nifios alimentados con leche materna y puesto que
el crecimiento fue 6ptimo, estos autores propusieron
disminuir la cantidad total de proteina en las féormulas,
siempre que ésta sea de alta calidad, ya que elevados
niveles de proteina suponen una elevada carga renal.
En este sentido Lien et al., (26) llevaron a cabo un es-
tudio en el que evaluaron una formula con menor con-
tenido proteico y enriquecida con a-lactoalbumina,
observando un patrén de crecimiento optimo.

Son varios los estudios que investigan el efecto de
las féormulas infantiles enriquecidas con a-lactoalbu-
mina sobre el crecimiento de los lactantes y en todos
los casos los resultados obtenidos demuestran un pa-
tron de crecimiento mas parecido al de los lactantes
alimentados con leche materna que el de los nifios ali-
mentados con formulas estandar (25, 27, 28).
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Efecto sobre la absorcion de minerales

La unién de los minerales a péptidos procedentes
de las proteinas del suero es menor y menos especifica
que la union a péptidos originarios de la caseina, ya
que tienen cargas negativas que unen eficientemente
cationes divalentes (Fe?!, Mg?", Mn?*, Cu?* y Se?"). Sin
embargo los péptidos que se producen mediante hidro-
lisis in vitro o in vivo de la proteina a-lactoalbumina,
captan los minerales actuando de transportadores pu-
diendo aumentar subiodisponibilidad (29). Asi, en un
estudio realizado en monos Rhesus, Kelleher et al.,
(30) observaron que las formulas enriquecidas con o-
lactoalbumina producian un aumento en la absorcion
de zinc con respecto a los animales alimentados con
leche materna. También observaron un aumento en la
absorcion de hierro pero sin diferencias estadistica-
mente significativas respecto al grupo control. Sin em-
bargo, Sindstrom et al., (25) comprobaron un
incremento en la absorcion de hierro en niflos alimen-
tados con formulas ricas en a-lactoalbimina (25%).
Este aumento se reflejo en los niveles de hierro sérico,
sin aparecer modificaciones en la ferritina sérica ni en
el hematocrito. La concentracion de minerales en las
férmulas es superior a la de la leche materna debido
en muchos casos a su reducida absorcién, pero la adi-
cion de a-lactoalbumina podria conseguir una mayor
biodisponibilidad de cationes divalentes, siendo nece-
sario afiadir una menor proporcion del mineral a las
formulas infantiles.

Actividad anticarcinogénica

En 1995 se observo una nueva actividad de esta pro-
teina que despertd gran interés, Hakansson et al., (31)
encontraron una forma multimérica de la a-lactoalbu-
mina con actividad antitumoral selectiva. Posterior-
mente se demostrd que esta proteina unida al acido
graso C18:1:9 cis (4cido oleico) formaba un complejo
(HAMLET/BAMLET: Human or Bovine Alpha-lac-
talbumin Made Letal to Tumor cells) que también po-
seia actividad in vitro frente a diferentes tipos de
tumores (32) induciendo apoptosis celular. Ademas, re-
cientemente se ha demostrado in vivo el efecto terapéu-
tico especifico del complejo HAMLET sobre varios
tumores como glioblastomas humanos, tumores en
glandulas mamarias de raton y también sobre el papi-
loma humano en el que se observo una reduccion de
las lesiones causadas por dicho virus en un 100% de
los pacientes tratados con el complejo HAMLET (33).

Sin embargo, hasta ahora los beneficios sobre la salud
de los neonatos de los productos derivados de la diges-
tion de la leche, y la posible formacion los complejos
HAMLET en alguna etapa determinada de la digestion,
permanece sin esclarecer (11).

Actividad sobre el sistema inmune

En dos recientes estudios in vitro (34, 35) se ha de-
mostrado la actividad positiva de las proteinas del lac-
tosuero sobre el sistema inmune. Por otro lado estudios
con cultivos celulares y estudios in vivo han demos-
trado que estas proteinas son capaces de aumentar la
respuesta inmune no especifica y especifica (36, 37).
La alta concentracion de aminoacidos precursores de
glutation parecer ser la causa de los efectos inmuno-
logicos producidos (38).

Actividad prebiotica

Seguin diversos autores, la a-lactoalbumina esti-
mula el crecimiento de bifidobacterias, uno de los gru-
pos microbianos indicadores de la salud intestinal del
nino. Este hecho fue observado por Kee et al., (39) en
un estudio in vitro realizado con Bifidobacterium lon-
gum ATCC 15707 y los péptidos resultantes de la di-
gestion de la proteina. Ademas, estos péptidos poseen
un efecto inhibitorio sobre Bacteroides, Clostridium y
E. coli, llegando a ser la reduccion de estas bacterias
potencialmente patdogenas semejante a la que se ob-
serva en recién nacidos alimentados mediante lactan-
cia materna (40). En un estudio in vivo realizado por
Bruck et al., (41) se observo un ligero efecto bifido-
génico en la poblacion de nifios alimentados con for-
mulas enriquecidas con a-lactoalbumina sélo en
aquellos casos en los que la poblacion de bacterias be-
neficiosas era en inicio muy baja (nifios no alimenta-
dos con leche materna).

Actividad antimicrobiana

Son diversos los estudios in vitro que demuestran
la actividad antimicrobiana de los péptidos que se pro-
ducen tras la digestion de esta proteina Pihlanto-Lep-
pdld et al., (42) indicaron que tanto la pepsina como la
tripsina liberan péptidos a partir de la a-lactoalbtimina
capaces de inhibir el crecimiento de Escherichia coli,
mientras que la misma proteina sin ser sometida a hi-
drélisis carece completamente de efecto. Se demostrd
el efecto antimicrobiano que ejerce la a-lactoalbt-
mina, cuando es afladida a formulas infantiles, frente
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a bacterias patdgenas inoculadas en monos Rhesus
(Escherichia coli enteropatogeno y Salmonella thypi-
murium) (43). Por otro lado, tres de los polipéptidos
liberados tras la digestion (mediante la accion de la
tripsina y la quimotripsina) presentaron efecto antimi-
crobiano frente a Klebsiella pneumoniae, Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococci
y C. albicans (44). Briick et al., (45) demostraron que
las células Caco-2 expuestas a péptidos procedentes
de la digestion tanto de la proteina a-lactoalbumina
como de glicomacropeptidos mostraban menor adhe-
sion de los patogenos Eschechia coli enteopatogeno,
Shigella flexneri y Salmonella thiphymurium respecto
a las células control.

Otros efectos de la a-lactoalbiimina

Entre otras funciones atribuidas a los péptidos pro-
cedentes de la digestion de esta proteina se encuentra
la actividad reductora de la presion sanguinea. Diver-
sos estudios demuestran que diferentes péptidos pro-
cedentes de la proteina a-lactoalbumina sometida a
digestion enzimatica, poseen actividad antihiperten-
siva (46, 47). Se ha demostrado también la capacidad
antioxidante de los péptidos obtenidos de la digestion
de la a-lactoalbumina (48), las propiedades antiulce-
rativas y su actividad opioide (49, 50).

Conclusiones

El enriquecimiento de las formulas infantiles con
a-lactoalbumina permite obtener un producto con una
composicion proteica y aminoacidica mas parecida a
la leche humana, hecho que tiene una gran importancia
desde un punto de vista nutricional al ser esta proteina
una fuente natural de triptéfano y cisteina. Ademas, es
importante valorar la actividad biologica beneficiosa
que puede producirse en el recién nacido alimentado
con lactancia artificial con la incorporacion de a-lac-
toalbumina en su dieta, principalmente por su accion
inmunoestimuladora y antimicrobiana, ya que en eda-
des tempranas el sistema inmunoldgico no se encuen-
tra suficientemente desarrollado, siendo mayor la
incidencia de enfermedades gastrointestinales que los
nifnos lactados a pecho.
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reducida de carnes rojas aumenta el poder antioxidante total
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RESUMEN. Los sistemas antioxidantes del cuerpo humano
son capaces de remover a los radicales libres, protegiendo asi
al organismo del dafo que estos pueden ocasionar, y pueden
ser valorados en conjunto mediante la determinacion del poder
antioxidante total (TAS, por sus siglas en inglés). Este biomar-
cador es modulado por la alimentaciéon mediante la incorpora-
cion de sustancias con propiedades antioxidantes o
prooxidantes. El objetivo del presente trabajo fue estimar la in-
gestion de nutrientes antioxidantes y grupos especificos de ali-
mentos y correlacionarla con el TAS. Fueron seleccionados al
azar 45 sujetos de sexo masculino, entre 50 y 75 afios, de una
consulta médica de rutina. El trabajo consistié en una evalua-
cion de TAS mediante técnica ABTS mas una entrevista nutri-
cional donde se evaluo la composicion corporal mediante
antropometria y la ingestion habitual de nutrientes y grupos
especificos de alimentos mediante un recordatorio de 24 h'y
un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos vali-
dado para tal fin. El analisis estadistico se realizd mediante Co-
eficiente de Correlacion de Pearson o Spearman segin la
normalidad de la muestra (p<0,05). E1 TAS se correlaciono po-
sitivamente con el consumo de licopeno (r=0,295; p=0,049) y
negativamente con la ingestion de carnes rojas (r= -0,403;
p=0,007). Los demas nutrientes o alimentos no se correlacio-
naron con el TAS. Por lo tanto, una ingestion elevada de lico-
peno y un consumo reducido de carnes rojas ayudarian a
mejorar el sistema antioxidante del organismo.

Palabras clave: Poder Antioxidante Total, licopeno, carne
roja, antioxidantes

INTRODUCCION

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre los ra-
dicales libres y los mecanismos de defensa antioxi-
dante del organismo y genera alteraciones de la
relacion estructura-funcion en cualquier 6rgano, sis-
tema o grupo celular especializado. Se lo reconoce
como mecanismo general de dafo celular, ya que dafia
las macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y acidos nucleicos) y altera los procesos ce-
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SUMMARY. High intake of lycopene together with
low intake of red meat increases the total antioxidant
status. The body's antioxidant systems are able to re-
move free radicals, thus protecting the body from the da-
mage they may cause. They can be estimated, as a whole,
through the determination of total antioxidant status
(TAS). This biomarker can be modulated by dietary fac-
tors through the incorporation of substances with antio-
xidant or prooxidant properties. The aim of this study
was to estimate the intake of antioxidant nutrients and
specific food groups, and its correlation with TAS. Forty-
five male volunteers between 50 and 75 years were ran-
domly selected from a medical consultation. The study
included a TAS determination by ABTS and a nutritional
interview where corporal composition was studied
through anthropometry and the habitual consumption of
nutrients was estimated by means of 24 hour diary and
food consumption frequency questionnaire. Statistical
analysis was performed by using Pearson or Spearman
correlation coefficient (p <0.05). TAS was positively co-
rrelated with lycopene consumption (r=0,295; p=0,049),
and negatively with red meat intake (r= -0,403; p=
0,007), while intake of other studied antioxidant nutrients
did not correlate significantly with TAS. In conclusion,
high intake of lycopene and reduced red meat consump-
tion increase TAS.

Key words: Total Antioxidant Status, lycopene, red
meat, antioxidants

lulares (funcionalidad de las membranas, produccion
de enzimas, respiracion celular, induccion génica, etc.)
favoreciendo al desarrollo de enfermedades tales como
cancer, artritis reumatoidea, enfermedades cardiovas-
culares y diabetes, entre otras (1, 2).

Los sistemas antioxidantes del organismo son ca-
paces de remover a los radicales libres, protegiendo al
organismo del dafio que estos pueden ocasionar, y es
posible valorarlos mediante la evaluacion del poder
antioxidante total (TAS, por sus siglas en inglés). Este
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biomarcador considera la accién acumulativa de todos
los antioxidantes presentes en la sangre y los fluidos
corporales, siendo un parametro integrado, mas que
una simple suma de antioxidantes medidos (3). En ge-
neral, mide el efecto de tres sistemas de defensa en la
circulacion: antioxidantes primarios (enzimas y pro-
teinas que previenen la formacion de radicales libres),
antioxidantes secundarios (vitaminas, carotenoides,
flavonoides y otros compuestos que captan directa-
mente a los radicales libres) y antioxidantes terciarios
que incluyen enzimas reparadoras de ADN (4).

El TAS puede ser utilizado para valorar el riesgo
de enfermedades cronicas asociadas con el estrés oxi-
dativo (5) y es modulado por la alimentacion mediante
la incorporacion de sustancias con propiedades antio-
xidantes o prooxidantes, ya que depende en parte del
aporte de los antioxidantes secundarios mencionados.

Existe una gran variedad de nutrientes que poseen
actividad antioxidante directa o indirecta, entre ellos,
las vitaminas C y E, y los minerales cinc, cobre, man-
ganeso, selenio y hierro. Todos ellos son indispensables
para el organismo, ya que éste no puede sintetizarlos
ni suplir sus funciones por mecanismos propios.

La vitamina C es un compuesto reductor que aporta
electrones para regenerar la forma reducida activa de
otros antioxidantes bioldgicos como glutation, tocofe-
rol y flavonoides (6). Por su parte, la vitamina E pro-
tege a los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de los
fosfolipidos de las membranas bioldgicas y lipoprote-
inas del plasma. Asi, actia como antioxidante inte-
rrumpiendo la cadena de oxidaciones y previniendo la
autooxidacion adicional de lipidos. Luego reacciona
con vitamina C u otros reductores (como glutation),
retornando a su estado reducido, es decir que se “reci-
cla” constantemente gracias a otros antioxidantes (6).
Este mecanismo es efectivo in vitro, pero no se conoce
su eficacia in vivo, ya que la vitamina C tiende a loca-
lizarse en espacios acuosos, mientras que la vitamina
E lo hace en espacios lipidicos (7).

El cinc y el cobre son cofactores de las enzimas su-
peroxido dismutasas, capaces de remover al radical
libre superédxido, tanto en el ambiente intracelular
como extracelular. Otra superdxido dismutasa se loca-
liza en las mitocondrias y requiere manganeso para
funcionar. El hierro es un componente de la enzima
catalasa, la cual se encuentra en los peroxisomas de
las células y lleva a cabo funciones similares a la g/u-
tation peroxidasa, es decir, la descomposicion del pe-

roxido de hidroégeno en agua y oxigeno (7).

Otros compuestos con capacidad antioxidante son
incorporados al organismo a través de los alimentos.
Entre ellos se encuentran los carotenoides y los flavo-
noides. Los carotenoides, algunos de los cuales son
precursores de vitamina A, son particularmente utiles
para reaccionar con el oxigeno solitario, que si bien
no representa un radical libre, es capaz de iniciar el es-
trés oxidativo (7), y para formar el oxigeno triatdbmico
por interaccioén con el monoatéomico, el cual es mas re-
activo que el primero. La funcion principal de aquellos
carotenoides que no poseen oxigeno en la molécula es
la formacién de vitamina A, por lo que son considera-
dos esenciales en ciertas condiciones. El beta-caroteno
es el carotenoide con mayor actividad como pro-vita-
mina A, y el mas habitual en la alimentacion. El lico-
peno representa aproximadamente el 50% de los
carotenoides en el plasma humano e, in vitro, se ha ob-
servado que es el que tiene la mayor capacidad de ex-
tinguir al oxigeno singlete. Por ultimo, otro de los
carotenoides mas consumidos en la alimentacion ha-
bitual es la luteina, que pertenece al subgrupo de las
xantofilas, ya que posee dos grupos hidroxilo en su es-
tructura quimica. En el organismo es transformada en
ceaxantina, otro carotenoide, y ambos carecen de ac-
tividad como pro-vitamina A, pero son potentes antio-
xidantes al igual que los ya mencionados.

Finalmente, los flavonoides son un grupo muy di-
verso de metabolitos secundarios del reino vegetal, ca-
racterizados por ser polifenolicos y muy solubles en
agua. El ser humano los incorpora exclusivamente a
través los alimentos de origen vegetal. Ademads de se-
cuestrar radicales libres, quelar iones metalicos e inhi-
bir oxidasas, los flavonoides pueden aumentar la
disponibilidad de antioxidantes enddgenos, asi como
la actividad de enzimas antioxidantes, al mismo tiempo
que son capaces de inhibir enzimas involucradas en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (8).

El objetivo del presente trabajo fue estimar la inges-
tion de nutrientes antioxidantes y grupos especificos de
alimentos y correlacionarla con el TAS en un grupo de
varones de la provincia de Mendoza, Argentina.

SUJETOS Y METODOS

Poblacion
La muestra estudiada estuvo constituida por 45 in-
dividuos de sexo masculino, entre 50 y 75 afos de
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edad, con peso estable (£3kg en tres meses), sin alte-
raciones endocrinas y/o metabdlicas conocidas, y sin
prescripcion de medicamentos que alteren el TAS, se-
leccionados al azar a partir de una consulta médica de
rutina. Fueron excluidos los voluntarios con un con-
sumo habitual elevado de bebidas alcohdlicas, drogas
o fumadores, con patologias como hipertension arte-
rial, diabetes mellitus, dislipidemias y/o enfermedad
tiroidea tratadas con farmacos, con obesidad tratada
con cirugia y aquellos que hubieran participado en en-
sayos clinicos o intervenciones nutricionales en los 1l-
timos tres meses.

Disefio del estudio

El disefo del estudio epidemiolégico fue transver-
sal analitico. El trabajo consistid en una entrevista nu-
tricional donde se evalu6 la composicion corporal a
través de antropometria y una historia dietética deta-
llada mediante recordatorio de 24 h y un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA) (9,
10) y, por ultimo, un andlisis de laboratorio que in-
cluyo TAS.

Todos los hombres que participaron en el estudio
firmaron un consentimiento escrito a un protocolo pre-
viamente aprobado por el Comité de Etica de la Uni-
versidad Nacional de Cuyo (Mendoza, Argentina).

Composicion corporal

A todos los participantes se les evalud la composi-
cion corporal mediante antropometria. Se midid peso
corporal en una balanza (capacidad 150 kg y 100 g de
precision, marca CAM, modelo P-1003, Buenos Aires,
Argentina). La estatura se midi6 en el estadiometro
metalico de la misma balanza, con una escalade 1 a
200 cm y una precision de 0,5 cm. Se midieron los
pliegues cutaneos (tricipital, bicipital, suprailiaco y su-
bescapular), utilizando un plicometro (HARPENDEN
con una precision de 0,2 mm y apertura de 80 mm).
Las circunferencias de cintura y cadera fueron medi-
das con una cinta métrica flexible ineldstica con una
escala de 10 mm (error 1 mm). Con los datos obteni-
dos se determinaron los siguientes parametros indirec-
tos: indice de masa corporal (IMC, kg/m?), porcentaje
de grasa corporal mediante ecuacion de Durnin y Wo-
mersley (6) y relacion cintura/cadera.

Historia dietética
La determinacion de la ingesta calorica dietética

proporciona una estimacidn cuantitativa y cualitativa
de la ingesta de un alimento o nutriente durante un pe-
riodo determinado de tiempo, caracterizando el patron
alimentario de un sujeto o grupo de poblacion (11). La
historia dietética en este estudio se bas6 en un recuerdo
de 24 h y un CFCA. Ambos métodos se emplean con-
juntamente, ya que la utilizacién de los dos se com-
plementa, obteniéndose una informacion mas amplia
y completa (12).

El recuerdo de 24hs fue realizado por una dietista
entrenada y se destinaron alrededor de 45 minutos para
la obtencion de la descripcion detallada de los alimen-
tos y bebidas consumidas en el dia anterior. Ademas,
se utilizaron ayudas visuales, como fotografias de ali-
mentos y platos cocinados, para precisar cantidades y
porciones consumidas a partir de la informacion apor-
tada por el voluntario. Los resultados de este método
no fueron utilizados para el calculo de nutrientes sino
para elaborar sugerencias practicas para orientar a los
voluntarios una vez finalizado el estudio.

El CFCA que se ha utilizado en este estudio, ha
sido previamente desarrollado, validado, probado y re-
finado por el Departamento de Nutricién de la Harvard
School of Public Health (9) y luego fue traducido,
adaptado y validado en Espafia por Martin-Moreno y
colaboradores (10). Debido a la falta de cuestionarios
validados en la poblacion argentina, la seleccion del
presente CFCA se baso en que Argentina y Espana tie-
nen costumbres alimentarias similares, y en que éste
ha sido previamente utilizado en estudios en poblacio-
nes masculinas de la Argentina (13).

Este cuestionario incluye una lista de 118 alimen-
tos, estructurada y organizada de forma sistematica en
9 grupos de alimentos: lacteos; huevos, carnes y pes-
cados; verduras y hortalizas; frutas; legumbres y ce-
reales; aceites y grasas; bolleria y pasteleria; bebidas;
y misceldneas. Tiene un caracter semicuantitativo ya
que se indica una porcion o cantidad de referencia y
el voluntario debe completar con qué frecuencia con-
sume ese alimento.

Una vez realizado el CFCA, se procedio6 a su con-
version en nutrientes mediante un programa informa-
tico. Para ello, previamente, se transformaron las
frecuencias declaradas de cada alimento en frecuencia
alimento/dia y se us6 la tabla de composicion de ali-
mentos publicada por Mahan y Escott-Stump (14) para
calcular la cantidad de macronutrientes (g/dia) y mi-
cronutrientes (mg/dia) ingeridas.
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Analisis de laboratorio
Para la determinacion del TAS, se ex-

TABLA 1.

Caracteristicas generales y antropométricas

de la poblacion estudiada

trajeron 5 ml de sangre venosa, se la dis-

Intervalo de

puso en un tubo con EDTA (icido  pyrametro Valor medio DesYiaccizién confianza para
etilendiaminotetraacético disodico) como estandar la media al 95%
anticoagulante. Las muestras se incubaron  gdad (afios) 61,76 6,52 59,83 - 63,72
con ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) con peroxi- Peso (ke) 94,6 15,84 89,84 - 99,36
dasa (metmioglobina) y perdxido de Talla (m) 1,73 0,07 1,72-1,76
hidrogeno (H,0,) para generar el cation [MC (kg/m?) 3141 4,61 29,99 - 32,73
ABTS* que presenta una coloracion verde  pajacion

y se mide por espectrofotometria a 600 nm.  ¢intura/cadera 1,00 0,08 0,98 - 1,02
Se utiliz6 como solucion patrén estandar Masa grasa (%) 32,06 454 27.59 - 30,73

acido 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcloro-
man-2-carboxilico con una concentracion
de 2,04mmol/L, reconstituido con agua doblemente
desionizada. La presencia de antioxidantes en la mues-
tra de sangre entera produce una supresion de esta co-
loracion, siendo esta supresion proporcional a la
concentracion de antioxidantes presentes en la muestra
(Kit Total Antioxidant Status, Randox, Reino Unido).
Los valores de referencia de este marcador estan com-
prendidos entre 1,30 — 1,77 mmol/L.

Analisis estadistico:

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS
para Windows version 15.0 (SPSS Inc, Chicago,
EE.UU.), seleccionandose los siguientes estadisticos des-
criptivos: media aritmética como medida de tendencia
central y desviacion estandar como medida de dispersion.

En lo que respecta a la estadistica inferencial, para
establecer posibles asociaciones entre los diferentes
nutrientes antioxidantes y el TAS, se utilizo el coefi-
ciente de correlacion de Pearson o Spearman segtin el
criterio de normalidad de las variables establecido con
el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se es-
tablecio la significancia estadistica con un p< 0,05.

RESULTADOS

La edad promedio del grupo de voluntarios fue de
61,76 + 6,52 afios. E1 TAS medio fue de 1,58 = 0,61
mmol/L, considerado normal segtn los valores de re-
ferencia. El peso medio de los pacientes fue de 94,6
kg, la talla promedio fue 1,73 m y el indice de masa
corporal fue de 31,41kg/m?; la relacion cintura/cadera
fue igual a 1, y el porcentaje de masa corporal grasa
fue de 32,06%. Estos datos pueden apreciarse con de-
talle en la Tabla 1.

Por otra parte, el consumo diario de energia resultd
esperable para las caracteristicas nutricionales de la
poblacion (2.270,93 + 629,8 kcal). El porcentaje de la
energia diaria aportado por hidratos de carbono fue
igual a 44,73%, levemente menor al recomendado (50
a 55%); mientras que el aportado por proteinas fue de
17,02%, considerado normal; y el de lipidos fue de
29,52%, cercano al recomendado (30 a 35%). La di-
ferencia restante en el consumo de energia corres-
ponde al alcohol que resultd proximo al valor
recomendado como maximo para la poblacion mas-
culina adulta por la American Heart Association
(AHA, 30g 0 <10% de la energia diaria) (Tabla 2).

En cuanto al consumo habitual de vitaminas y mi-
nerales, el valor diario de vitamina C fue igual a
188,48 mg, superior al de referencia (90 mg), princi-
palmente debido al consumo de suplementos y ali-
mentos fortificados. Por otra parte, los individuos
consumieron una cantidad media de vitamina E igual
a 9,65 mg, inferior a la recomendacion (15 mg). Res-
pecto a los minerales, la cuota diaria de cinc fue de
12,41 mg, muy cercana a la sugerida para esta pobla-
cion (12 mg), mientras que la de hierro fue de 19,69
mg, superando ampliamente el valor de referencia (10
mg), mayoritariamente a causa de la inclusion de ali-
mentos enriquecidos (por Ley N° 25.630 en Argen-
tina), fortificados y el importante consumo de carnes
rojas que predomina en la zona. Por tGltimo, el con-
sumo de los carotenoides betacaroteno, licopeno y lu-
teina fue de 8,94, 4,46 y 7,64 mg, respectivamente;
pero hasta el momento no existen ingestion s reco-
mendadas de tales sustancias (Tabla 3).

El TAS se correlacion6 positivamente con el con-
sumo de licopeno (r=0,295; p=0,049; Figura 1) y ne-
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TABLA 2.
Consumo de macronutrientes estimado por CFCA

Intervalo de

Nutriente Valor medio D:s%%g;?n confianza para la
media al 95%
Energia (kcal)  2270,93 629,84  2081,70 - 2460,15
Carbohidratos (2) 253,32 79,96 229,29 - 277,34
(%) 44,73 8,49 42,03 — 47,12
Proteinas (2) 94,18 22,04 87,56 - 100,80
(%) 17,02 2,83 15,79 — 18,03
Lipidos (2) 74,65 27,99 66,24 - 83,06
(o) 29,52 6,44 27,78 - 31,12
Saturados (2) 26,18 11,32 22,78 - 29,58
(o) 34,72 5,41 33,20 — 36,43
Monoinsaturados  (g) 32,05 14,34 27,74 - 36,36
(%) 42,26 6,54 40,09 — 44,48
Poliinsaturados (2) 15,35 6 13,55-17,15
(%) 21,33 5,76 20,22 — 23,55
Alcohol (2) 29,88 29,07 21,14 - 38,61
(%) 8,73 8,13 6,02 - 11,00
CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
TABLA 3.

Consumo de micronutrientes estimado por CFCA

Nutriente y Valor medio o ) Intervalo de

cgirgé)(g?sgc;s (mg/dia) Desviacion estandar comngggzgl%%r& la
Vitamina C 188,48 85,32 162,84 - 214,12
Vitamina E 9,65 3,33 8,65 - 10,65
Vitamina B, 2,2 1,12 1,87 -2,54
Vitamina B, 1,87 0,49 1,73 -2,02
Vitamina B, 24,53 6,07 22,71 - 26,36
Vitamina By 395,5 123,76 358,32 - 432,68
Betacaroteno 8,94 4,31 7,65 —10,24
Licopeno 4,46 3,27 3,48 - 5,44
Luteina 7,64 4,51 6,29 - 9,00
Sodio 3420,92 1108,49 3087,89 - 3753,95
Potasio 3882,8 1067,29 3562,15 - 4203,45
Fosforo 1351,89 320,09 1255,73 - 1448,06
Calcio 1073,87 361,78 965,17 - 1182,56
Hierro 19,69 4,8 18,25-21,13
Cinc 12,41 3,14 11,47 - 13,35

CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

gativamente con el consumo de
carnes rojas (r= - 0,403; p=0,007;
Figura 2). La ingestion de los
demas nutrientes y alimentos esti-
mados no se correlaciond signifi-
cativamente con el TAS.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en
este estudio muestran que el IMC,
el porcentaje de masa grasa y la re-
lacion cintura cadera de los indivi-
duos estudiados correspondieron a
una poblacion con obesidad. El
IMC resulté superior a 30kg/m?,
que segun la clasificacion de la Or-
ganizacion Mundial de la Salud
(OMS) corresponde a obesidad; el
porcentaje de grasa corporal fue
superior al 25%, valor de referen-
cia para obesidad en varones de
este grupo etario; y la relacion cin-
tura/cadera fue igual a 1, indicando
una distribucidon anormal de grasa
corporal abdominal, en concordan-
cia con las caracteristicas de la po-
blacion estudiada.

Por su parte, el TAS medio fue
normal, considerando los valores
de referencia de esta determinacion
(1,3 a 1,77mmol/L).

En cuanto al andlisis de la co-
rrelacion entre el TAS y el con-
sumo de antioxidantes y alimentos,
solamente se encontr6 asociacion
positiva estadisticamente significa-
tiva con la ingestion de licopeno,
la cual se correlacioné positiva-
mente con el TAS, es decir que una
mayor ingestion del carotenoide
producirad un mayor TAS. Una ex-
plicacion posible seria que la con-
centracion plasmatica de licopeno
depende casi exclusivamente de su
ingestion  dietética, ya que no
existe una homeostasis controlada,
no se metaboliza en productos de-
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TABLA 4

Consumo de alimentos estimado por CFCA

Intervalo de

que el beta-caroteno. Esta propie-
dad preventiva del dafno oxidativo

Sirrunlé(l)lt((i)i Val(or/g;;)dw Desviacion estandar confianza parala  de las proteinas, los lipidos y el
g media al 95% ADN, seria la mas importante en la
Vegetales 388.42 1439 345.19 - 431.65 prevencion de canceres tales como
) ’ ’ ’ ’ el de prostata, mama, pulmon, de
Cruciferas 15,97 23,97 8,77-23,17 tipo gastrointestinal, cervical, de
Frutas 453,21 312,52 359,32 - 547,10 ovario, y pancreatico (15). A esto
Carnes rojas 105,51 44.4 92,17-118,85  sesuman mecanismos de modula-
Carnes blancas 7930 50.99 64.00 - 94.64 cion de vias de sefializacion intra-
’ ’ ’ ’ celulares tales como la inhibicion
Pescados 40,97 38,57 29,38 - 52,56 de la proliferacion celular, la in-
Cereales 278,03 114,21 243,72 -312,34 duccion de la diferenciacion celu-
Legumbres 13,23 14,06 9,01 - 17,46 12.11‘ y apoptosis, la potenc.iacién Flel
Vino tinto 217,96 226,34 149,96 - 28596 ~ Sistema inmune y la estimulacion
] de la comunicacion intercelular

Vino blanco 5,68 27,2 -16,35 por uniones nexus (16-19).
Café 71,37 87,5 45,08 - 97,66 Pocos estudios (20-22) han
Té 50.48 133.58 10.34 - 90.61 evaluado la relacion directa entre
Té verde 1 7: 78 1 9: 2% 716 6’ la ingegtién de licopeno (tapto ali-
mentario como suplementario) con

Mate 75,55 172,48 23,73 - 127,36

el TAS. Una investigacion reciente

CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

tectables en el organismo, no actiia como provitamina
A (a diferencia del beta-caroteno) ni cumple funciones
especificas. Este carotenoide es el mas comun en la
sangre y su vida media es de 9 a 16 dias (6), por lo que
una ingestion periddica ayuda a mantener sus concen-
traciones séricas sin que decaigan. Existe evidencia de
que neutraliza los radicales libres con mayor eficacia

concluyd que la suplementacion
con licopeno por cuatro meses incremento significati-
vamente el TAS en mujeres posmenopausicas (20). En
un estudio, en el cual se suplement6 a los pacientes
con polvo concentrado de frutas y vegetales (entre
ellos, tomate), también se encontrdé un aumento en el
poder antioxidante total (21). En otra investigacion se
observo que los niveles séricos de licopeno se corre-
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FIGURA 1 FIGURA 2

Correlacion directa entre el consumo de
licopeno y el TAS determinada mediante el
Coeficiente de Correlacion de Spearman debido a
que la cantidad de licopeno ingerido no presento
una distribucion normal segun el test de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov.

Correlacion inversa entre la ingestion
de carnes rojas y el TAS valorada mediante el
Coeficiente de Correlacion de Pearson ya que ambas
variables presentaron una distribuciéon normal segiin
el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
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lacionaron directamente con el TAS. Por lo que con-
cluyeron que las intervenciones que aumenten la con-
centracion de dicho carotenoide serian las mas aptas
para incrementar el TAS (22). En sintesis, debido a su
potente efecto antioxidante en el torrente sanguineo,
el licopeno podria ser el componente de la dieta mas
apropiado para prevenir la formacién de radicales li-
bres o captarlos directamente.

Finalmente, se observo una correlacion negativa
entre el consumo de carnes rojas y el TAS. Durante
mucho tiempo se ha sugerido que el consumo de car-
nes rojas procesadas o cocidas a altas temperaturas au-
menta el riesgo de diversos tipos de cancer (entre ellos,
prostata, colon, estdmago y ovario). Esto se deberia a
la formacion de numerosos hidrocarburos aromaticos
policiclicos y aminas heterociclicas durante el proce-
samiento, que actian como potentes mutagenos y car-
cinéogenos (23), o al efecto genotoxico e
hiperproliferativo del grupo hemo (24). Sin embargo,
la evidencia actual no es concluyente respecto a esta
asociacion (25-27). Solo un estudio (29) ha analizado
la asociacion entre el TAS y el consumo de carnes
rojas, y sus resultados fueron similares a los del pre-
sente trabajo, mostrando una correlacion negativa (r=
-0,35; p=0,02) entre ambas variables, sumado a otras
correlaciones positivas entre el TAS y el consumo de
aceite de oliva (r=0,54; p=0,002), frutas (r=0,34;
p<0,001) y vegetales (=0,31; p<0,001). Debido a los
escasos trabajos que analizan especificamente la rela-
cion entre el consumo de carnes rojas y el TAS, son
necesarias futuras investigaciones que permitan dilu-
cidar el mecanismo por el cual este grupo de alimentos
disminuye el TAS.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo,
queda de manifiesto la importancia del licopeno como
sustancia antioxidante. Si bien es un compuesto no
esencial para el organismo humano, no deja de ser be-
neficioso y accesible a través de la alimentacion. Es
prudente entonces, sugerir un aumento de su consumo
en la alimentacidon habitual, particularmente a través
de los subproductos del tomate, tales como salsas, ex-
tractos y todo tipo de concentrados. En estos alimen-
tos, debido a la coccién, el procesamiento y el
aumento de la concentracion de los nutrientes, el lico-
peno se torna mucho mas biodisponible (30), por lo
que el beneficio seria éptimo. Tampoco pueden des-
denarse otras fuentes alternativas de licopeno como la
sandia, el pomelo rosado y la granada.

Por su parte y en concordancia con numerosas re-
comendaciones, es acertado sugerir una moderacion
en el consumo de carnes rojas, no solo por su accion
en detrimento del TAS, sino también por su alto con-
tenido de acidos grasos saturados y colesterol. En su
reemplazo, deberian incluirse carnes blancas de aves
y pescados, huevos y proteinas de origen vegetal
cuando fuera posible.

Finalmente, las limitaciones del trabajo fueron la
falta de CFCA suficientemente validados en la Argen-
tina, y la realizacion del recuerdo de 24hs solo un dia
por lo que los resultados obtenidos de éste debieron
ser excluidos del célculo de nutrientes y solo utilizados
para la elaboracién de recomendaciones para los vo-
luntarios.

En conclusioén, el licopeno fue el tinico nutriente
que se correlaciono positivamente con el TAS, por lo
que un mayor consumo de este carotenoide se asocia
con una mayor defensa antioxidante en la circulacion.
Por otra parte, el consumo de carnes rojas se correla-
ciond negativamente con el TAS, por lo que una in-
gestion elevada de este grupo de alimentos actuaria en
detrimento.
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RESUMEN. En la actualidad atin no existe consenso acerca
de recomendaciones claras sobre el uso de IG (indice glicé-
mico) de los alimentos para el control dietético de la DM2
(diabetes mellitus 2). Distintas entidades proponen el uso de
conteo de CHO (hidratos de carbono), pues no se cuenta con
evidencia suficiente para la planificacion dietética en base al
IG. El objetivo de este estudio fue relacionar el consumo de
alimentos de alto IG con el control glicémico de pacientes
DM 2 del programa de salud cardiovascular de tres CES-
FAM (centro de salud familiar) de la comuna de Santiago,
Chile. Se seleccionaron 40 sujetos a quienes se les realizo
evaluacion antropométrica y una encuesta de frecuencia de
consumo alimentaria de 30 dias modificada. Se obtuvieron
IG, CG (carga glicémica), nimero de porciones de alto IG
consumidas/dia y cantidad de CHO totales consumidos/dia.
Estos se correlacionaron con valores de HbAlc (hemoglo-
bina glicosilada) de los ultimos 3 meses obtenidos de la ficha
clinica. La edad promedio total fue 58.6 + 9.5 afios. El por-
centaje de obesidad fue 62,5% y el promedio IMC de 32.5.
El valor promedio de HbAlc fue 7.08 =£ 1.6, para HbAlc
<7% fue 57.5%. La cantidad total de CHO ingerida/dia fue
de 403.8 g. El promedio de IGy CG fuede 78.5y 3175 g
respectivamente. El nimero total de porciones de alimentos
con IG alto consumido al dia fue 21.8. Se obtuvo correlacion
estadisticamente significativa entre HbA lc y ntimero de por-
ciones de alto IG (r= 0.56 p=0.002). Para el resto de las va-
riables no se encontrd correlacion con significancia
estadistica (p>0.05). Por cada porcion extra de alimentos con
alto IG se observo un aumento de la HbAlc en un 0,9%. En
nuestra poblacion estudiada la cantidad de alimentos con alto
IG consumidos/dia se correlaciond signicativamante con los
valores de HbAlc.

Palabras clave: Diabetes Mellitus 2, indice glicémico, carga
glicémica, hemoglobina glicosilada, encuesta alimentaria.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus 2 (DM 2) es una enfermedad
cronica no transmisible cuya prevalencia ha ido cre-
ciendo en forma preocupante. Se estima que al afio
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SUMMARY. Relationship of consumption of high
glycemic index food in the diet and levels of HbAlc in
type 2 diabetic patients treated with diet and / or Met-
formin. At present there is still no clear consensus on re-
commendations on the use of GI of foods for the dietary
management of T2DM. Rather different entities propose
the use of carbohydrate counting, because there is not even
enough evidence for dietary planning based on this index.
The aim of this study was to relate consumption of high GI
food with glycemic control of type 2 diabetes patients from
the cardiovascular health program of 3 CESFAM (Family
Health Centers) in Santiago, Chile. Forty individuals were
selected, anthropometric measurements were conducted as
well as a modified poll of frequency of food consumption
of 30 days. Data from GI, GL, number of servings with
high GI consumed per day and total amount of CARB con-
sumed per day. Correlations were determined with values
of HbAlc of the last 3 month obtained from the medical
record. The average age was 58.6 = 9.5 years. The percen-
tage of obesity was 62,5% and the average BMI was 32,5.
The average HbA1c value was 7.08 £ 1.6, for HbAlc <7%
it was 57,5%. The total amount of CARB ingested/day was
403,8 g. The average of GI and GL was 78.5 and 317.5 res-
pectively. The total number of servings of food with high
GI ingested per day was 21,8. There was a statistically sig-
nificant correlation between HbAlc and number of ser-
vings with high GI (r= 0.56 p=0.002). For the remaining
variables there was no statistically significant correlation
(p>0.05). For each extra serving of high GI food there was
an increase of 0.9% of HbA Ic. In our research population
the amount of food with high GI ingested per day was sig-
nificantly correlated with values of HbAlc.

Key words: Type 2 Diabetes Mellitus, glycemic index,
glycemic load, glycosylated hemoglobin, food poll.

2000, a nivel mundial, habian 171 millones de perso-
nas con diabetes, proyectandose para el ano 2030 un
aumentd a 366 millones de personas (1). En Chile,
segun datos de la Encuesta Nacional de Salud (ENS)
2009-2010 su prevalencia aument6 de un 6,3% en el
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afio 2003 aun 9,4% en el ano 2010 (2).

La ingesta alimentaria y tanto la cantidad como la
composicion de la ingesta son un punto clave en el
desarrollo, control y prevencion de la DM 2. Segtin la
American Diabetes Association (ADA), la monitori-
zacion del consumo de CHO (hidratos de carbono), es
una estrategia clave en el control glicémico de los pa-
cientes con esta enfermedad (3).

El indice glicémico (IG) de los alimentos, es una
medida de categorizacion de la calidad de los CHO
segun la capacidad de aumentar los niveles de glucosa
sanguinea. El IG agrupa los alimentos en 3 categorias:
1G bajo 0-55, 1G intermedio 56-69 e 1G alto > 70 (4).
El consumo de CHO con alto IG ha sido positivamente
relacionado con el incremento del riesgo de padecer
de DM2 (5, 6). Por otra parte, en el control de la dia-
betes, se ha visto que dietas con alimentos de bajo in-
dice glicémico, producen un descenso moderado de
los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1lc) en
comparacion con dietas convencionales o con IG ele-
vado (7). Del mismo modo una revision sistematica
publicada por Cochrane en afio 2009, que incluy6 11
estudios randomizados controlados, mostrd que dietas
con bajo IG producen una mejoria en el control de la
DM2 expresado en una baja significativa de la HbAlc,
en comparacion con aquellas de IG alto (8).

No existe consenso sobre la utilidad del IG. En el
afio 2002 la ADA estableci6 dentro de sus recomenda-
ciones que a pesar de que el uso de alimentos con bajo
IG puede reducir los episodios de hiperglicemia pos-
tprandial, atin no hay suficiente evidencia de beneficios
a largo plazo para que la recomendacion de dietas de
IG bajo sea la estrategia principal en la planificacion
alimentaria en la DM (9). En las recomendaciones
2012 se indica que el uso de IG, junto con la carga gli-
cémica (CG), s6lo aportan un modesto beneficio por
sobre dietas en las cuales la cantidad de CHO es con-
siderada como unica herramienta terapéutica (10). La
Asociacion Americana de Endocrindlogos Clinicos,
por su parte, sugiere limitar el consumo de alimentos
con IG alto, e indica que CHO con IG bajo pueden ayu-
dar al control glicémico, pero en vista de la falta de evi-
dencia, no recomienda una educacion formal a los
pacientes sobre los efectos positivos o negativos en la
salud de los azucares de la dieta (11). En nuestro pais,
Chile, la guia de garantias explicitas en salud (GES)
del Ministerio de Salud para el manejo de la DM 2, re-
comienda consumir alimentos con un IG moderado a

bajo, sefialando ademas que la incorporacion de ali-
mentos con un menor IG en diabéticos, en comparacion
con dietas estandar, reduce los niveles de HbAlc y de
los niveles de colesterol LDL y triglicéridos (12).

La informacion entregada, plantea la necesidad de
seguir investigando sobre la relacion entre el IG y el
control de la glicemia en pacientes diabéticos, para asi
aportar al manejo multidisciplinario que requiere esta
enfermedad.

El objetivo de este estudio es relacionar el con-
sumo de alimentos con alto IG con el control glicé-
mico en pacientes con DM 2 del programa de salud
cardiovascular de 3 centros de salud familiar de la co-
muna de Santiago.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos:

El grupo estudiado comprendi6o a 40 hombres y
mujeres mayores de 35 afios, la muestra fue seleccio-
nada en forma aleatoria por conveniencia, segun ad-
herencia de los sujetos a la citacion y antigiiedad de
los examenes de laboratorio. Todos los sujetos cum-
plieron los criterios de inclusion y exclusion, y fueron
reclutados en tres centros de salud familiar (CESFAM)
de la ciudad de Santiago, Chile.

Criterios de inclusion:

* Edad >20 afios y < 85 afios

* Tratamiento dietético o farmacologico (so6lo
Metformina)

* Sujetos sedentarios

« Ultimo examen de HbAlc con antigiiedad
menor o igual a 3 meses.

Criterios de exclusion:

* Individuos con otro tipo de comorbilidades

¢ Usuarios de Metforminat+otro farmaco, uso de
otro (s) hipoglicemiante (s) oral (es), uso de insulina+
hipoglicemiantes orales, uso solo de insulina.

* Presencia de cuadros agudos intercurrentes que
alteren su habitual alimentacion dentro del tiltimo mes.

Todos los pacientes firmaron un formulario de con-
sentimiento informado antes de ingresar al estudio.

Diseiio experimental

El estudio fue de tipo descriptivo y transversal. Se
seleccionaron los sujetos a través de la revision de fi-
chas clinicas en base a los criterios de inclusion y ex-
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clusion, luego se contactaron via telefonica y fueron
citados a los respectivos centros de salud, siendo 40 el
numero total de pacientes que aceptd participar del es-
tudio. Los participantes fueron sometidos a evaluacion
nutricional antropométrica y alimentaria, a cargo de
un profesional Nutricionista.

Determinaciones

Alimentacion:

Se determiné el consumo de alimentos de alto in-
dice glicémico (>70) segun Foster Powell et al 2002
(13), mediante una encuesta de recordatorio de fre-
cuencia de consumo modificada (14) que considerd 51
items de alimentos con IG mayor 70, se pregunt6 a los
pacientes por el consumo habitual del ultimo mes,
considerando periodicidad y cantidad de los alimentos.
Los pacientes fueron entrevistados por un profesional
Nutricionista. Se calcul6 el aporte de CHO de la dieta
mediante el uso del programa computacional Food
Processor 2 (Food Processor 11®, ESHA Research,
Salem, OR, USA), el cual utiliza una base de datos de
composicion de alimentos Norteamericanos (15), la
que es aplicable en este estudio porque sélo se consi-
deré informacion de CHO y fibra dietética, estos tulti-
mos no registran cambios importantes al comparar la
composicion de alimentos de diferentes origenes.

El IG de la dieta se obtuvo determinando la frac-
cion de CHO que aporta cada alimento de la dieta res-
pecto al total de CHO de la misma, luego se multiplico
el valor de IG de cada alimento por la fraccion de
CHO. Finalmente se sumaron los valores resultantes
de la operacion anterior y se obtuvo el IG de la dieta
(IG: 3. (CHO disp A/ CHO disp Total) X IG A) (16).

La CG de ladieta se obtuvo multiplicando la can-
tidad de CHO disponibles de la dieta por el indice gli-
cémico de la misma (CG: IG de la dieta X Cont. de
CHO disponibles de la dieta (g)/ 100) (16).

En orden a determinar el nimero de porciones de
alimentos alto IG que consumen los sujetos diabéticos
estudiados se calcul6 el consumo de CHO diario por
cada alimento de alto IG, y se dividi6 por el total de
CHO que contiene una porcién de intercambio de la
piramide alimentaria chilena (17). Ver ecuacion 3.

Ecuacion 3: N de porciones de intercambio de ali-
mentos de alto IG consumidos en la dieta

N porciones: > CHO totales alimento Y por
dia/CHO totales de una porcién de intercambio ali-
mento Y

*  Hemoglobina Glicosilada:

Este indicador se obtuvo de las fichas clini-
cas de los sujetos estudiados, el método analitico para
su determinacion debia corresponder a HPLC (croma-
tografia liquida de alta precision).

* Antropometria:

En condiciones estandarizadas se midi6 el
peso (kg) utilizando una balanza digital SECA® (Vogel
& Halke GMBH & Co Alemania) con una sensibilidad
de 100 g, y talla (m) con un estadidmetro adosado a
la balanza y con una variacioén de 0.1 cm. Las medicio-
nes se realizaron por un profesional Nutricionista al
mismo momento de realizar la encuesta alimentaria.
Se calculo el IMC, considerandose normal un IMC
entre 18,5 y 24,9 kg/m?, sobrepeso un IMC entre 25 y
29,9 kg/m? y obesidad con IMC > 30 kg/m?.

Anailisis estadistico:

Para el analisis de resultados, se calcul6 promedio
y desviacion estandar. Para la asociacion de variables
se utilizo el coeficiente de correlacién de Spearman
dado la distribucidon no paramétrica de los datos. Fi-
nalmente para ajustar por cada factor estudiado, se
aplicé analisis de regresion multivariada. Se considerd
como significativo un valor de probabilidad <0.05. Se
utilizé el programa estadistico SPSS 10.0® (SPSS Inc,
Chicago IL, USA).

RESULTADOS

El niimero fue de 40 pacientes, con una edad pro-
medio para ambos sexos de 58.6 £ 9.5 afios, un IMC
promedio de 32.5, porcentaje de sobrepeso de 17.5%
y de obesidad de 62.5%. El valor promedio de HbAlc
en la poblacion fue 7.08 £ 1.6, mientras que para
HbAlc <7% fue 57.5%.

De los tratamientos para la diabetes un 7.5% se en-
contraba solo con dieta, mientras el resto fue tratado
con dieta mas metformina (Tabla 1)

De los alimentos consumidos para el periodo estu-
diado, el promedio total de CHO fue 403.8 g/dia con un
aporte calérico diario total de 1615 calorias. El prome-
dio de IG y CG fue de 78.5 y 317.5 respectivamente.
El niimero total de porciones de alimentos con indice
glicémico alto consumido al dia fue 21.8 (Tabla 2).

Al realizar el anélisis univariado por medio de co-
rrelacion de Spearman entre valores de HbAlc y CG
de los alimentos se obtuvo una correlacion positiva
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TABLA 1
Caracterizacion general de la muestra
Total Mujeres  Hombres
n 40 30 10
Edad (afios) 58,6+9,5 576 £99 61,4+79
IMC 32,5+5,8 3343+6,0 29,7+ 4,6
Sobrepeso % 17,5 13,3 40
Obesidad % 62,5 73,4 30
Niveles
HbA lc (%) 7,08+1,6 6,7+1,2 81+2,6
HbAlc
<7% (%) 57,5 47,5 10
Tratamiento
diabetes
(% total y n°)
Dieta 7,50% 10 0
Dieta 'y
Meotformina ~ 22-50% 90 100
TABLA 2
Caracterizacion de la alimentacion
. Total
X DE
CHO de la dieta (g) 403.8 + 110.7
IG de la dieta 785 £ 34
CG de la dieta 317.5 + 883
N° porciones alto IGde ladieta 21.8 £ 6.5
TABLA 3

Analisis univariado de correlacion
entre HbA ¢ y distintos parametros dietarios

HbAIlc Spearman's rho P
CHO de la dieta (g) 0.3089 0.0525
IG de la dieta 0.0756 0.6431
CG de la dieta 0.3017 0.0585
N° porciones alto

IG de la dieta 0.5618 0.0002

Correlacion entre nimero de porciones de indice glicémico elevado y IIbAlc

3
g oy o e
g RS S
:
‘ » P=0.0002
R=0.56

HbAlc (%)

FIGURA 1
Correlacion de Spearman entre nimero de porciones
de indice glicémico elevado consumidas por dia
y niveles de HbAlc.

pero no significativa (p>0.05), al igual que entre va-
lores de HbAlc e IG, y HbAlc y cantidad total de
CHO consumida por dia (Tabla 3).

Al buscar correlacion entre el numero total de por-
ciones de indice glicémico alto consumido por dia y
los niveles de HbA 1c esta fue estadisticamente signi-
ficativa (p=0.002) con un R?=0,56. (Figura 1)

Al buscar correlacion univariada entre valores de
HbAlc y valores de IMC no se observo correlacion
entre las 2 variables (R=0.052 p=0.7). Tampoco al in-
cluir en el andlisis s6lo a paciente obesos.

Al controlar los valores de HbAlc por sexo, edad
y nimero de porciones (variables que se consideraron
independientes entre si), mediante un modelo de re-
gresion lineal multiple se obtuvo un Rz = 0.4 con un
p=0.002 (datos no mostrados), lo cual explicaria que
en forma estadisticamente significativa, un 40% de la
variabilidad de los valores que presenta la HbAlc en
este estudio, estdn dados por la influencia de los fac-
tores de control mencionados. En la relacion entre
sexo y HbAlc se observd que ser hombre se asocia a
un aumento significativo de los valores de HbAlc, al
contrario de lo que ocurre con la edad, ya que por cada
aflo extra la HbAlc descenderia en 0,44% (Coef B -
0.04). En relacion con el numero total de porciones de
alimentos con alto indice glicémico consumidas por
dia, se indica que por cada porcion extra consumida,
la HbA1c aumenta en un 0,9%. Todas estas asociacio-
nes fueron significativas (p<0.05) (Tabla 4).

TABLA 4

Asociacion multivariada entre HbAlcy
factores de control independientes

Coeficiente Intervalo de
HbAlc B confianza 95% P
Sexo 0.0330469
(masculino) 1.493.709 2.954371 0.045%

-0.0911397
Edad -0.0474558 20.003772 0.034*
N° porciones 0.0406456
1G elevado/ dia 00967926 (539397 ~ 0.001%
#*p<0,05 ]
DISCUSION

Uno de los factores mas importantes que se rela-
ciona con la incidencia de DM 2 es la presencia de
obesidad, numerosos estudios destacan la importancia
de mantener un peso saludable para disminuir el riesgo
de padecer DM 2 (18, 19, 20). En el grupo estudiado
la prevalencia de obesidad es de 62,5%, valor mayor
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a lo encontrado en la poblacioén general segun la tiltima
encuesta nacional de salud de chile, donde la obesidad
alcanza un 30% en la poblaciéon mayor a 25 afios (2).
Esto es coherente con la susceptibilidad que presenta
la poblacion con exceso de peso a desarrollar DM 2.

Por otra parte, la mayoria de los pacientes (92%)
se encontraban con tratamiento farmacolégico, situa-
cion concordante con los algoritmos terapéuticos pro-
puestos por el Ministerio de salud de Chile (12), para
los pacientes en tratamiento inicial de DM 2.

El 57,5% de la poblacion estudiada se encontraba
dentro de la meta recomendada como objetivo de con-
trol glicémico en sujetos DM 2, es decir HbAlc < 7%
(10), valor mayor a lo encontrado en la ENS 2010
donde solo un 34% de la poblacion DM 2 cumplia la
meta terapéutica establecida por la ADA. Del total de
mujeres estudiadas, un 63% se encontraba dentro de la
meta terapéutica y un 40% de los hombres, esta distri-
bucion concuerda con lo observado en la ENS 2010 (2).

El objetivo mas importante del tratamiento médico-
nutricional de la DM 2 es el control del metabolismo
de los CHO, el cual debiera traducirse en niveles de
glicemia adecuados y en la consecuente prevencion de
complicaciones secundarias (21). La principal reco-
mendacion para la ingesta de CHO en la dieta se centra
en la cantidad (10), la cual no debiera superar el 60%
del valor calorico total, es decir una dieta de 2000
kcal/dia (valor estandar para un adulto), deberia apor-
tar como maximo 300 g de CHO (21). El grupo estu-
diado presenta un consumo promedio de 403, 8 g de
CHO al dia, valor muy por sobre lo recomendado, con-
siderando ademas que corresponde a un grupo en su
mayoria con obesidad donde la recomendacion de
energia al dia esta por debajo de la de un sujeto estan-
dar (1400-1600 kcal/dia).

Respecto a la CG, el promedio fue de 317.5+88.3
g/dia; valor sobre lo recomendado para estos sujetos,
el cual no debiera superar los 140 g/dia, considerando
un valor de IG de la dieta menor o igual a 55 y una re-
comendacion de CHO entre 200 y 250 g/dia (22). Es
valido considerar que estos valores pudieron verse
afectados por la técnica empleada para determinar el
consumo dietético (EFCC).

Al correlacionar la cantidad de CHO consumidos
en el dia con la HbAlc, se obtiene una asociacion po-
sitiva débil (r=0,3) y no significativa (p=0,052). Este
hallazgo coincide con otros autores quienes no han en-
contrado una asociacion entre la ingesta total de CHO

en la dieta y el control glicémico medido a través de
la HbAlc (23,24). Solo se han evidenciado efectos de
terapias asociadas a conteo de CHO relacionado con
los niveles de HbAlc en sujetos DM 2 con insulinote-
rapia (25,26) y en pacientes sometidos a dietas muy
bajas en CHO (<20% del valor caldrico total) (27,28).

Por otro lado la calidad de CHO de la dieta, eva-
luado por medio del IG y la CG, “podrian otorgar un
modesto beneficio adicional al tratamiento dietotera-
péutico de la DM 2” segtin la ADA (10). En este estu-
dio se encontraron asociaciones no significativas entre
el IG (r=0,07; p=0,64) y la CG de la dieta (r=0,30;
p=0,058) con la HbA1c, lo que implicaria que la cali-
dad de CHO de la dieta no influye en el control meta-
bolico de los sujetos DM 2. Este hallazgo coincide con
lo reportado por algunos autores que han estudiado en
forma experimental la asociacién entre el IG y la CG
de la dieta y el control glicémico en pacientes DM 2
medido a través de la HbAlc (29,30). La falta de co-
rrelacion significativa entre el IG, la CG de la dieta 'y
la HbAlc en el presente estudio, también podria de-
berse a las limitaciones del método utilizado en el es-
tudio que impide estimar en forma precisa el IG y la
CG de la dieta, puesto que la encuesta de frecuencia
de consumo no entrega informacion de la composi-
cion de cada tiempo de comida, que acostumbran con-
sumir los sujetos.

Con el fin de obtener un indicador representativo
del consumo frecuente de alimentos, se decidio esti-
mar la cantidad de porciones de intercambio de ali-
mentos de alto IG (>70) que consumian al dia los
sujetos estudiados, obteniéndose una asociacion posi-
tiva significativa (r=0,56; p=0,0002) entre la cantidad
de porciones de alimentos de alto IG consumidas en
el dia con los niveles de HbAlc. Este hallazgo coin-
cide con estudios experimentales que comparan el
efecto del consumo de dietas de alto y bajo IG sobre
la HbAlc, encontrandose que los sujetos que consu-
men dietas de bajo IG disminuyen un 0,5% los niveles
de HbA 1c versus aquellos que consumen dietas de alto
IG (8). Sin embargo es importante destacar que no hay
estudios descriptivos que hayan correlacionado espe-
cificamente (como se hizo en este estudio) el numero
de porciones de consumo habitual de alimentos de alto
IG con la HbAlc.

Es importante destacar que al ajustar los resultados
por edad y género, el consumo de alimentos de alto IG
continua siendo un factor importante, influyendo
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sobre la HbAlc enun 0,9% por cada porcion extra de
consumo reportada. Un estudio descriptivo que corre-
laciona el IG de la dieta con el control glicémico
(HbAlc) el en cual se realiza el ajuste por edad, género
y otras variables estudiadas, se obtuvo que el IG de la
dieta influye en forma independiente sobre el control
glicémico en sujetos diabéticos tipo 1 (31). Otro estu-
dio reciente (CCD), donde se evaluo el efecto de dietas
de bajo IG sobre la respuesta glicémica, demostro que
los sujetos DM 2 que consumieron dietas de bajo IG
mejoraban significativamente la respuesta glicémica
en comparacion con los sujetos que consumieron die-
tas de alto IG, tras 12 meses de intervencion (32).

CONCLUSION

No se demuestra asociacion significativa entre el
IG, la CG de la dieta y la HbAlc en pacientes DM 2.
Sin embargo el nimero de porciones al dia que los su-
jetos consumen de alto IG (mayor a 70) se asocia en
forma positiva y significativa con los niveles de
HbA1c en sujetos DM 2 de nuestra poblacion. Este es-
tudio constituye una evidencia mas de lo controvertido
que resulta recomendar la utilizacién del concepto de
IG y CG para la consejeria nutricional en sujetos DM
2 y enfatiza la necesidad de contar con nuevas inves-
tigaciones en el area.
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Calcium supplementation, bone mineral density and bone
mineral content. Predictors of bone mass changes in
adolescent mothers during the 6-month postpartum period

Agustina Malpeli, Maria Apezteguia, José L. Mansur, Alicia Armanini, Melisa Macias Couret,
Rosa Villalobos, Marta Kuzminczuk and Horacio F. Gonzalez

IDIP — Instituto de Desarrollo e Investigaciones Pedidtricas “Prof. D. Fernando E. Viteri”,
Hospital de Nifios de La Plata, (MS/CIC-PBA), La Plata,Argentina

SUMMARY. We determined the effect of calcium
supplementation on bone mineral density (BMD) and
bone mineral content (BMC) and identified predictors
of bone mass changes in adolescent mothers 6 months
postpartum. A prospective, analytical, clinical study
was performed in adolescent mothers (<19 years old;
n=37) from La Plata, Argentina. At 15 days postpar-
tum, mothers were randomly assigned into one of two
groups and started with calcium supplementation; one
group received dairy products (932 mg Ca; n=19) and
the other calcium citrate tablets (1000 mg
calcium/day; n=18). Weight, height and dietary intake
were measured and BMD was determined by DEXA
at 15 days (baseline) and 6 months postpartum. BMC,
total body BMD and BMD were assessed in lumbar
spine, femoral neck, trochanter and total hip. Regres-
sion models were used to identify the relationship of
total body BMD and BMC with independent variables
(calcium supplementation, months of lactation,
weight at 6 months, percent weight change, lean mass
at 6 months, percent lean mass change, total calcium
intake). Results showed that changes in BMD and
BMC at the different sites were similar in both groups,
and changes in percent body weight and total calcium
intake were the main predictive factors. In conclusion,
the effect of calcium was similar with either form of
supplementation, i.e., dairy products or tablets, and
changes in percent body weight and total calcium in-
take were predictors of total body BMD and BMC
changes.

Key words: Calcium supplementation, bone mineral
density, bone mineral content, adolescent mothers,
body composition, calcium citrate, dairy product.

INTRODUCTION

Bone mass loss and recovery after weaning and re-
sumption of menses have been reported in both lacta-
ting adult (1-6) and adolescent (7,8) mothers. In an
earlier report of adolescent mothers, we found a sig-
nificant bone mineral density (BMD) loss at the hip

RESUMEN. Suplementacion con calcio, densidad mineral
6sea y contenido mineral 6seo. Predictores de cambios en la
masa 6sea en madres adolescentes a los 6 meses postparto.
El objetivo del estudio fue determinar el efecto de dos formas de
suplementare calcio sobre la densidad mineral 6sea (DMO) y el
contenido mineral 6seo (CMO), e identificar predictores de cam-
bios en la masa 6sea en madres adolescentes a los 6 meses pos-
tparto. Se realiz6 un estudio prospectivo, analitico y clinico en
madres adolescentes (<19 afios; n=37) de la ciudad de La Plata,
Argentina. A partir de los 15 dias postparto, las adolescentes fue-
ron distribuidas al azar en 2 grupos y comenzaron con la suple-
mentacion con calcio; un grupo recibi6 productos lacteos (932
mg Ca; n=19) y el otro citrato de calcio (1000 mg calcio/dia;
n=18). Se midi6 peso, altura y consumo de alimentos y se deter-
min6 la DMO por DEXA a los 15 dias (linea de base) y a los 6
meses postparto. También se determiné CMO, DMO corporal
total y DMO de columna lumbar, cuello femoral, trocanter y ca-
dera total. Se usaron modelos de regresion para identificar rela-
ciones entre DMO corporal total y CMO con variables
independientes (tipo de suplementacion, meses de lactancia, peso
a los 6 meses, porcentaje de cambio de peso, masa magra a los
6 meses, porcentaje de cambio de masa magra, consumo total de
calcio). Los resultados muestran que los cambios en DMO y
CMO en los distintos sitios fueron similares en ambos grupos, y
que los cambios en los porcentajes de peso corporal e ingesta
total de calcio fueron los principales factores predictivos. En con-
clusidn, el efecto del calcio fue similar tanto con productos lac-
teos como con comprimidos. Los cambios porcentuales en peso
corporal e ingesta total de calcio resultaron factores predictivos
de los cambios de la DMO corporal total y el CMO.

Palabras clave: Suplementacion con calcio, densidad mineral
osea, contenido mineral 6seo, madres adolescentes, composicion
corporal, citrato de calcio, productos lacteos.

(5%) and in total body BMD (2%), with subsequent
bone mass recovery during the 12-month follow-up
(8). Such recovery occurred during the early postpar-
tum period and was not related to eventual BMD los-
ses during pregnancy, being slightly lower in younger
mothers and in those who had not resumed menses.
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Calcium supplementation during lactation has been
studied in lactating adult (9,10) and adolescent (11)
mothers. In adult women, calcium salts did not have a
marked effect; Prentice et al. (9) suggest that breastfe-
eding women with low calcium intake may not benefit
from calcium supplementation, and that the physiolo-
gical mechanisms developed during lactation provide
the necessary calcium for milk production. In the case
of Kalwarf et al. (10), the authors found that supple-
mentation with 1 g calcium per day does not prevent
bone mass loss during lactation, observing a light im-
provement in bone mass gain after weaning. On the
other hand, Chan et al. (11) have suggested that an
adequate calcium intake (dairy products and calcium
rich food) may prevent bone loss during lactation in
adolescent mothers, and Abrams (12), in an editorial
reviewing the effects of calcium supplementation, con-
cludes that adult breastfeeding women would not be-
nefit from a higher calcium intake, but emphasizes the
importance of the nutrient in the reproductive cycle.
The mentioned author further reports that adolescent
breastfeeding mothers are a very important risk group
that could benefit from such supplement. In this re-
gard, the percentage of births to women under 20 years
of age in Argentina amounts to 15.6% (13), and the
National Nutrition and Health Survey (14) indicates
that calcium intake in women under the age of 19 is
very low (482 mg/day) in our population. In fact, two
previous studies performed by our group show that
calcium intake in lactating adolescent mothers was
<600 mg/day (895 mg/day during puerperium, falling
to 547 mg/day 12 months postpartum) (8,15). Other
results suggest that low-calcium diets over a prolonged
time may impact negatively on one of the critical pe-
riods of bone accretion (16).

In view of the above mentioned evidence, the pre-
sent study aimed to determine the effect of two forms
of calcium supplementation on BMD and bone mine-
ral content (BMC), and to identify predictive factors
of bone mass change in adolescent mothers 6 months
postpartum.

MATERIALS AND METHODS
An analytical, prospective clinical design was used
to assess 37 Caucasian adolescent mothers recruited
within 15 days after delivery at the Maternity from the
Hospital General de Agudos "José de San Martin", La
Plata, Argentina. The city of La Plata is located at 34°

South latitude.

Follow-ups were performed at the Outpatient Ward
of IDIP — Instituto de Desarrollo e Investigaciones Pe-
diatricas “Prof. Dr Fernando Viteri”, Children’s Hos-
pital “Sor Maria Ludovica”, La Plata, Argentina.

Women who were healthy, < 19 years, primiparous,
with term, singleton pregnancy (newborn birth weight
>2500 g) and under natural or intrauterine dispositive
(IUD) contraceptive methods were included in the
study. Exclusion criteria were mothers who did not
breastfeed exclusively for at least 3 months, the pre-
sence of chronic and/or acute diseases, history of ric-
kets and osteomalacia, infectious disease the moment
of the study, use of any drug, and unwillingness to par-
ticipate in the study.

A social worker surveyed adolescent mothers wi-
thin 15 days after delivery, and invited those who com-
plied with the inclusion criteria to participate in the
study. Written informed consent was obtained from
each adolescent and a responsible adult. A general cli-
nical examination was done before starting the trial;
studies and follow-ups were performed at 15 days (ba-
seline) and 6 months postpartum, respectively. A ques-
tionnaire about breastfeeding, resumption of menses
and contraceptive methods was also performed by the
nutritionist and the clinician.

Adolescents were assigned into one of two groups
following a systematic random technique. Group 1
(n=19) was given a biscuit fortified with skimmed
milk powder (SanCor®, SanCor CUL, Argentina) and
the following ingredients: eggs, wheat flour, sugar and
vanilla essence. Port salut cheese (SanCor®) (1/2
kg/week) was also given to complete the supplement.
This food provided 2073.28 kJ or 496 kcal, 61.2 g car-
bohydrates, 34.7 g proteins, 11.4 g fat, 932 mg calcium
and 0.32 pg vitamin D. The nutritionist asked adoles-
cents to replace some habitual food in their breakfast
or snack to avoid a higher calorie intake. They were
also asked not to take mineral or vitamin supplements
unless they were provided by the healthcare team. Mo-
thers from this group were surveyed weekly when they
collected their food and were all given a calendar to
record the monthly intake of fortified biscuits and che-
ese, marking on each day with a cross whether the bis-
cuit or cheese was consumed; the supplement not
ingested was subtracted from the daily average intake.

Group 2 (n=18) received 3 capsules of calcium ci-
trate (Calcimax® and Calcimax Forte®, Laboratorios
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Gador, Buenos Aires, Argentina) providing 1000 mg
calcium/day. The assigned supplement was given
when participants entered the study (15 days postpar-
tum; baseline) up to 6 months postpartum. Data about
calcium supplement intake were collected from tele-
phone follow-ups and pill count. Participants received
monthly a bottle of pills with the total number of pills
they had to take; on the day of follow-up, pills were
counted and the remaining ones, if any, were discoun-
ted from the daily average intake.

Body weight was electronically measured with a
Tanita 1582 digital balance (100 g accuracy) and
height was measured with a SECA 222 stadiometer
(mm graduation, 1 cm accuracy) at 15 days and 6
months postpartum. Maximum weight during preg-
nancy was taken from case histories.

The infant’s feeding pattern was determined by as-
king mothers whether they were exclusively breastfe-
eding, bottle feeding, or both. The food-frequency
semi-quantitative method was used to estimate the die-
tary intake of mothers at baseline (15 days postpartum;
it reflects the dietary intake during the last months of
pregnancy) and 6 months after the study. The survey
included calcium dietary intake plus calcium from
each dietary supplements (17). All food groups were
included in the survey (dairy products, meat, eggs,
fruits, vegetables, cereals, beans, flour and derivatives,
drinks, candies, fat, oil, and bread). According to the
food ingested, the amount of nutrient consumption per
day was calculated, estimating daily intake of energy
(kJ/day, kcal/day), proteins (g/day), calcium (mg/day),
phosphorus (mg/day), and vitamin D (pg/day) with the
USDA Food composition data base (18). The ques-
tionnaire was designed by a registered nutritionist
based on food models to clearly identify serving sizes.

Bone mineral densitometry was assessed by dual-
energy-X-ray absorptiometry (DEXA) with a LUNAR
DPX-L instrument with pediatric software version 4.6f
(GE Lunar Corporation, Madison, WI, USA). The in
vivo reproducibility, expressed as percent BMD coe-
ficient of variation, was as follows: lumbar spine (L2-
L4), 1.3%; femoral neck (FN), 1.5%; trochanter (TR),
1.4%:; total hip (TH), 0.9%:; total body BMD, 0.8%.
Measurements were performed by a single expert ob-
server. We determined BMC and total body BMD.
BMD was measured in all sites and body composition
was also estimated by DEXA (19,20). Results were
expressed as absolute values (g/cm?), as percent BMD

changes in all sites studied, and as percent BMC chan-
ges from baseline up to 6 months (final BMD/baseline
BMD x 100 [percent BMD] and final BMC/baseline
BMC x 100 [percent BMC]). In order to detect a mean
3% difference in BMC variation (§ = 0.2; a = 0.05),
at least 18 patients per group were needed.

Vitamin D supplement was not recommended be-
cause geographical location (latitude 34°) and environ-
mental conditions did not advice about its prescription
(21, 22).

The study began at the end of winter-start of spring
and follow-ups were made in summer-start of autumn.
The study protocol was approved by the Institutional
Research Protocols Review Board of IDIP.

The statistical analysis was performed with SPSS
version 13 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Compari-
sons of means between groups were made with Stu-
dent’s t-test for independent samples. Regression
models were built to study the relationship of percent
BMD and BMC changes (dependent variables) with
supplementation group 1 or 2 (dichotomic variable)
and months of lactation, weight at 6 months (kg),
weight at 6 months (kg)/weight at baseline (kg) x 100,
lean mass at 6 months (kg), lean mass at 6 month
(kg)/lean mass at baseline (kg) x 100, and total cal-
cium intake (independents variables). The choice of
variables was made with backward elimination proce-
dures to obtain the simplest models.

RESULTS

From a total of 37 adolescent mothers, 19 belonged
to group 1 (diet supplemented with dairy products) and
18 to group 2 (supplemented with calcium tablets).

The characteristics of the study sample are depicted
in Table 1. The parameters studied did not differ signi-
ficantly between groups at the beginning of the study.

All mothers were exclusively breastfeeding up to
3 months. At 6 months, 15 adolescents in each group
continued breastfeeding, while the rest fed their babies
with a mixture of bottle feeding and breast milk.

Weight, body mass index (BMI) and percent body
fat data (mean and SD) at baseline and 6 months pos-
tpartum are presented in Table 2. The analysis of data
revealed no significant differences between groups.

Table 3 shows results of the dietary intake survey,
namely, energy (kJ/day, Kcal/day), protein (g/day),
calcium (mg/day), phosphorus (mg/day) and vitamin
D (pg/day) intake in both groups at baseline and 6
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months postpartum. Energy as well as protein intake
were higher in Group 1 (p = 0.013 and =0.001, res-
pectively). However, both groups complied with re-
commendations (22-24).

Treatment adherence of adolescent mothers was
good (60%); calcium intake (average of the 180 days
of intervention) of either form of supplement (dairy
products or tablets) was 864 and 839 mg/day in Group
1 and 2, respectively.

Bone densitometry results (absolute value g/cm?)
and percent changes from baseline to follow-up are de-
picted in Table 4. BMD in L2-L4 did not decrease 6
months postpartum in either group.

El

TABL
Characteristics of adolescent mothers at the beginning of the study

Total body BMD, BMD changes at the different
sites (TH, FN and TR) and BMC did not differ bet-
ween groups.

Regression models for percent changes in total
body BMD and percent changes in BMC showed that
only percent body weight changes and total calcium
intake were significant, and would account for the
38% total body BMD and the 40% BMC variance
(Table 5).

DISCUSSION

To our knowledge, this study is the first to compare
two calcium supplements and their effect on BMD at
different sites and on BMC in adolescent mothers ex-
clusively breastfeeding for at
least 3 months and followed-up

during the first 6 months pos-

Group 1 Group 2
o tpartum. Our data suggest that
Age at the beginning (y) 1632+1.38 16.78 £1.35 changes in BMD and BMC 6
Height (m) 1.555+0.036 1.558 £0.051  months postpartum were similar
Age at menarche (y) 11.67+1.19  11.94+0.87  inboth intervention groups, and
. . . that percent body weight chan-
Weight gain during pregnancy (kg) 1245+ 6.65 16.15+7.72

Newborn birth weight (kg)

3.098 £0.420 3.353 +0.404

ges and total calcium intake
were significant predictors of

Group 1, dairy products Group 2, calcium citrate

TABLE 2

Anthropometric parameters at baseline and 6 months postpartum

bone mass change.
Very few reports in the litera-
ture have investigated the impact

of calcium supplements in the

Baseli 6 th
Aserne TRots diet or calcium salts on BMD in
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 i
lactating adolescent mothers.
Weight (kg) 583+99 638+132 574+125 61.7+133  Chanetal (11) studied the effi-
BMI (kg/m?) 24.06+3.61 26.22+488 23.48+4.70 25.03+5.89 cacy ofa high calcium diet com-
Fatmass (%) 36.9+6.7 39.8+80 350+103 363+10.9  posedofdairyproducts on BMD

loss in lactating adolescent mo-

BMI, body mass index. Group 1, dairy products Group 2, calcium citrate

TABLE 3
Results of the dietary survey at baseline and 6 months postpartum
Baseline 6 months
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2
Energy (kJ/day) 14628 + 5356 15399 + 5311 12644 + 3318 10210 £+ 3979*
Energy (Kcal/day) 3500 + 1281 3684 £ 1270 3025 £ 810 2293 £ 748%*
Proteins (g/day) 116 =37 121 £42 117 £29 80 + 28%**
Calcium (mg/day) 1004 + 496 1223 + 890 1598 + 5851 1477 + 321
Phosphorus (mg/day) 1186.59 £ 555 1394 £ 628.5 871.47+£497.4 774.56 +£436.1
Vitamin D (png/day) 2.05+1.84 2.84 £2.39 2.3+2.08 2.13+£2.09

*p=0.04, **p=0.013, ***p=0.001 for differences between groups at 6 months. Group 1, dairy products Group 2, calcium citrate
cData are means of the sum of the daily average calcium supplement intake and the daily dietary calcium intake.
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TABLE 4
BMD at different skeletal sites at baseline and 6 months postpartum
Baseline 6 months
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2

L2-L4 (g/cm?) 1.060 + 0.085 1.077 £0.121 1.069 £ 0.091 1.105 +0.137

percent variation™ 101.01 £6.7 102.7+6.5
FN (g/cm?) 1.013 £ 0.085 1.046 +£0.148 0.960 +0.112 1.011 £0.173

percent variation 94.6 £5.56 96.4 + 6.86
Tr (g/cm?) 0.765+0.0882  0.790 £0.143 0.732 £0.091 0.782 +£0.155

percent variation 95.99 + 8.89 98.94 + 7.66
TH (g/cm?) 0.996 £0.0902  1.021 £0.146 0.953 £0.107 0.998 £ 0.167

percent variation 95.63 £5.91 97.62 + 6.42
Total body BMD (g/cm?) 1.099 £0.0560  1.128 £ 0.087 1.083 £ 0.0634 1.12 £ 0.0965

percent variation 98.55 +£2.68 99.40 +2.17
BMC (g) 2165 +220 2305 + 381 2116 £ 249 2315 £437

percent variation 97.4 +4.89 100.19 +6.83

*Percent variation from baseline to follow-up (final BMD value expressed as percentage of the initial value) L2-L4, lumbar spine FN,
femoral neck Tr, Trochanter TH, total hip total-body BMD, total body bone mineral density BMC, bone mineral content

Group 1, dairy products Group 2, calcium citrate

TABLE 5
Regression models of percent total body BMD and Percent BMC
Dependent variable R? Significant independent variable  Coefficient P
Percent total body BMD 0.38 Percent body weight change 0.0125 0.0014
Total calcium intake 0.0142 0.0470
Percent BMC 0.40 Percent body weight change 0.2554 0.0088
Total calcium intake 0.0056 0.0035

Total body BMD, total body bone mineral density BMC, bone mineral content

thers during 4 months. The authors determined BMC
by photon absorptiometry of the distal radius, sugges-
ting that bone loss during lactation may be prevented
with adequate dietary calcium intakes (>1600 mg
Ca/day). However, the current calcium recommenda-
tion is lower (1100 mg/day) (24). In our study, supple-
mentation lasted longer (6 month), BMD
measurements were performed with another method
(densitometry) and in other sites (lumbar spine, total
hip, total body), the calcium intake was lower, and two
forms of calcium supplementation were compared.
The average dietary intake of calcium at baseline
in the current study was slightly higher than that re-
ported in our previous report without supplementation
(approximately 1000-1200 mg Ca/day vs 895 mg
Ca/day) (8). At 6 months postpartum, there was a mar-
ked decrease in calcium intake in both the previous
and the present report. Apparently, during pregnancy
mothers consume more energy, calcium and other nu-
trients, but do not receive adequate counseling during

lactation, when dietary habits are similar to those of
the general adolescent population.

The current results show that BMD and BMC of
adolescents receiving a calcium supplement in their
diet or tablets were similar after the 6-month interven-
tion. Total body BMD and BMC had not significant
changes in either study group, and results were similar
at different hip sites (FN, TR, TH). Whereas some au-
thors (10,11,25) have studied calcium supplementation
in adult and adolescent mothers without evaluating
BMD at all hip sites, others (10,25) have measured it
in forearm and L2-L4, reporting that calcium supple-
mentation does not prevent bone loss during lactation
in L2-L4. In our study, BMD in L2-L4 remained un-
changed as compared to that observed at baseline. Si-
milar results were also reported in young adult
undernourished women from India without supple-
mentation, who did not present significant BMD los-
ses in L2-L4 6 months postpartum (26).

Chan et al. (11) found correlation between percent
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BMC changes and calcium intake in lactating adoles-
cent mothers. Our results show that not only percent
BMC but also percent total body BMD changes had a
linear dependence on calcium intake during the 6-
month follow-up.

Concerning changes in anthropometric variables
during the 6-month follow-up (weight, BMI and fat
mass), they were similar to those published in our pre-
vious reports (8,15).

Kulkarni et al. (26) have reported that maternal
weight and lean mass in young adult undernourished
women from India explained major variations in BMD
changes at various skeletal sites. Our findings show
that weight rather than lean mass had a significant as-
sociation with percent total body BMD and percent
BMC. Other studies also report such association in
adult pregnant women (27,28) and breastfeeding ado-
lescents (8). Evidently, body weight and its lean and
fat body mass components are three factors that play
a role on bone health.

BMD and BMC variations not only depend on he-
reditary, racial and hormonal factors, but also on the
intake of calcium and other nutrients, the practice of
physical activity and the reproductive history (29). Du-
ring the first two decades of life, during pregnancy and
lactation, and particularly during adolescence, calcium
intake requirements are high. However, our population
can hardly meet calcium recommendations during
such a critical period. Further, compliance with the
calcium- or tablet-supplemented diet was the result of
a sustained and persistent intervention by the partici-
pating healthcare team.

Other variables such as duration of exclusive ma-
ternal breastfeeding and resumption of menses were
not evaluated in this study because most adolescents
continued breastfeeding until the end of the interven-
tion and none had resumed menses; thus, their effect
on BMD changes could not be assessed.

Results of the regression analysis showed that be-
longing to either supplementation group was not sig-
nificant. Therefore, covering the recommended dietary
intake (1100 mg) is mostly important, regardless of the
source of calcium supply. Probably, an adequate and
sustained calcium intake could be reached through a
mixed intervention and nutritional advice, without ex-
ceeding the recommended upper limits (24).

One of the weaknesses of our study is the absence
of a control group. However, the lack of intervention

would have been ethically controversial, due to our pre-
vious study in adolescent mothers without intervention
who evinced bone mineral loss (8). Nevertheless, we
believe that a controlled trial would be necessary.

Although both study groups were advised to go on
their habitual diet and the only advice was to replace
bread or biscuits by the calcium fortified biscuit provi-
ded by our team, participants from group 1 spontane-
ously consumed more energy than those from group 2.

In previous studies in adult and adolescent mothers,
either calcium salts or a higher calcium intake through
dairy products have been used for calcium supplemen-
tation (9-11). However, one of our main objectives
was to compare the results obtained with both forms
of supplementation, expecting better results with dairy
product since it has been reported that not only cal-
cium and vitamin D but also proteins favor bone health
(30). Nevertheless, our data showed similar results
with either form of supplementation.

CONCLUSION
Our data suggest that there were no significant
changes in BMD and BMC 6 months postpartum in
none of the intervention groups, but percent body
weight changes and total calcium intake were signifi-
cant predictors of bone mass change.

ACKNOWLEDGEMENTS

This study was supported by a grant from Salud In-
vestiga (National Ministry of Health of Argentina).
Thanks are due to SanCor CUL and Laboratorios
Gador for the provision of calcium supplements. The
authors are grateful to the women who volunteered to
take part in the study. Thanks are also due to Adriana
Di Maggio for manuscript editing.

REFERENCES

1. Sowers MF, Corton G, Shapiro B. Changes in bone den-
sity with lactation. JAMA. 1993;269:3130-5.

2. Polatti F, Capuzzo E, Viazo F, Colleoni R, Klersy C.
Bone mineral changes during and after lactation. Obstet
Gynecol. 1999;94:52-6.

3. Affinito P, Tommaselli GA, Di Carlo C, Guida F, Nappi
C. Changes in bone mineral density and calcium meta-
bolism in breastfeeding women: a one year follow up
study. J Clin Endocrinol Metab. 1996;81:2314-8.

4. Laskey MA, Prentice A. Bone mineral changes during
and after lactation. Obstet Gynecol. 1999;94:608-15.

5. Kalkwarf HJ, Specker BL. Bone mineral loss during



36

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

MALPELI et al.

lactation and recovery after weaning. Obstet Gynecol.
1995;86:26-32.

Cross NA, Hillman LS, Allen SH, Krause GF, Vieira NE.
Calcium homeostasis and bone metabolism during preg-
nancy, lactation and postweaning: a longitudinal study.
Am J Clin Nutr. 1995;61:514-23.

Bezerra FF, Mendonga LMC, Lobato EC, O’Brien KO,
Donangelo CM. Bone mass is recovered from lactation
to postweaning in adolescent mothers with low calcium
intakes. Am J Clin Nutr. 2004;80:1322-6.

Malpeli A, Mansur JL, De Santiago S, Villalobos R, Ar-
manini A, Apezteguia M, et al. Changes in bone mineral
density of adolescent mothers during the 12-month pos-
tpartum period. Public Health Nutr. 2009;13:1522-7.
Prentice A, Jarjou L, Cole TJ Stirling DM, Dibba B, Fair-
weather-Tait S. Calcium requirements of lactating Gam-
bian mothers: effects of a calcium supplement on breast
milk calcium concentration, maternal bone content and uri-
nary calcium excretion. Am J Clin Nutr. 1995;62:58-67.
Kalwarf HJ, Specker BL, Bianchi DC Ranz J, Ho M.
The effect of calcium supplementation on bone den-
sity during lactation and after weaning N Engl J
Med. 1997;337:523-8.

Chan G, McMurry M, Westover K, Engelbert-Fenton K,
Thomas MR. Effects of increased dietary calcium intake
upon the calcium and bone mineral status of lactating
adolescents and adult women. Am J Clin Nutr.
1987;46:319-23.

Abrams SA. Bone turnover during lactation. Can calcium
supplementation make a difference? J Clin Endocrinol
Metab. 1998;83:1056-8.

Direccion de Estadisticas e Informacion en Salud. Esta-
disticas Vitales: Informacion Basica 2009. Ministerio de
Salud y Ambiente de la Nacion. Serie 5. N° 53. Buenos
Aires; 2009.

Ministerio de Salud, Presidencia de la Nacion. Encuesta Na-
cional de Nutricién y Salud (ENNyS). Documento de Re-
sultados. 2007. http://www.msal.gov.ar/htm/site/ennys/pdf
Gonzalez HF, Malpeli A, Mansur JL, De Santiago S, Et-
chegoyen GS. Changes in body composition in lactating
adolescent mothers. ALAN. 2005;55:252-6.

Gong E, Heald F. Diet, nutrition and adolescence. In:
Shils M, Olson J, Shike M, editors. Modern Nutrition in
Health and Disease, 8th edn. Philadelphia, PA:Lea & Fe-
biger; 1994. vol. 1, p. 759-767.

Hankin JH. Dietary intake methodology. In: Mosen ER,
editor. Research: Successful Approaches. Chicago:The
American Dietetic Association; 1992. P. 173-194
USDA Food and Nutrient Database for Dietary Studies,
1.0. Beltsville, MD: Agricultural Research Service, Food
Surveys Research Group; 2004.

Brunton JA, Bayley HS, Atkinson SA. Validation and ap-
plication of dual-energy x-ray absorptiometry to measure

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

bone mass and body composition in small infants. Am J
Clin Nutr. 1993;58:839-45.

Mazzes RB, Barden HS, Bisek JP, Hanson J. Dual-energy
x-ray absorptiometry for total-body and regional bone mi-
neral and soft-tissue composition. Am J Clin Nutr. 1990;
5:589-95.

Holick MF. Environmental factors that influence the cu-
taneous production of vitamin D. Am J Clin Nutr.
1995;61(Suppl):638S-45S.

Institute of Medicine Dietary Reference Intakes for Cal-
cium, Phosphorus, Magnesium, Vitamin D, and Fluoride
Standing Committee on the Scientific Evaluation of Die-
tary Reference Intakes Food and Nutrition Board, Insti-
tute of Medicine. Washington, DC: National Academy
Press; 1997.

Institute of Medicine Dietary Reference Intakes for
Energy, Carbohydrate, Fiber, Fat, Fatty Acids, Choleste-
rol, Protein, and Amino Acids (Macronutrients) Standing
Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Refe-
rence Intakes Food and Nutrition Board, Institute of Me-
dicine. Washington, DC: National Academy Press; 2005.
Institute of Medicine Dietary Reference Intakes for Cal-
cium and Vitamin D Committee to Review Dietary Re-
ference Intakes for Vitamin D and Calcium; Institute of
Medicine; 2010.

Cross NA, Hillman LS, Allen SH, Krause GF. Changes
in bone mineral density and markers of bone remodeling
during lactation to postweaning in women consuming
high amounts of calcium. J Bone Miner Res.
1995;10:1312-20.

Kulkarni B, Shatrugna V, Nagalla B, Ajeya Kumar P,
Usha Rani K, Chandrakala Omkar A. Maternal weight
and lean body mass may influence the lactation-related
bone changes in young undernourished Indian women.
Br J Nutr. 2009;101:1527-33.

Olausson H, Laskey MA, Goldberg GR, Prentice A.
Changes in bone mineral status and bone size during
pregnancy and the influences of body weight and calcium
intakes. Am J Clin Nutr. 2008; 88:1032-9.

Promislow JH, Hertz-Piccioto I, Schramm M, Watt-
Morse M, Anderson JJ. Bed rest and other determinants
of bone loss during pregnancy. Am J Obstet Gynecol.
2004;191:1077-83.

Mazzess RB, Barden HS. Bone density in premeno-
pausal women: effects of age, dietary intakes, physi-
cal activity, smoking and control pills. Am J Clin
Nutr. 1991;53:132-42.

Bonjour JP. Dietary Protein: An essential nutrient for
bone health. ] Am Coll Nutr. 2005; 24(6 Suppl):526S-
36S.

Recibido: 06-01-2012
Aceptado: 20-04-2012



ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricion

Vol. 62 N° 1, 2012

Freeze-dried jaboticaba peel powder rich in anthocyanins did
not reduce weight gain and lipid content in mice and rats
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SUMMARY. Jaboticaba, a native fruit from Brazi-
lian Atlantic Forest, is an important source of anthoc-
yanins. Anthocyanins have been recently identified
as modulators of lipid metabolism and energy expen-
diture ‘in vivo’. The purpose of this study was to
evaluate the effect of the freeze-dried jaboticaba peel
powder on obesity treatment in different experimen-
tal models. Obese Swiss mice and obese Sprague-
Dawley rats were fed a high-fat diet supplemented
with 1, 2 and 4% freeze-dried jaboticaba peel pow-
der for 6 weeks. Energy intake, weight gain and body
composition were determined, and the results were
analyzed using variance and Tukey's tests (p <0.05).
The energy intake was higher in mice groups sup-
plemented with 2% and 4% of jaboticaba peel. In re-
lation to weight gain, the mice supplemented with
2% of jaboticaba peel had higher total weight gain
than the other experimental groups, while no signi-
ficant difference in the fat mass accumulation was
observed among the groups. The rats did not show
significant differences in the evaluated parameters.
These results suggest that the supplementation with
freeze-dried jaboticaba peel powder, at concentra-
tions of 1, 2 and 4%, was not effective in the reduc-
tion of energy intake, weight gain and body fat both
in mice and in rats.

Key words: Jaboticaba, anthocyanins, obesity, mice,
rats.

INTRODUCTION

RESUMEN: La cascara de jaboticaba liofilizada, una rica
fuente de antocianinas, no influyé en la ganancia de peso ni
en el contenido de lipidos en roedores La jaboticaba, una fruta
nativa de la Selva Atlantica de Brasil, es una fuente importante
de antocianinas. Las antocianinas han sido recientemente iden-
tificadas como moduladoras del metabolismo de lipidos y del
gasto energético en vivo. Este estudio tuvo como objetivo eva-
luar el uso de la céscara de jaboticaba liofilizada en polvo en el
tratamiento de la obesidad, en distintos modelos experimentales.
Ratones Swiss y ratas Sprague-Dawley obesos, recibieron dietas
con alto contenido de grasas, a las que se afiadié 1, 2 y 4% de
cascara de jaboticaba en polvo, durante 6 semanas. Se determind
el consumo de energia, el aumento de peso y la composicion cor-
poral de los animales, y los resultados fueron sometidos a ana-
lisis de varianza y prueba de Tukey, con p <0,05. El consumo
de energia fue superior en los grupos de ratones Swiss de los
grupos con 2% y 4% de cascara de jaboticaba. En el aumento
del peso, los ratones Swiss del grupo con 2% de piel de jaboti-
caba aumentaron mas en peso total comparados a los otros gru-
pos experimentales; mientras que no se observaron diferencias
significativas entre los grupos respecto a la composicion de la
masa grasa. Entre los grupos de ratas Sprague-Dawley no se die-
ron diferencias significativas en ninguno de los parametros eva-
luados. Por lo tanto, se concluye que la adicionde 1,2 y 4% de
cascara de jaboticaba liofilizada, a la dieta, no fue eficaz para el
tratamiento de la obesidad, tanto en ratones Swiss como en ratas
Sprague-Dawley.

Palabras clave: Jaboticaba, antocianinas, obesidad, ratones.

components in food could play a role on the control of
energy balance and promotion of weight loss (1). An-

The increasing prevalence of obese individuals on
all continents has had obesity considered as a global
epidemic (1). Obesity is characterized by excessive
body fat accumulation, which can result in breathing
and motor difficulties, dyslipidemias, diabetes mellitus,
cardiovascular diseases and some kinds of cancer (2).

In this context, some investigations have shown that
functional foods can be active against some obesity ef-
fects. Several studies have indicated that bioactive
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thocyanins, phenolic compounds belonging to the fla-
vonoid family, responsible for the red, blue, violet and
pink colors from fruits, vegetables and flowers, are
among potential allies in the fight against obesity (3).
Anthocyanins are known for their antioxidant proper-
ties, inhibitory action of several tumors, and possible
protective effects in cardiovascular diseases (4). Re-
cently, anthocyanins have been identified as modula-
tors of lipid metabolism and energy expenditure,
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reducing fat mass in rats and acting positively in the
lipid profile (5).

The consumption of fruits like blueberry, raspberry,
strawberry and blackcurrant, rich in anthocyanins, has
been associated with reduced body weight and appetite
in animal studies. Kim et al. (1) proved that anthocya-
nins, independently from the fiber content of the fruits
can be active against obesity; they found that the con-
sumption of blueberry soluble extract reduced some
obesity parameters in animal models. Jaboticaba
(Myrciaria jaboticaba), a native fruit from the Brazi-
lian Atlantic Forest, has a peel with high concentra-
tions of anthocyanins. This Brazilian fruit is used in
jams, liqueurs and vinegars, but its use in food in-
dustry in not fully exploited (6). Several authors state
that jaboticaba could be considered a Brazilian berry,
given that its anthocyanins composition is similar to
other berries, more specifically, the blackberry, in
which delphinidin-3-glucoside and cyanidin-3-
glucoside were identified (7).

Although anthocyanins rich fruits and/or purified
anthocyanins are associated with reduced obesity, stu-
dies that correlate jaboticaba consumption and weight
control are scarce. Therefore, this study aimed to in-
vestigate the possible role of jaboticaba anthocyanins
on the treatment of obesity. In this way, energy intake,
weight gain and body composition of mice and rats fed
high-fat diet supplemented with freeze-dried jaboticaba
peel powder in different concentrations were tested.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of freeze-dried jaboticaba peels.
The jaboticaba fruits (Myrciaria jaboticaba Vell berg)
were obtained directly from producer (Aguai, Sao
Paulo State, Brazil), during the main harvest season in
September 2008. The fruits were manually washed
with fresh water and the peels were separated and fro-
zen at -20 °C. The frozen peels were lyophilized and
grounded into a fine powder by an electrical Mill. The
freeze-dried powder was kept in airtight containers
and stored at -80 °C.

Determination of anthocyanins and chemical
composition in freeze-dried jaboticaba peel. The an-
thocyanins extraction of freeze-dried jaboticaba peel
was performed according to Wu (8), with subsequent
determination in liquid chromatography equipped with
a diode array detector and a C18 column. Total and in-

dividual anthocyanins identification and quantification
were performed according to Favaro (9), with slight
modifications. The identification of compounds was
performed by retention time analysis, in comparison
with anthocyanins standards. The concentrations were
determined according to a calibration curve construc-
ted from anthocyanins standards.

Analyses of moisture, total protein and ash were
performed according to methods described by the As-
sociation of Official Analytical Chemists (AOAC)
(10). Total lipids were determined by Bligh; Dyer (11),
and the determination of soluble and insoluble fiber
was carried out according to ASP et al. (12). The car-
bohydrate concentration in the freeze-dried jaboticaba
peel was obtained by difference.

Experimental diets. Five different diets were pre-
pared: standard AIN-93G diet (13), with protein con-
centration of 12% (14) (C diet); modified AIN-93G
high-fat diet, with 12% of protein and 35% (wt/wt) of
lipids (HF diet); and three high-fat diet supplemented
with freeze-dried jaboticaba peel powder, in concen-
trations of 1, 2 and 4% (wt/wt) (HFJ1, HFJ2 and HFJ4
diets). The concentrations of freeze-dried powder in the
diets were determined according to a preliminary study
conducted by our research group (15). The high-fat
diets were prepared with less amount of carbohydrates
(starch, maltodextrin and sucrose), due to the lard ad-
dition. In diets supplemented with freeze-dried jaboti-
caba peel powder, the added cellulose was reduced, as
the fruit peel is a good source of dietary fiber.

The chemical composition of experimental diets
was determined by moisture, ash, protein (10) and
total lipids analysis (11). Carbohydrates concentration
was obtained by difference, and energy content was
determined using isoperibol automatic calorimeter
(PARR 1261) with oxygen pump (PARR 1108). The
formulation and the chemical composition of diets are
presented in Tables 1 and 2.

Despite the different formulation of high-fat diets
(HF, HFJ1, HFJ2 and HFJ4), these were similar in fat
content and differed only from the AIN93-G control
diet, which did not receive lard. Significant differences
also occurred among the moisture and ash values in
HFJ1, HFJ2 and HFJ4 diets. These differences are
consequence of jaboticaba peel powder supplementa-
tion, which has important minerals and moisture con-
centration. Moreover, it was observed that the
carbohydrates concentration differs among the expe-
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TABLE 1
Composition of experimental diets.

C HF HFJ1 HFJ2 HFJ4
Ingredients (g/kg of diet)*
Casein 153.8 153.8 153.8 153.8 153.8
Soybean oil 70.0 40.0 40.0 40.0 40.0
Lard - 310.0 310.0 310.0 310.0
Corn starch 426.6 249.8 249.8 249.8 249.8
Maltodextrin 141.7 82.9 82.9 82.9 82.9
Sucrose 107.3 62.9 62.9 62.9 62.9
Cellulose 50.0 50.0 47.5 45.0 40.0
Mineral mixture 35.0 35.0 35.0 35.0 35.0
Vitamin mixture 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
L-cystine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Terc-Butilhidroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Jaboticaba peel powder - - 10.0 20.0 40.0
Total 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0
Anthocianins (mg/kg of diet)
Cyanidin-3-O-glucoside - - 196.4 392.8 785.6
Delphinidin-3-O-glucoside - - 63.5 127.0 254.0
Total - - 259.9 519.8 1039.6

*Ingredients expressed in g/kg of diet. C: control diet, HF: high-fat diet HFJ1: high-fat diet supplemented with 1% of jaboticaba peel
powder HFJ2: high-fat diet supplemented with 2% of jaboticaba peel powder HFJ4: high-fat diet supplemented with 4% of jaboti-

caba peel powder.

TABLE 2
Chemical composition of experimental diets.

C HF HFJ1 HFJ2 HFJ4
Composition (g%)
Moisture 10.55+0.50>  9.57 +0.30° 16.66 = 1.11= 1770 +£0.21*  16.91 +1.052
Protein 12.56 £0.222  12.62+0.14* 1243 +£0.15* 13.14+0.71>  12.83 £0.26*
Lipids 6.87+£0.17° 32.80+0.93  33.64+£0.08  32.60+0.600 33.03+0.16
Ash 2.31£0.09 2.43 +£0.06 3.12+£0.012 3.27 £0.042 3.23+£0.09:
Carbohydrates 67.71 42.58 34.15 33.29 34.00
Energy density # 425+1392> 583+33.82* 581+£22.85* 577+23.61* 578+12.19

C: control diet, HF: high-fat diet HFJ1: high-fat diet supplemented with 1% of jaboticaba peel powder HFJ2: high-fat diet supple-
mented with 2% of jaboticaba peel powder HFJ4: high-fat diet supplemented with 4% of jaboticaba peel powder. Results are expres-
sed as average + standard deviation. #Value in kcal/g of diet, obtained by calorimetry. The high-fat diets have similar proteins, lipids
and energy concentration. Values with different letters on the same row show statistical difference (p <0.05).

rimental groups; this fact is explained by partial repla-
cement of carbohydrates by lard in high-fat diets.

In relation to energy density (Table 2), there was
significant difference between the control diet and
high-fat diets, but the high-fat diets with and without
freeze-dried jaboticaba peel powder supplementation
were isoenergetic.

Animals. The animals used in this study were from
University of Campinas Breeding Center. The inves-
tigation was approved by Ethics Committee for Ani-

mal (Permission 2020-1/2010 and 2226-1/2010) and
followed the University guidelines for the use of ani-
mals in experimental studies. The animals were main-
tained at 22+1°C, on a 12 hours artificial light/dark
cycle, and housed in individual cages.

Swiss male mice were used in Experiment 1, and
Sprague-Dawley males in the Experiment 2. In both
tests the newly weaned animals were randomly divided
into five groups (n = 8), with 7 days of acclimatization
and 10 weeks of experiment. C and HF groups received
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respective diets throughout the experimental period,
while HFJ1, HFJ2 and HFJ4 groups received high-fat

CASTRO MARQUES et al.

Energy intake and weight gain. Daily average
energy intake (kcal/animal/day) for mice (a) and rats (b)

diet during four weeks and high-fat diet supplemented = during 10 weeks of experiments are shown in Figure 1.

with jaboticaba peel powder during the last 6 weeks.

Biological analysis. The diet intake and the
body weight gain were checked every two days
and once a week, respectively. Food was changed
twice a week, or whenever necessary, to minimize
lipid oxidation and anthocyanins deterioration.

The body composition was determined accor-
ding to Park et al. (16), by removing the intestinal
contents to obtain the empty carcass. Later, the car-
cass was frozen, sliced, freeze-dried, crushed and
stored at -80°C until the determinations of mois-
ture, total ash, protein (10) and total fat (11).

Statistical analysis. Data analysis was performed
using the Statistical Analysis System (SAS) 9.1.3 pro-
gram. On-way Analysis of Variance (ANOVA) and
Tukey’s test (p< 0.05) were used in order to compare
the average of the results.

Energy intake (Kcalanimaliday)

RESULTS

Determination of anthocyanins and chemical
composition in freeze-dried jaboticaba peel. The
delphinidin-3-glucoside and the cyanidin-3-glucoside
anthocyanins were identified in freeze-dried jaboti-
caba peel by chromatographic analysis. Cyanidin-3-
glucoside was found to be the predominant
anthocyanin in the product, representing 75.6% of
total anthocyanins. The chemical composition of fre-
eze-dried jaboticaba peel powder used as supplement
in experimental diets is presented in Table 3.

TABLE 3

Chemical composition and energy content
of freeze-dried jaboticaba peel powder.

Composition* Average + SD*
Moisture 1533 +£0.19 %
Protein** 4.89£0.10 %
Lipids 1.72 £0.02 %
Ash 3.52+0.02 %
Insoluble fiber 20.00 +£2.00 %
Soluble fiber 5.00+0.50 %
Carbohydrates 49.46 %
Energy content 2.32 kcal/g

* Analysis of the composition of the jaboticaba peel: moisture,
protein, lipid and ash were performed in triplicate and the results
are expressed as average + standard deviation. ** N x 6.25.

(a)

254
204

(b)

$

$
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Energy intake (Kcal/animal/day)

A
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FIGURE 1
Daily average energy intake (kcal/animal/day) for mice (a)
and rats (b) during 10 weeks of experiments. C: control
diet, HF: high-fat diet; HFJ1: high-fat diet supplemented
with 1% of jaboticaba peel powder; HFJ2: high-fat diet
supplemented with 2% of jaboticaba peel powder; HFJ4:
high-fat diet supplemented with 4% of jaboticaba peel pow-
der. The bars represent average + SE. Different letters
means that the values are statistically different (p > 0.05).
Mice fed with 2% and 4% of jaboticaba peel on the diet
showed higher daily energy intake than HF group. Rats fed
with 4% of jaboticaba peel also showed higher daily energy
intake than HF group, but without statistical difference.

Some changes in feeding patterns were observed
in the experiment with mice (Figure 1a). The daily
energy intake was statistically higher in groups fed
with high-fat diets compared to lean control group. In
addition, animals fed with 2% and 4% of jaboticaba
peel on the diet showed higher daily energy intake
than HF group. In contrast, this pattern was not repe-
ated in the experiment with the rats: the groups fed
with high-fat diets, with and without freeze-dried ja-
boticaba peel powder, did not show different energy
intakes (Figure 1b).

The cumulative weight gain values in both animal
models, throughout the 10 experimental weeks are
displayed in Figure 2.

As expected, in both experiments, the animals that
ate the high-fat diets showed greater cumulative
weight gain compared to the groups that received con-
trol diets. Supplementing the high-fat diets with 1%,
2% and 4% of jaboticaba peel powder did not protect
obese mice and rats of additional weight gain. Instead,
in the experiment with Swiss mice (Figure 2a), the
HFJ2 group showed significantly greater total weight
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Total weight gain (g)
Total weight gain (g)
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FIGURE 2
Total weight gain of mice (a) and rats (b) after 10 weeks of
experiments. C: control diet, HF: high-fat diet; HFJ1:
high-fat diet supplemented with 1% of jaboticaba peel
powder; HFJ2: high-fat diet supplemented with 2% of
jaboticaba peel powder; HFJ4: high-fat diet supplemented
with 4% of jaboticaba peel powder. The bars represent
average = SE. Different letters represent statistical
difference (p > 0.05). The high-fat diets supplemented with
jaboticaba peel powder did not reduce total weight gain in
different animal models.
gain than other groups fed with diets rich in saturated
fatty acids. Similar results were obtained in the expe-
riment with Sprague-Dawley rats (Figure 2b) for the
HFJ4 group, without statistical significant difference,
however. Thus, the higher energy intake was found to
be closely associated with the highest cumulative
weight gain in these treatments.
Body composition. The body compositions of
mice fed with different diets after 10 experimental
weeks are shown in Table 4.

TABLE 4

Body composition of mice and rats fed with differentdiets

after 10 experimental weeks*.
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Groups HF and HF2 showed statistically lower
content of proteins in carcasses compared to group
C (control). Furthermore, there was no change in
lean mass content among the HF group and the
groups supplemented with freeze-dried jaboticaba
peel powder (HFJ1, HFJ2 and HFJ4).

Groups HF, HFJ1, HFJ2 and HFJ4 showed sta-
tistically higher contents of lipids in the carcass
compared to control. On one hand, these data proved
that the higher weight gain observed in all high-fat
groups was proportional to the largest fat mass accu-
mulation. On the other hand, despite the rats from HFJ2
showed greater weight gain they did not accumulated
more fat mass compared to the other high-fat groups.

Significant differences on moisture contents were
observed among mice groups, with values varying bet-
ween 0.7% and 1.6%. The carcasses were freeze-dried
before analysis, which explains the very low moisture
contents.

Finally, the ash content was largely different among
the group C and the other (HF, HFJ1, HFJ2 and HFJ4).
Despite the higher mineral concentration in diets sup-
plemented with jaboticaba peel, there was a significant
reduction in the ash concentration in carcasses of the
animals from all high-fat groups.

The amounts of protein, fat, moisture and ash, co-
rresponding to body composition of Sprague-Dawley
rats at the end of the experiment are also presented in
Table 4. Protein and fat contents were
not statistically different among the
groups, regardless the clear differen-
ces on the diet offered to each group.

Composition C

(%) HF HFJ1 HFJ2 HFJ4 Nevertheless, the animals that recei-
Mice ved high-fat diets (with and without
Protein®*  354+5.0° 28.0+25> 29.7+3.3® 274+22° 29.4+45®% jaboticaba peel powder) presented
Lipids 477456 61.5+42.9° 63.6+3.4° 623+1.7 57.5+40: lowerash contents.

Moisture 1.6£0.62 0.7£02¢ 1.0+0.2>« 14+£03> 1.4+04» DISCUSSION
Ash 82+0.9 47+02> 514+08 52+£09 48+0.7°
Rats .
Protein®*  60.4+4.0° 589433 60.0+3.66 57.5+2.3% 60.2+3.6° The chromatographic profile of

. the sample is in accordance to Terci
Lipids 254 +4.5 287+4.00 269+542 292+27+ 28.0+3.1° ) . ..

) 4 ' 4 ' ' (17); however, this Brazilian study

Moisture 54+£132 4.6+04 53+£1.00 49+0.32 4.6+0.32 also identified the presence OfpeOl'li-
Ash 12.8+1.3* 10.8+1.2° 11.0+0.5* 11.2+1.7> 10.7=+0.5°

*Dry weight value, after carcass freeze-drying. **Conversion factor used to protein: N = 6.25.
C: control diet, HF: high-fat diet HFJ1: high-fat diet supplemented with 1% of jaboticaba peel
powder HFJ2: high-fat diet supplemented with 2% of jaboticaba peel powder HFJ4: high-fat diet
supplemented with 4% of jaboticaba peel powder. Results are expressed as average + SD. Values
with different letters on the same row show statistical difference (p <0.05). The high-fat diets
supplemented with jaboticaba did not significantly alter body composition of mice and rats.

din-3-glucoside in the jaboticaba
peel. Reynertson et al. (18) identified
the presence of cyanidin-3-glucoside
and peonidin-3-glucoside in jaboti-
caba. Unfortunately, authors mentio-
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ned above did not describe the variety of jaboticaba
used in their studies, which may be decisive for the
composition of anthocyanins.

The jaboticaba peel is composed mainly of car-
bohydrates (including soluble and insoluble fiber) and
water. Probably, the high content of carbohydrate
found reflects the large amount of simple and structu-
ral sugars, which in general are the major constituents
of fruit peels (19).

Several studies have evaluated the effects of an-
thocyanins rich fruits and/or anthocyanins purified on
the development of obesity. The results presented in
most of these studies are not consistent with the data
found in this work, both in terms of energy intake and
weight gain. Tsuda et al (20) showed that mice sub-
mitted to high-fat diet (HFD) supplemented with 2%
cyanidin-3-glucoside from purple corn, although pre-
sented no difference in energy intake, and had lower
weight gain compared to the HFD.

Recently, Prior et al. (21) supplemented high-fat
diet offered to mice with freeze-dried blueberries, fre-
eze-dried strawberries or purified cyanidin-3-
glucoside. Animals fed with purified
cyanidin-3-glucoside showed a reduction in weight
gain, while those fed freeze-dried fruits at a concen-
tration of 10% had higher weight gain. In a similar
study, DeFuria et al. (22) fed mice with high-fat diet
plus 4% freeze-dried blueberry, and the animals did
not show changes in energy intake and weight gain
compared to the control group.

The freeze-dried jaboticaba peel powder addition
clearly changed sensory characteristics (color and fla-
vor) of the diets. The animal preference for diets added
with jaboticaba peel powder was evident: the animals
were previously fed with HF diet for 4 weeks, and
after the diet was changed by the jaboticaba peel sup-
plemented diets (data not shown). The animals of all
the groups that received diets added with jaboticaba
powder HFJ1, HFJ2 and HFJ4 showed higher intakes
of feed. The improved palatability of jaboticaba diets
may have increased energy intake and, consequently,
it caused the higher weight gain in these groups.

Although the animals’ bone masses have not been
assessed, the lower ash content in high-fat groups may
indicate a reduction on bone mineralization. Both adi-
pocytes and osteblasts originate from mesenchymal
stem cells; with increased formation of adipocytes
caused by supplementation with lard, cell differentia-

tion in osteoblast may have been lower and, conse-
quently, bone formation was reduced (23).

Based on the body composition results shown, it
can be concluded that supplementation of diet with
freeze-dried jaboticaba peel powder did not modulate
lipid metabolism and did not reduce fat mass in the
different experimental models. Prior et al. (24) analy-
zed, by magnetic resonance imaging, the body com-
position of mice fed with high-fat diet and low-fat diet
(LF), both supplemented with blueberries (juice and
freeze-dried fruit) and purified anthocyanins. The au-
thors found that animals fed with high-fat diet had hig-
her fat mass (%) and lower lean mass (%) compared
to those given low-fat diet. These results are consistent
with the ones reported in our study, indicating that sup-
plementation with berries rich in anthocyanins and
even with purified anthocyanins did not change body
composition. However, it is noteworthy that the time
of the experiment may have negatively influenced
body composition. Perhaps longer treatments with fre-
eze-dried jaboticaba peel powder should result in sig-
nificant changes in body composition.

It is suggested that the purified anthocyanins have
positive effects on reducing obesity and metabolic
changes resulting from this disease, as previous studies
have showed lower effectiveness of the fruits source
of anthocyanins compared to the use of the purified
compound. In an attempt to explain the lower effi-
ciency of fruit in reducing obesity, it is suspected that
there may be some compound in the fresh fruit that
slows the anthocyanins absorption, reducing its bioa-
vailability and, consequently, the effectiveness of its
action (25).

CONCLUSION

Freeze-dried jaboticaba peel powder in different
concentrations was not effective in the prevention of
body weight gain and lipid contents on the carcasses
of mice and rats as experimental models. Divergences
found respect to other studies can be attributed to the
concentration of jaboticaba peel added to the diets and
the use of jaboticaba peel as an anthocyanin source
instead of purified anthocyanins. Thus, further expe-
riments are needed in order to obtain more evidences
about the role of anthocyanins on obesity treatment.
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RESUMEN. El objetivo fue evaluar las asociaciones entre
comportamientos de control de peso y sobrepeso medido
por IMC, sobrepeso percibido o percepcion erronea del
peso en adolescentes por género. Participaron 492 adoles-
centes universitarios de 17 a 19 afios de edad. Se utiliz6 un
cuestionario auto aplicado en linea y se midid peso y esta-
tura. Los analisis estadisticos incluyeron kappa ponderada
y regresion logistica multivariada. La concordancia entre
el peso percibido y el medido por IMC fue 78.7% y la
kappa ponderada=0.62. Los adolescentes que percibieron
sobrepeso intentaron con mas frecuencia bajar de peso,
hacer ejercicio y comer menos alimentos que los que tenian
sobrepeso medido por IMC. Una cuarta parte intentd ba-
jarlo aun sin percibir o tener sobrepeso real. La posibilidad
de tratar de bajar de peso fue mayor en hombres y mujeres
con sobrepeso percibido (RM=18.7, IC 95% 6.3-553 y
RM=10.4, IC 95% 4.5-24.2 respectivamente) y en mujeres
que sobrestimaron el peso corporal (RM =6.0, IC 95% 2.8-
12.7). Hubo menos posibilidad de tratar de bajar peso
cuando se subestimo el peso en hombres (RM = 0.03, IC
95% 0.01-0.12) y mujeres (RM=0.19, IC 95% 0.05-0.70).
En conclusion, el comportamiento de bajar de peso se ex-
plica mejor en adolescentes en ambos géneros que perci-
bian sobre peso y en mujeres que lo sobre estimaban,
mientras que los hombres intentaron menos bajarlo si su-
bestimaban su peso.

Palabras clave: Percepcion del peso, sobrepeso, pérdida
de peso, indice de masa corporal, conducta del adolescente,
nutricion del adolescente.

INTRODUCCION

La prevalencia de sobrepeso y obesidad en la ado-
lescencia se ha incrementado en los ultimos anos,
junto con los comportamientos de riesgo para su con-
trol (1,2),que se asocian a multiples patologias, con-
llevan consecuencias psicosociales negativas,
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SUMMARY. Perceived or BMI-measured overweight
and weight controlbehaviors in undergraduate adoles-
cents from Ciudad Guzman, Jalisco, México. The aim
was to evaluate associations between weight control beha-
viorsand overweight measured by BMI, overweight percep-
tion or inaccurate weight perception. 492 undergraduate
adolescents from 17 to 19 years old participated in the study.
A self-administered questionnaire on line was applied and
weight and height were measured. Statistical analysis inclu-
ded weighted kappa and multivariate logistic regression.
The concordance between weight perception and that eva-
luated by BMI was 78.7%, weight kappa = 0.62. Adoles-
cents who perceived overweight tried to lose weight,
exercised and ate less food more frequently than those who
were overweight evaluated by BMI. A quarter tried to lose
weight eventhough they did not perceive or were actually
overweight.The odds of trying to lose weight were higher
in men and women who perceived overweight (OR =
18.7,C195% 6.3-55.3and OR = 10.4, IC 95% 4.5-24.2, res-
pectively) andwomen who overestimated overweight (OR
= 6.0, CI 95% 2.8-12.7).The odds of tying to lose weight
when weight was underestimated were less in men (OR =
0.03, CI 95% 0.01-0.12) and women (OR = 0.19, IC 95%
0.05-0.70). In conclusion the behavior of trying to lose
weight was better explained among adolescents of both gen-
ders who perceived overweight and among girls who ove-
restimated it.

Key words: Weight perception, overweight, weight loss,
body mass index, adolescent behavior, adolescent nutrition.

aumentan la probabilidad de ser adulto obeso y morir
prematuramente con altos costos para el individuo y
la sociedad (2).De acuerdo con la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2006, la prevalencia de sobre-
peso y obesidad en adolescentes mexicanos fue de
31.2% en hombres y 32.5% en mujeres (3).

Se espera que las mujeres sean delgadas y los hom-
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bres atléticos y altos para ser aceptados socialmente
(4), por lo que la adolescencia es un periodo critico
para desarrollar problemas de nutricion (5). El miedo
a ganar peso esuna preocupacion muy importante en
adolescentes mexicanos (6), se encontr6 que el43.4%
trato de controlarlo, y cuando percibieron sobrepeso u
obesidad esto se incrementd hastaun 77.1% (7), y atin
sin tener sobrepeso lo intentoun 28%(8).

La percepcion incorrecta del peso corporal es fre-
cuente en la adolescencia; algunos estudios la han en-
contrado en un tercio de mujeres y un cuarto de
hombres (9,10). En estudiantes universitarias europeas
una importante proporcion con peso normal se consi-
deraba con sobrepeso (11). En un estudio mexicano
22.4% de las adolescentes y 11.0% de los varones so-
brestimaron el peso (12). En otro estudio se encontrod
que estudiantes mexicanas de 15-19 afos de escuelas
publicas de nivel medio superior subestimaron el peso
1.3 kg en promedio, en todas las edades, en zonas de
marginacion o migracion baja (13). Ademas que del7-
33% de los adolescentes en México les preocupaengor-
dar (6). Las mujeres tuvieron mas comportamientos
alimentarios de riesgo como dieta, ayuno o ejercicio
excesivo y en menor proporcion la induccidon de vo-
mito y consumo de medicamentos para perder peso (3),
particularmente entre 18 y 19 afios (12).

Debido al incremento de sobrepeso en jovenes y a
que un porcentaje importante realiza comportamientos
de riesgo para bajarlo se disefi6 este estudio en ado-
lescentes universitarios para analizar por género las
relaciones entre sobrepeso, percepcion del sobrepeso
o percepcidn erronea del peso con los comportamien-
tos del control del peso y los comportamientos para
perderlo. Estos resultados podran servir para disefiar
programas de control del peso en adolescentes.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional, transversal y analitico rea-
lizado en estudiantes de Cd. Guzman, Jalisco, Méxi-
coprovenientes de zona urbana y rural. El marco
muestral comprendié 610estudiantes menores de 20
anos, inscritos al 1¢r semestre del Centro Universitario
del Sur de la Universidad de Guadalajara. Se excluy6
a quienes no aceptaron contestarlo [54], o no tenian
medidas de peso y estatura [64], por lo que la muestra
total fueron 492 adolescentes. No se observaron dife-
rencias en el indice masa corporal (IMC) entre los que

aceptaron contestar y los que no aceptaron (p=0.768).
Tampoco hubo diferencias entre quienes tenian datos
de peso y estatura [492] y no los tenian [64] en cuanto
a género (p=.965), edad (p=.390) o descripcion del
peso (p=.680).

Procedimientos.

Una vez que las autoridades escolares autorizaron
que se realizarael estudio, se invit6 a los estudiantes a
participar durante el curso introductorio a la Universi-
dad. El estudio se llevo a cabo en agosto de 2010. El
investigador responsable explicd a los estudiantes la
forma de llenado de los cuestionarios y pidi6 consen-
timiento informado para participar en la investigacion.
Se utiliz6 un cuestionario autoaplicado que se llend en
linea en el aula de coémputo de la Universidad. Poste-
riormente se realizaron las medidas antropométricas en
el auditorio de la misma. El cuestionario incluy6 datos
sociodemograficos (edad, sexo, ocupacion del estu-
diante y escolaridad y ocupacion de padres de familia),
preguntas sobre el peso corporal y actividad fisica to-
madas del cuestionario 2007 Youth Risk Behavior Sur-
vey (YRBS) (14). La confiabilidad y validez del
cuestionario YRBS han sido evaluados (15-16).

Variables

Estado nutricio segun IMC medido. Enfermeras ca-
pacitadas midieron estatura y peso con procedimientos
estandarizados (17). Se emplearon basculas (Torino
modelos Persona y Persona plus), con precision de 0.1
kg y estadimetro con precision de 0.5 cm.Para evaluar
el estado de nutricion se utilizaron los puntos de corte
internacionales del IMC (peso/talla?). El bajo peso se
define con el IMC segun sexo y edad que pasa a través
del IMC < 18.5 kg/m? a los 18 afios (18) y el sobrepeso
y obesidad con el IMC segtin sexo y edad que pasa por
el IMC igual a 25 kg/m?y 30 kg/m? a los 18 afios, res-
pectivamente (19).

Percepcion del peso. Se pregunt6 ; Como describes
tu peso? Las opciones de respuesta fueron: muy bajo,
ligeramente bajo, cerca del correcto, ligeramente con
sobrepeso y con mucho sobrepeso.

Comportamientos de control del peso. Se pre-
guntd; Cuadl de las siguientes has tratado de hacer
acerca de tu peso? Las opciones de respuesta
fueron:bajar de peso, mantener el peso, subir de peso,
o no hacer nadasobre mi peso.

Comportamientos para perder peso o evitar su-
birlo. Se incluyeron cinco preguntas ;Durante los ul-
timos 30 dias, hiciste ejercicio para perder o evitar
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subir depeso? ;Durante los ultimos 30 dias comiste
menos alimentos, menos calorias o alimentos bajos en
grasa para perder peso o evitar subir de peso? ;| Du-
rante los ultimos 30 dias dejaste de comer por24 horas
o mds para perder peso o dejar de ganar peso? | Du-
rante los ultimos 30 dias tomaste pildoras, polvos o
liquidos sin supervision de un médico para perder o
evitar subir peso? | Durante los ultimos 30 dias vomi-
taste o tomaste laxantes para perder peso o evitar
subir de peso? Las opciones de respuesta fueron si/no.

Actividad fisica. Se preguntd: Durante los ultimos
7 dias, | Cuantos dias estuviste activo fisicamente por
un total de 60 minutos por dia? (suma todo el tiempo
que pasaste en cualquier clase de actividad que au-
mentara tu ritmo cardiaco e hiciera respirar mds
fuerte en algun momento). Las opciones de respuesta
fueron de 0 a 7 dias.

Nivel socioeconomico. Se evalud con ocupacion y
escolaridad del jefe de familia y se clasifica como: alto
y medio alto, medio bajo, alta trabajadora y baja tra-
bajadora segtin Rivas Torres (20).

Consideraciones éticas.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética
del Centro de Investigaciones en Comportamiento Ali-
mentario y Nutricion del Centro Universitario del Sur,
(Oficio 001/009) de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos de la Aso-
ciacion Médica Mundial y la Ley General de Salud de
Meéxico sobre la investigacion en seres humanos. La
participacion fue voluntaria y se obtuvo consenti-
miento informado de los estudiantes, no se solicitd
consentimiento informado de padres por corresponder
a una investigacion de riesgo minimo.

Andlisis estadistico.

Para evaluar diferencias de porcentajes se utilizo la
prueba de X?o exacta de Fisher. Para obtener la sensi-
bilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) de la percepcion del
peso respecto al estado nutricio medido por IMC, se
recodifico la percepcion del peso en: sobrepeso (lige-
ramente con sobrepeso + mucho sobrepeso) y sin so-
brepeso (muy bajo + ligeramente bajo + cerca del
correcto) y el estado nutricio en sobrepeso (sobrepeso
+ obesidad) y sin sobrepeso (normal + bajo peso). Para
evaluar la concordancia entre percepcion de peso y es-
tado nutricio: a) se recodificé la percepcion de peso
en: bajo peso (muy bajo + ligeramente bajo), cerca

del correcto y sobrepeso (ligeramente con sobrepeso
+ con mucho sobrepeso); b) se recodifico el estado nu-
tricio en: bajo peso, normal y sobrepeso (sobrepeso +
obesidad) y c) se utilizo la prueba de kappa ponderada
(21) (acuerdo total: 1.0, desacuerdo de categorias ad-
juntas: 0.5 y desacuerdo a dos categorias de distancia:
0.0). Los valores se interpretaron segun la escala de
Landis y Koch (21). Las asociaciones se estimaron con
analisis de regresion logistica simple y multiple. Se hi-
cieron las siguientes categorias de percepcion erronea:
no erronea (percepcion del peso en categoria equiva-
lente al estado nutricio), subestimacion (cuando per-
cibe una categoria inferior del estado nutricio) y
sobrestimacion (cuando percibe una categoria superior
al estado nutricio). Para evaluar el ajuste del modelo
se utilizo prueba de Hosmer-Lemeshow y para evaluar
la multicolinealidad el factor de inflacion de la va-
rianza. Un valor p<0.05 se consider6 estadisticamente
significativo. Los analisis estadisticos se realizaron
con Stata9.0 (StataCorp LP, Texas, USA).

RESULTADOS

Participaron 492 adolescentes de 17 a 19 afios de
edad, de los cuales, 60.6% fueron mujeres, 26.0% tra-
bajaban, 99.2% solteros o solteras, 36.0% de nivel so-
cioecondmico alto y medio alto, 20.1% medio bajo y
43.9 % clase trabajadora.

Casi la mitad tenia estado nutricio normaly mas de
un tercio sobrepeso y obesidad de acuerdo con el IMC
medido. Los hombres tuvieron mayor prevalencia de
sobrepeso y obesidad que las mujeres. En cuanto a la
percepcion del peso en todas las categorias fue seme-
jante a las mediciones del estado nutricio y no hubo
diferencias por género. En los comportamientos de
control de peso se observo que casi la mitad intentd
bajarlo y las mujeres lo hicieron con mas frecuencia
que los hombres. Por otro lado, los hombrestrataron
de subirlo mas frecuentemente que las mujeres (Tabla
1). Para bajar de peso o evitar subir, un poco mas de
la mitad realizd ejercicio y mas de la tercera parte con-
sumi6 menos alimentos (Tabla 4). Las mujeres comie-
ron menos alimentos, calorias o alimentos bajos en
grasa (mujeres 128 (43%) vs hombres 62 (43%)
p=0.014) y se provocaron el vomito o consumieron la-
xantes con mas frecuencia que los hombres (mujeres
8 (2.7%) vs hombres 0 (0%) p=0.025).

La concordancia entre la percepcion del peso y el
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estado nutricio fue 78.7% y la kappa ponderada mos- La sensibilidad y especificidad de la percepcion de
tr6 un buen acuerdo (mayor en mujeres que en hom- peso de acuerdo con el estado nutricio medido por el
bres). El 8.1% subestim6 el sobrepeso con mayor IMC en la poblacion total fue 77.4% y 88.9% respec-
proporcién en hombres que en mujeres. Por otra parte, tivamente. EI VPP fue 79.7% y el VPN fue 87.5%.
ellas sobrestimaron mas el bajo peso y el peso normal  Enlas mujeres, en comparacion con los hombres, la
que los hombres. (Tabla 2) sensibilidad fue mayor(88.3% vs. 65.1%), la especifi-

TABLA 1.
Estado nutricio segin IMC medido, percepcion del peso, comportamiento de control de peso,

comportamientos para perder o evitar subir de peso en adolescentes.

Tal, Mume e
Estado nutricio segiun IMC medido
Bajo peso 27 (5.5) 22 (7.4) 5(2.6) 0.007*
Normal 288 (58.5) 182 (61.0) 106 (54.6)
Sobrepeso y obesidad 177 (36.0) 94 (31.5) 83 (42.8)
Percepcion del peso
Muy bajo y ligeramente bajo 35(7,19 19(6.4) 16 (8.3) 0.151
Cerca del correcto 285 (57.9) 165 (55.4) 120 (61.9)
Ligero y mucho sobrepeso 172 (35.0) 114 (38.3) 58 (30.0)
Comportamiento de control del peso
Bajar 231 (47.0) 158 (53.0) 73 (37.6) 0.002%*
Mantener 155 (31.5) 90 (30.2) 65 (33.5)
Subir 55(10.4) 28 (7.4) 27 (15.0)
Nada 51 (11.1) 22 (9.4) 29 (13.9)

Los valores representan frecuencias (porcentajes).
*Prueba de chi cuadrada o exacta de Fisher.

TABLA 2.
Concordancia entre la percepcidn del peso y estado nutricio segun IMC medido
en adolescentes universitarios por género. Cd. Guzman, Jalisco, 2010.

Percepcion del peso Estado nutricio segun IMC medido Concordancia  Kappa P
Bajo peso  Normal Sobrepeso u obesidad % ponderada
Total
Bajo peso 3.0 3.9 0.2 78.7 0.62 <0.001
Cerca del correcto 2.2 47.8 7.9
Sobrepeso 0.2 6.9 27.9
Mujeres
Bajo peso 3.7 2.3 0.3 80.2 0.65 <0.001
Cerca del correcto 34 48.7 34
Sobrepeso 0.3 10.1 27.9
Hombres
Bajo peso 2.1 6.2 0.0 76.3 0.58 <0.001
Cerca del correcto 0.5 46.5 14.9
Sobrepeso 0.0 2.1 27.8

Los valores en las celdas representan porcentajes el total de cada grupo y suman 100%.

En percepcion del peso la variable bajo peso se refiere a “muy bajo” + “ligeramente bajo” y sobrepeso se refiere a “ligero sobrepeso”
+ “mucho sobrepeso”
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cidad menor (84.8% vs. 96.4%), el VPP menor (72.8%
vs. 93.1%) y elVPNmayor(94.0% vs. 78.7%).

Casi el 90% de los adolescentes que percibieron so-
brepeso y lo tenian en realidad intentaron bajar de peso
y cuando tenian sobrepeso medido por IMC lo inten-
taron casi en un 80%. Ademads, casi un cuarta parte in-
tentod bajarlo ain sin percibir sobrepeso y casi una
tercera parte sin tenerlo realmente. Se observaron al-

gunas diferencias por género; las mujeres intentaron
bajar de peso mas que los hombres cuando percibieron
sobrepeso pero no lo tenian o cuando no tenian sobre-
peso realmente. Por el otro lado, cuando los hombres
tenian sobrepeso medido por IMC intentaron mantener
el peso mas que las mujeres. Asimismo, cuando ellos
no percibieron o no tenian sobrepeso intentaron su-
birlo mas que las mujeres (Tabla 3)

TABLA 3
Comportamiento de control de peso segun sobrepeso percibido o sobrepeso u
obesidad medido por IMC en adolescentes por género. Cd. Guzman, Jalisco, 2010.

Comportamiento Sobrepeso percibido Sobrepeso u obesidad medido por IMC
de control de peso Total Mujeres Hombres Total Mujeres Hombres
Con sobrepeso u obesidad percibido o medido
Bajar 154 (89.5) 102 (89.5) 52 (89.7) 139 (78.5) 81 (86.1) 58 (69.9)
Mantener 12 (7.0) 7 (6.1) 5(8.6) 25 (14.2) 7(7.5) 18 (21.7)
Subir 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (1.1) 0 (0) 2(2.4)
Nada 6(6.2) 5(6.4) 1(6.1) 11 (6.2) 6 (6.4) 5(6.0)
Sin sobrepeso u obesidad percibido o medido
Bajar 77 (24.1) 56 (30.4) 21 (15.4)** 92 (29.2) 77 (37.7) 15 (13.5)***
Mantener 143 (44.7) 83 (45.1) 60 (44.1) 130 (41.3) 83 (40.7) 47 (42.3)
Subir 51 (15.9) 22 (12.0) 29 (21.3)* 49 (15.5) 22 (10.8) 27 (24.3)**
Nada 49 (15.3) 23 (12.5) 26 (19.2) 44 (14.0) 22 (10.8) 22 (19.9)

Los valores en las celdas son frecuencias (porcentajes).

Las pruebas de diferencias de proporciones se realizaron entre género

* p<0.05 ** p < 0.005 ***p < 0.001

TABLA 4.
Comportamientos para bajar o evitar subir de peso seglin sobrepeso percibido o sobrepeso
u obesidad medido por IMC en adolescentes. Cd. Guzman, Jalisco, 2010

Compoﬁamiento Sobrepeso percibido Sobrepeso medido por IMC
para bajar peso Total Si No P Si No P
Hacer ejercicio 277 (56.3) 122(70.9) 155(48.4) <0.001 128 (72.3) 149(47.3) <0.001
Comer menos

alimentos 190 (38.6) 116(67.4) 74(23.1) <0.001 104 (58.7) 86(27.3) <0.001
Dejar de comer

por 24 horas 12 (2.4) 9(5.2) 3(0.9) 0.005 7 (4.0) 5(1.6) 0.129
Consumir pildoras,

polvos o liquidos 18 (3.7) 12 (7.0) 6(1.9) 0.004 10 (5.65) 8(2.5) 0.078
Vomitar o

tomar laxante 8 (1.6) 4(2.3) 4(1.3) 0.459 2 (1.1 6(1.9 0.717

Los valores en las celdas son frecuencias (porcentajes).
El valor de P de la prueba de chi cuadrada o exacta de Fisher.
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El porcentaje de comportamientos para bajar de
peso o evitar subirlo como hacer ejercicio, comer
menos alimentos, dejar de comer 24 horas y consumir
pildoras, polvos o liquidos para perder peso fue mayor
en los adolescentes que percibieron sobrepeso en
comparacion de los que no lo percibieron. Se obser-
varon resultados similares entre los que tenian sobre-
peso -medido por IMC-en comparacion de los que no
tenian. Esto mismo se compar6 por género pero no se
observaron diferencias estadisticamente significativas
(no se muestran datos). (Tabla 4)

Los adolescentes que percibieron sobrepeso tuvie-
ron mas posibilidad de tratar de bajar de peso inde-
pendientemente de que tuvieran o no sobrepeso (RM
=12.61 IC95% 6.53, 24.37, datos no incluidos) y la
relacion fue mayor en hombres que en mujeres (RM=
18.68 y RM= 10.44, respectivamente). Al analizar la
relacion entre bajar de peso y la exactitud en la eva-
luacion del peso se encontrd que los que sobrestima-
ron el peso intentaron bajar de peso mas que los que

lo evaluaron correctamente (RM =5.9, 1C95% 2.77-
12.67, datos no incluidos) y cuando se analiz6 por gé-
nero se encontrd que Unicamente las mujeres lo
intentaron (RM=5.95). Ademas cuando tenian sobre-
peso (medido por IMC), la posibilidad de bajar de
peso se incrementd en hombres (RM=60.37) ymuje-
res (RM=16.27). Asimismo los hombres y mujeres
que subestimaron el peso intentaron bajarlo menos,
independientemente de que tuvieran o no sobrepeso
medido por IMC(RM= 0.03 y RM=0.19, respectiva-
mente). (Tabla 5)

DISCUSION

En nuestro estudio mas de la tercera parte de ado-
lescentes tuvo sobrepeso medido o percibido, similar
a la prevalencia nacional y del estado de Jalisco (22).
Al comparar la percepcion del peso con el estado nu-
tricio,la concordancia fue mayor en nuestro estudio
(0.62) que en adolescentes de menor edad (0.31-0.50)

TABLA 5.
Comportamiento de bajar de peso con sobrepeso u obesidad medido por IMC, percepcion del peso y percep-
cion erronea del peso en adolescentes por género

Mujeres Hombres
Bajar de peso RM crudo RM ajustado RM crudo RM ajustado
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Sobrepeso u obesidad medido por IMC y Percepcion de peso
. 8.50%* 1.87 11.6** 2.67*
Sobrepeso u obesidad por IMC 4 4114 3¢) (0.78-4.50) (5.54.24.27) (1.04-6.83)
Percencion de sobreneso 15.27** 10.44%* 33.02%* 18.68**
p P (7.70-30.27) (4.50-24.18) (12.49-87.28) (6.31-55.28)
Percepcion de bajo peso 0.4 0.39
P oP (0.08-1.91) (0.08-1.88) ; ;
Sobrepeso u obesidad medido por IMC y Percepcion erronea del peso
- 8.50%* 16.27** 11.6%* 60.37**
Sobrepeso u obesidad por IMC 4 41716 36)  (7.54-35.00)  (5.54-24.27)  (18.9-195.94)
Sobreestima el peso 2.58* 2.95%* 1.05 4.78
(1.16-5.72) (2.61-13.61) (0.14-7.66) (0.62-37.13)
Subestima el peso 0.83* 0.19* 0.35* 0.03%*
p (0.28-2.44) (0.05-0.70) (0.15-0.83) (0.01-0.12)

En la variable dependiente bajar de peso el grupo de referencia fue mantener el peso + no hacer nada con el peso.

En percepcion del peso los modelos se ajustaron por sobrepeso u obesidad (si/no) y percepcion del peso (correcto, sobrepeso o bajo
peso). En percepcion erronea del peso los modelos se ajustaron por sobrepeso u obesidad (si/no) y percepcion errénea del peso (co-
rrecto, sobreestima o subestima). La percepcion del peso correcto fue tomada como referencia siendo su RM crudo o RM ajustado
igual a 1.0.% No pudo ser estimado porque no hubo adolescentes varones que percibieran bajo peso y trataran de bajar de peso.

*p< 0.05 **p< 0.001
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(7,10). Esto podria deberse a que en la adolescencia
tardia existe una mayor preocupacion por engordar
que en la etapa temprana (12).En este sentido, la per-
cepcidn erronea del peso fue menor en nuestro estu-
dio (21.3%), que en adolescentes de menor edad
(22.5-32.8%) (7,9). Con relacion al género, las mu-
jeres evaluaron mejor el peso que los hombres, pro-
bablemente por la presion social que las lleva a
pesarse con mas frecuencia (6,12).Similar a otros es-
tudios, los hombres subestimaron y las mujeres so-
brestimaron mas el sobrepeso(12,13). La
sobrestimacion del sobrepeso en mujeres puede ex-
plicarse por la insatisfaccion de la imagen corporal
(23). A pesar de que los hombres tuvieron mas sobre-
peso que las mujeres, ellos lo percibieron menos,
como en otros estudios (7), probablemente debido a
que los varones se sienten mas libres de prejuicios
sobre su cuerpo (24).

Un alto porcentaje de los que percibieron sobre-
peso trataron de bajarlo (alrededor del 90%) y un
poco menos cuando en realidad lo tenian (78.5%).
Estas cifras son mas altas que en adolescentes nor-
teamericanos (7,10),lo cual podria deberse a las po-
liticas de prevencion del sobrepeso en nuestro pais.
Llama la atencion que los hombres que percibieron
sobrepeso tuvieron mas probabilidad de bajar de
peso que las mujeres, similar en varones méxicoa-
mericanos (10) pero contrario a adolescentes de
otros paises en donde las mujeres tuvieron mas pro-
babilidad que ellos (7,8,25). Esto se puede asociar
al incremento en la preocupacion por engordar en
los ultimos afios en adolescentes varones en México
(6,12),a que en nuestro estudio ellos tuvieron mas
sobrepeso que las mujeres o por otras cuestiones cul-
turales. Queda por contestar si esto se asocia a que
los hombres estén aumentando su insatisfaccion cor-
poral, como en las mujeres (23) o para mejorar su
salud como en los hombres adultos (25).Por otra
parte, debido al incremento del sobrepeso en Mé-
xico, es importante sefialar que casi 15% de adoles-
centes que si tenian sobrepeso no hicieron nada al
respecto. Es claro que este grupo requiere atencion
ya que no so6lo existe el riesgo de que sufran efectos
negativos sobre la salud desde estas edades sino que
se aumenta también el riesgo de convertirse o seguir
siendo obeso de adulto.

En nuestro estudio y otros (8), una cuarta parte de

quienes percibieron sobrepeso y no lo tenian intenta-
ron bajarlo. Ademas, las mujeres que sobreestimaron
el peso tuvieron mas posibilidad de tratar de bajar
peso. Los adolescentes consumieron con mas fre-
cuencia pildoras, polvos o liquidos para bajar de peso
cuando percibieron sobrepeso, como otros han sefia-
lado (26),el que lo hagan sin supervision médica pone
en riesgo su salud. Estos resultados muestran la ne-
cesidad de realizar campafias de control del peso de
forma diferenciada segtn la percepcion del peso, que
promuevan un crecimiento saludable, eviten trastor-
nos alimentarios y detengan la ganancia de peso
cuando éste no es saludable a través de medidas a
largo plazo que logren modificar los estilos de vida
saludables.

El ejercicio fue la practica mas utilizada para per-
der peso, como en otros estudios (25,27), pero sélo
el 8.7% de estudiantes de nuestro estudio cumplio
con la recomendacion de hacerlo una hora diaria
(28).Esto probablemente se deba, entre otros factores,
a que lo consideran aburrido o cansado (25).

Las limitaciones del trabajo se derivan de ser un
estudio transversal por lo que no se puede establecer
causalidad en las asociaciones encontradas. Ademas,
debido a que no se estudiaron otros comportamientos
alimentarios saludables para bajar de peso (consumo
de frutas y verduras, desayuno, entre otros), no pudi-
mos evaluar la calidad de la dieta. Asimismo los re-
sultados de este estudio no pueden extrapolarse a
adolescentes de preparatorias privadas.

Los resultados de nuestro estudio muestran que
el intento de perder peso es mayor en los hombres
que en mujeres cuando perciben sobrepeso que
cuando en realidad lo tienen pero en las mujeres lo
intentaron también cuando lo sobrestimaron. Los
adolescentes estan expuestos a realizar comporta-
mientos de riesgo para perder peso cuando perciben
sobrepeso. Ademas, un porcentaje importante esta
intentando bajar de peso aun sin tener sobrepeso, es-
pecialmente mujeres.Aunque el ejercicio es la prac-
tica mas utilizada para perder peso, la frecuencia con
la que lo realizan es insuficiente. Por todo esto, es
urgente realizar campafas dirigidas a adolescentes
que enfaticen sobre el estado nutricio recomendable,
la aceptacion de la imagen corporal, el incremento
en la actividad fisica y el control del peso con com-
portamientos saludables.
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SUMMARY. This study aimed to evaluate the in-
fluence of food advertising and television exposure on
eating behaviour and nutritional status of children and
adolescents. It was a cross sectional study developed
among 116 students from a private school in Brazil.
Socio-demographic and health conditions were eva-
luated. Anthropometric data, food consumption,
physical activity, television viewing habits and beha-
viour in relation to food advertising were also inves-
tigated. Among the results, a 1:2 relationship was
identified between the number of televisions and re-
sidents per household. Excessive weight was present
in 25.8% of subjects and 66.4% of children watched
television while eating. Children were exposed to te-
levision for a median of 3.0 hours daily (95% CI: 2.9
to 3.6). There was a direct association between attrac-
tion to foods advertised and purchasing the product
(p<0.001) and a positive relationship between the
number of televisions per household and body weight
(r=0.246, p=0.015) and the amount of liquid consu-
med during meals (r=0.277, p=0.013). Findings also
highlighted the association between watching televi-
sion while eating and the reduced probability of fruit
consumption (p=0.032), contrasted with a greater li-
kelihood of daily artificial juice intake (p=0.039). In
conclusion, watching television is associated with
lower probability of daily consumption of fruits and
the number of television at household is positively re-
lated to BMI in children and adolescents.

Key words: Anthropometry, food consumption; food
publicity, television.

INTRODUCTION

RESUMEN. Publicidad de los alimentos y la exposicion a la
television: Influencia sobre la conducta alimentaria y el es-
tado nutricional de los nifios y adolescentes. El estudio obje-
tivo evaluar la influencia de la publicidad de alimentos y la
exposicion a la television en la conducta alimentaria y estado
nutricional de nifios y adolescentes. El estudio es transversal con
116 estudiantes de una escuela privada en Brasil. Informacion
sociodemografica y de la condicion de salud fueron evaluadas.
Antropometria, el consumo de alimentos, practica de actividad
fisica, habitos de ver la television y el comportamiento en rela-
cion con la publicidad de alimentos también fueron investigados.
Entre los resultados, una relacion de 1:2 fue identificada entre
el nimero de televisores por hogar y los residentes. El exceso
de peso estaba presente en 25,8% de los sujetos y 66,4% de ellos
veian la television mientras comian las refecciones. Los nifios
fueron expuestos a la television por un promedio de 3,0 horas al
dia (95% IC: 2,9-3,6). Se observé una asociacion directa entre
la atraccion de los alimentos anunciados y la compra del pro-
ducto (p<0,001) y una relacidn positiva entre el nimero de tele-
visores por hogar y el peso corporal (r=0,246; p=0,015) y la
cantidad de liquido consumido durante las refecciones (r=0,277;
p=0,013). Los resultados presento la asociacion entre ver la te-
levision mientras se alimenta y la probabilidad de reduccion del
consumo de frutas (p=0,032), en contraste con una mayor pro-
babilidad de consumo de jugo artificial (p=0,039). En conclu-
sion, ver la television en demasiado se asocia con una menor
probabilidad de consumo diario de frutas y el numero de televi-
sores en el hogar se relaciona positivamente con el indice de
masa corporal.

Palabras clave: Antropometria, consumo de Alimentos, publi-
cidad de alimentos, television.

mental factors (2). Among these, the role of television
exposure and food advertising with poor nutritional

The last decades were marked by an increase in the
occurrence of childhood and adolescent obesity in de-
veloping countries, such as Brazil (1). This condition
is defined as multifactorial and is influenced by bio-
logical, psychological, socioeconomic and environ-
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content has been shown to contribute to excessive
weight gain and inappropriate food consumption (3).

Statistical projections show that if children and
adolescents were less exposed to food advertising
from 80.5 minutes per week (United States average)
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to zero, which is not a feasible format to allow analysis
of the effect of these advertisements on the obesity
rate, the total food consumption by American children
and adolescents would drop by 4.5%. This reduction
represents a decrease of 0.38 kg/m? in the body mass
index (BMI) average of this population and a decrease
in the prevalence of obesity among boys from 17.8 to
15.2% and in girls from 15.9 to 13.5%. In addition to
these estimates, some experts believe that these figures
could eventually drop to 11 and 9%, respectively (4).

Literature has also indicated that exposure to food
advertising corresponds to a greater likelihood of daily
consumption of sweets and soft drinks to the detriment
of fruit and vegetable consumption (5).

Considering the current debate over television ex-
posure and food advertising and their influence on
food intake and body weight, in addition to the facts
that a) during a period of one year, an individual is ex-
posed to more than 40,000 advertisements and b) food
industries spend around $9.6 billion in marketing their
products, of which $1.7 billion is specifically targeted
to children and adolescents (6), the present study
aimed to evaluate the influence of food advertising and
television exposure on the eating behaviour and nutri-
tional status of children and adolescents.

MATERIALS AND METHODS

Study design and sample

This was a cross-sectional study developed among
children and adolescents enrolled in a private school
in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Three hun-
dred and fifty students were enrolled in the school,
who attended either in the morning (n=200) or evening
(n=150), and whose ages ranged from kindergarten
through high school.

A convenience sample was adopted. All children
and adolescents who were enrolled in elementary
school (n=250, 71.4% of total students) and answered
the questionnaire of data collection and whose parents
or guardians authorized their participation in the study
were included in the sample. This authorization was
obtained by signing a term of informed consent after
reading an explanation of the research objectives, me-
asures and information to be collected and the risks
and discomforts involved in the research, according to
the guidelines laid down in the Declaration of Hel-
sinki. The present study was approved by Research

Ethics Committee of the Federal University of Minas
Gerais under protocol number 091/09.

The age group from 7 to 15 years was studied, ta-
king into consideration that it is the group most expo-
sed to food advertising and television (7), in addition
to the fact that children under seven have more diffi-
culty understanding the advertising content (8).

Data collection

Data were collected by applying a self-administe-
red and self-explanatory questionnaire. Socio-demo-
graphic and economic variables, levels of regular
physical activity and food consumption were evalua-
ted. Parents or guardians of children (7 to 09 years)
were given the task of answering the questionnaire,
and adolescents (10 to 15 years) responded to ques-
tions by themselves.

Concerning socio-demographic and economic va-
riables, the sex and age of the students and the nature
of the family head (father, mother or other) and his/her
educational level were investigated. In addition, the
number of residents and televisions per household and
family income were also evaluated.

TABLE 1
Socio-demographic and economic
conditions of children and adolescents from
a private school in Brazil in 2009.

Socio-demographic

and economic conditions Frequency (%)

Sex - Female 67.2
Age group - Adolescent 72.4
Family head

Father 60.5

Mother 31.6

Other 7.9
Family head schooling

Elementary school 20.2

High school 37.7

Higher education 42.1
Family Income (R$)

<1,000.0 29.7

1,000.1-1,999.9 32.7

2,000.0-2,999.9 15.8

>3,000.0 21.8
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The respondents were also asked about their we-
ekly frequency of physical activity, time (in hours)
spent in physical activity per day and the place where
physical activity most commonly occurred (such as
school or home, for example).

Food consumption was investigated by applying a
Food Frequency Questionnaire (FFQ) and focused on
eating habits. The FFQ, which was qualitative and de-
signed specifically for this study, referred to the six
months preceding the interview and contained 14
types of food from different food groups, including the
most common products consumed by Brazilian chil-
dren and adolescents (9).

The evaluation of food habits included the number
of daily meals, self-perception of chewing quality,
drinking liquids during meals and characteristics of
school meals (packed lunch, purchased or not eaten).

As soon as students returned the questionnaire, it
was checked for data consistency. After verifying all
questionnaires, students’ anthropometric data were
measured by two properly trained nutrition faculty
members from the Federal University of Minas Gerais.

The anthropometric evaluation consisted of mea-
suring weight and height to obtain BMI, according to
techniques described in the literature (10). This index
was classified according to students’ age and sex,
adopting growth curves published by the WHO (11).

Television exposure and eating

behaviour in relation to food advertising

Television exposure and eating behaviour in rela-
tion to food advertising was evaluated by applying
another self-administered and self-explanatory ques-
tionnaire. This questionnaire included questions about
habits of television-watching, time (in hours) spent in
this activity and food intake concomitant with this
practice.

Additionally, the questionnaire included questions
about the habit of acquiring food advertised on televi-
sion and, if applicable, the main types of products pur-
chased. Finally, the attraction to a new food product
advertised on television and this acquisition were also
investigated by this study.

Data analysis

Food frequency consumption reported by the child
or adolescent was transformed to units of daily fre-
quency to obtain the probability of consumption of a

given food type in one day. For example, if the res-
pondent reported a food frequency consumption of
twice a week, this measure was converted into 0.29
(two divided by seven), representing a 29% chance of
consuming this product in a day. Similar transforma-
tions were conducted for weekly and monthly frequen-
cies, keeping the ratings rare or non-ingestion (option
"never") intact. For those individuals who consumed
fruit daily, regardless of the amount, a 100% probabi-
lity of consumption was adopted.

Statistical analysis included Pearson and Spear-
man correlations, simple Student’s t-test, ANOVA, the
Mann-Whitney test and the Kruskal-Wallis test. These
analyses were performed using the Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) 15.0 for Windows, Stu-
dent Version (2006). A significance level of 5%
(p<0.05) was adopted. The results were presented as
the mean (standard deviation) for variables with nor-
mal distribution and as median (confidence interval -
95%) for others.

RESULTS

The sample consisted of 116 students (46.4% of all
students invited), with the majority being females
(67.2%), with a mean age of 11.6 (3.3) years. The table
1 presents all the other socio-demographic and econo-
mic conditions evaluated. The median of residents per
household observed was 4.0 (CI 95%: 3.8-4.2) and
there were a median of 2.0 (CI 95%: 2.1-2.6) televi-
sions per household.

Physical activity was reported by 98.2% of children
and adolescents, and in 74% of cases it took place in
the school environment. In addition, students exerci-
sed 2.0 (95% CI: 2.3 to 2.7) times per week for 0.8
(95% CI: 1.0 to 1.3) hours at a time.

Regarding the anthropometric findings, 10.3% of
the students were underweight, while 25.8% were
overweight, and 12.9% were obese.

Food consumption data corroborate anthropometric
inadequacy, with 33.6% of students referring chewing
food poorly, 87.6% drinking liquids during meals
(250.0 mL, 95% CI: 212.1 to 256.9) and 66.4% con-
suming food while watching television. Moreover,
there was a daily median number of 4.0 (95% CI: 3.9
to 4.4) meals.

As for feeding fractionation, 21.4% of students said
they did not eat meals at school, which corresponds to
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more than four hours of fasting. Among the students
remaining, 26.8% reported buying a snack at the
school canteen, and 48.1% brought meals from home.

An analysis of food consumption frequency reve-
aled a higher probability of daily consumption of swe-
ets, candies and chocolates compared to those
observed for vegetables. It is notable that there were a
percentage of students who never consumed vegeta-
bles and fruits, but there was no such category for the
consumption of sweets, candies and chocolates, ice
cream or sandwiches (Table 2).

Watching television was practiced by the students
for a median of 3.0 (95% CI: 2.9 to 3.6) hours per day.
Additionally, 46.9% of children and adolescents re-
ported obtaining foods advertised in the television
media, and 54.9% were attracted by new products they
had seen advertised. As a result, 25% reported buying
food, and there was a statistically significant associa-
tion (p<0.001) between being attracted to a product
and purchasing it.

Analysis of the influence of food television adver-
tising on the eating behaviour and nutritional status of
the students showed a positive relationship between
the total number of hours spent watching television
and body weight (r=0.246, p=0.015) and the amount
of liquid ingested during meals (r=0.277, p=0.013)
(Table 3).

MOTA MARQUES COSTA et al.

A positive relationship between the number of tele-
visions per household and the probability of daily con-
sumption of both artificial juice (r=0.277, p=0.029) and
beans (r=0.246, p=0.027) was also found (Table 3).

Moreover, we found that children and adolescents
who have the habit of eating while watching television
were less likely to consume fruits daily - 60% of stu-
dents who had this practice presented a 50 to 100%
probability of consuming fruits daily, whereas in stu-
dents who did not have this habit, the percentage was
74.3% (p=0.032). In contrast, the consumption of ar-
tificial juices was more frequent for students who ate
while watching television - it was found that 45.7% of
children and adolescents who did not watch television
while eating consumed artificial juices rarely, in com-
parison with 30% who had this habit (p=0.039).

With respect to food acquisition through television
advertising, those students who had this habit were
more likely (50 to 100%) to consume ice cream daily
in relation to others: 10.2% versus 3.6%, respectively
(p=0.033).

DISCUSSION
Among the results of the study, there was a high

prevalence of habitual television watching and a long
duration of this practice in a given day. Nutritional di-

TABLE 2
Probability of daily food consumption of children and adolescents from a private school in Brazil in 2009.

Probability of daily food consumption

Food
100-75,1%  75-50,1% 50-25,1% <25% Rarely Never
Green vegetables 31.7 7.7 13.5 23.1 14.4 9.6
Other vegetables 36.3 4.9 11.8 28.4 10.8 7.8
Fruits 60.4 4.7 7.5 20.8 4.7 1.9
Milk 70.7 2.0 2.9 13.7 2.9 7.8
Dairy products 48.5 6.1 10.1 24.2 8.1 3.0
Beans 70.3 2.0 59 11.9 6.9 3.0
Processed meats 8.9 3.0 9.9 48.5 26.7 3.0
Sweets, candies and chocolates 42.3 1.9 12.5 33.7 9.6 0.0
Ice cream 5.8 1.0 6.7 69.2 17.3 0.0
Fried food 17.3 4.8 17.3 48.1 11.5 1.0
Sandwiches 2.8 1.0 2.8 60.4 33.0 0.0
Regular soft drinks 20.1 5.8 18.3 41.3 8.7 5.8
Natural juice 27.9 1.9 11.5 40.4 12.5 5.8
Artificial juice 28.6 5.7 6.7 23.8 25.7 9.5
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sorders and poor eating habits were also found in the
sample, which related to television exposure and food
advertising influence. These findings suggest the need
for intervention, which should be directed towards im-
proving the control of television advertising and redu-
cing the exposure of children and adolescents to
television.

This study describes the important role that televi-
sion exerts in the daily lives of Brazilian people, as a
1:2 relationship was identified between the number of
televisions and the number of residents. Moreover, the
median number of hours spent watching television we
observed, although similar to that seen in other studies
(5,12), was considered elevated according to recom-
mendations for Brazil’s population (13).

It is noteworthy that this study also found a positive
relationship between time spent watching television
and body weight. Weels et al. (14) previously reported
similar evidence in a cohort study conducted with
4,452 adolescents aged 10 to 12 years in Pelotas, Bra-

zil. However, in their study these authors observed a
contribution of television exposure on increases in
body fat and blood pressure (14).

The prevalence of nutritional disorders in the sam-
ple exceeded the data verified for the Brazilian popu-
lation aged 10 to 19 years (15). One possible
explanation for the high prevalence of nutritional di-
sorders among children and adolescents under study
is their inadequate food intake, as evidenced by the
practice of unhealthy eating habits. We found inade-
quate fractionation of feeding with omission of meals,
which results in lower consumption of healthy foods
(16). Furthermore, drinking liquids during meals and
chewing food improperly can promote excessive
weight gain because of a reduced stimulation of satiety
central controls (16,17).

Regarding this last habit, drinking liquid during
meals, students who spent longer periods per day wat-
ching television also showed a higher intake of liquid
on these occasions. One possible explanation for this

TABLE 3
Relation between food advertising and television exposure and eating behavior and nutritional

status of children and adolescents from a private school in Brazil in 2009.
Variables Hours spent watching television Number of televisions
r p-value r p-value
Anthropometric variables
Weight 0.246 0.015% 0.101 0.310
Height 0.191 0.061 0.098 0.326
Body Mass Index 0.156 0.127 0.086 0.385
Number of daily meals -0.113 0.282 -0.101 0.327
Liquid ingested during meals 0.277 0.013* 0.190 0.080
Probability of daily food consumption
Green vegetables -0.171 0.177 0,205 0.082
Other vegetables 0.030 0.809 0.065 0.579
Fruits -0.106 0.330 0.013 0.906
Milk -0,15 0.194 -0.057 0.612
Dairy products 0.033 0.777 0.098 0.394
Beans -0.018 0.876 0.246 0.027*
Processed meats 0.059 0.652 -0.038 0.769
Sweets, candies and chocolates 0.077 0.498 0.105 0.336
Ice cream -0.181 0.122 0.071 0.545
Fried food 0.034 0.766 0.074 0.514
Sandwiches -0.100 0.439 0.099 0.443
Regular soft drinks -0.137 0.240 0.066 0.563
Natural juice -0.054 0.641 0.003 0,98
Artificial juice 0.230 0.094 0.277 0.029*

#p<0.05
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relationship might be frequent student exposure to sce-
nes of children and adolescents drinking beverages du-
ring meals in cartoon food advertisements and other
television program commercials.

Another important habit observed in this sample is
eating while watching television. A study conducted
with 4,746 teenagers attending American public scho-
ols observed that children who ate while watching te-
levision had a lower intake of vegetables in general,
especially dark green and yellow vegetables, grains
and products high in calcium; this habit was also as-
sociated with higher consumption of regular soft
drinks compared to those children who did not watch
television while eating(18). Similar findings were ve-
rified by this study with regard to this habit and the in-
take of fruit, artificial juices and ice cream.

However, the study found a relationship between
bean consumption and the number of televisions per
household. It may have been a function of the study
design bias and the fact that beans constitute a major
component of the Brazilian people’s daily diet(9).

This study also pointed to the relationship between
being exposed to advertisements of new products and
purchasing them. In this sense, food industries have
worked hard to attract consumers to the product long
enough to hold their interest in acquiring it. The use
of jingles is common in 35% of television food adver-
tisements and in the commercials is associated with
the use of 39% of cartoons and 42% of children con-
suming the product (19).

Facing these problems, the Brazilian Ministry of
Health issued Resolution number 24, dated 15 June
2010, which laid down minimum requirements for
supply, advertising, publicity, information and other
related practices, that address the dissemination and
trade promotion of food and beverages containing high
amounts of sugar, saturated fat, trans fat, and sodium
and low nutritional content (20).

In addition to this type of approach, there is another
that has been undertaken by Escobar-Chaves et al.(21)
with children’s parents, aiming to reduce media expo-
sure. Families of 202 children from six to nine years
were recruited to participate in the study for a duration
of six months; 101 families constituted the study group.
Intervention consisted of a two-hour workshop and de-
livery of six letters bi-monthly. The intervention propo-
sed to: 1) reduce the daily time spent watching
television, 2) turn off the television when nobody is wat-

ching it, 3) not watch television during meals, 4) not
have television in children’s room; and 5) realize diver-
sionary activities not related to media vehicles. Among
the results, goals two, three and four were achieved to
a greater extent among the intervention group.

Despite its limitations, such as an adopted study
design, a reduced sample size (less than 50% of eligi-
ble individuals of the study), the use of self-applied
questionnaires that was applied differently considering
age group, and the lack of assessment of caloric intake
and nutrients, this study describes the contribution of
television exposure and food advertising to increased
body weight and inappropriate eating habits among
students in a private school in Brazil.
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RESUMEN. El objetivo de este estudio fue evaluar una in-
tervencion en educacién nutricional y actividad fisica para
prevenir obesidad en escolares chilenos, mediante segui-
miento longitudinal de tres afios. La muestra incluy6 597
nifios de 4 a 7 afos asistentes a 7 escuelas publicas de una
comuna de bajo nivel socioeconémico de Santiago. Los
principales aspectos de la intervencion fueron: capacitacion
de profesores para que apliquen un programa de educacion
nutricional, aumento de las clases de educacion fisica de 3
a 4 sesiones semanales y mejoria de su calidad. Se midio:
Peso (P), Talla (T), circunferencia de cintura (CC) y test de
caminata de 6 minutos (TM6). Se calculé IMC, Z IMC, %
de escolares normales (N), sobrepeso (SP) y obesos (OB),
CC > percentil 90 (NHANES III) y condicion fisica
(T6M/talla). Se evaluaron los cambios anuales de Z IMC,
CC, TM6 y TM6/talla usando el test de repeticiones de
ANOVA vy el test de proporciones. Se evaluaron cambios
en conocimientos sobre alimentacion saludable en 2 de los
3 afios. Los resultados mostraron que el porcentaje de obe-
sidad (17%) no cambio los primeros dos afios, sin embargo
aumento el tercer ano a un 19,3%; Z IMC aumento6 de 0,3 a
0,38 (p=0,052) en los N, sin cambio en SP y disminuyendo
significativamente en los OB (2,73 a 2,41 p<0,0001). %
CC >percentil 90 disminuy6 en los SP y OB. El incremento
en el TM6 fue mayor en los N. La condicion fisica mejoro
en todos los nifios, pero fue significativo solo en los N
(p=0,0002). Hubo un aumento significativo en los conoci-
mientos alimentarios. Se concluye que a pesar de una dis-
minucién en el Z IMC de los OB y una mejoria en la
condicion fisica de los N y de los conocimientos en todos
los escolares, la obesidad aument6 al tercer afio. Este estu-
dio muestra que a nivel escolar es necesario implementar
intervenciones mas intensas y con otro tipo de metodolo-
gias, para impedir que la obesidad infantil continie aumen-
tando.

Palabras clave: Obesidad infantil, intervencion en educa-
cion nutricional y actividad fisica, condicion fisica
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SUMMARY. Evaluation of an obesity prevention inter-
vention which includednutrition education and physical
activity applied in public schools of Santiago, Chile . The
main objective of this study was to assess the effectiveness
of an obesity prevention intervention which included nutri-
tion education and physical activity applied to low income
Chilean children in a longitudinal three-year follow-up
study. Participants included all 4-7 year old children from
7 public schools located in a low socioeconomic district of
Santiago. The main aspects of the intervention were: trai-
ning of teachers so they could apply an educational program
on healthy eating, increase in physical education classes
from 3 to 4 per week, and improvement of their quality.
Weight, height, waist circumference (WC) and the 6-minute
walk distance (6MWD) were assessed yearly in 597 chil-
dren. We calculated BMI, BMI Z, % normal (N), over-
weight (OW) and obesity (OB), WC > 90th percentile
(NHANES III) and fitness (6MWD/ height). Annual chan-
ges in BMI Z, WC, 6MWD and fitness were assessed, using
repeated measures ANOVA and the test of proportions.
Knowledge in healthy eating was assessed during 2 of the
3 years. Results showed that % OB remained unchanged
for 2 years (17%) but increased to 19.3 % at follow-up. BMI
Z increased from 0.3 to 0.38 (p=0.052) in the N, remained
unchanged in the OW, while decreasing significantly in the
OB (2.73t02.41 p<0.0001). % WC>90 th percentile de-
creased in the OW and OB; 6 MWD was higher in the OW,
but the increase in distance overtime was greater among the
N. Overall fitness improved, however it was only significant
among the N (p= 0.0002). There was a significant increase
in food knowledge. We conclude that in spite of a decrease
in BMI Z of the OB, an improvement in fitness in the N and
food knowledge in all the children, obesity increased at fo-
llow-up. This study shows that in school-based obesity pro-
grams it is necessary to apply more intense interventions
with another type of methodology; otherwise this condition
will continue to rise.

Key words: Childhood obesity, nutrition education and
physical activity intervention. physical fitness
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INTRODUCCION

La obesidad infantil es un problema de salud
publica a nivel mundial que est4 presente tanto en
paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo. En Chile, la obesidad increment6 desde
un 8% en 1987 a un 23% el 2010 en los nifios de
primer grado de escuelas publicas del pais, que co-
rresponden al 92% del total de las escuelas (1).
Para enfrentar este problema a nivel de escuela, se
han desarrollado diferentes iniciativas desde el Go-
bierno, bajo el alero de la Estrategia Global contra
la Obesidad (2) y desde el sector privado a través
de Accién Responsabilidad Social Empresarial con
su programa NutriRSE (3). Sin embargo, las eva-
luaciones de ambas iniciativas han sido parciales
(4), sin que existan evaluaciones de impacto en el
estado nutricional de los nifos.

En los anos 2002-2004, investigadores del
INTA, Universidad de Chile, realizaron un segui-
miento de tres afios a nifios de 6 a 12 afios en tres
escuelas publicas intervenidas con educacién nu-
tricional y actividad fisica en una comuna semi-
rural (Casablanca) y una escuela control en una
ciudad cercana (Quillota), disminuyendo la obesi-
dad inicial de un 17% a un 12% en nifios y de un
14,2% aun 10,3% en nifias en las escuelas interve-
nidas, mientras que en la escuela control la obesi-
dad aumento (5).

Como continuacion de esta intervencion, se im-
plemento6 un programa similar en todas las escuelas
publicas de una comuna de nivel socioecondmico
bajo, situada en la zona sur-oriente de Santiago,
llamada Macul. Se incluy6 a nifios de 4 a 7 afos,
por la experiencia de Casablanca (6), que demostro
un mayor impacto en la disminucion de la obesidad
en los nifilos de menor edad. En esta oportunidad,
por ser un programa municipal que debia abarcar
todas las escuelas de la comuna, no fue posible
dejar una escuela control sin intervencion. El ob-
jetivo de este articulo es evaluar una intervencion
en educacidn nutricional y actividad fisica en es-
colares de 4 a 7 afios de nivel socioeconémico bajo
para prevenir la obesidad, mediante seguimiento
longitudinal de tres afios, comparando indicadores
de antropometria y actividad fisica de la linea de
base con el final del primero, segundo y tercer afio
de la intervencion.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio

Este es un estudio donde se evalud una intervencion
en educacion nutricional y actividad fisica mediante se-
guimiento longitudinal en los mismos nifios, con me-
diciones al inicio y final de cada afio, siguiendo la
metodologia de la “evaluacion por adecuacion™ para
medir impacto en programas de salud publica, descrita
por Habicht et al. (7).

Sujetos

Se seleccionaron a todos los nifios de 4 a 7 afios de
los 7 colegios publicos de la comuna de Macul en los
cursos de prekinder, kinder, primero y segundo grado.
La muestra para este estudio incluy6 597 nifios con
todas las mediciones durante los 3 afios, que equivale
al 70,2% del total de nifios medidos en abril del 2007.
Las pérdidas se debieron a la ausencia de los nifios en
los dias de las mediciones, al cambio de escuelas du-
rante el periodo del estudio, y a la eliminacion de 18
nifos con bajo peso para el analisis. El nivel socioeco-
némico fue evaluado de acuerdo al “Indice de Vulne-
rabilidad Escolar” (IVE) del Ministerio de Educacion,
basado en variables socioecondémicas recolectadas por
diferentes instituciones gubernamentales (8,9). En
Macul, las 7 escuelas tenian un IVE similar de 75, lo
que significaba que el 75% de los nifios eran pobres y
requerian de asistencia alimentaria.

El protocolo de evaluacion de la intervencion fue
aprobado por el Departamento de Educacién de la Co-
muna de Macul, el cual qued6 establecido como parte
de las evaluaciones rutinarias que realizan de los pro-
gramas educacionales de la comuna.

Intervencion

a) Educacion Nutricional: los profesores de los 4
niveles (1° a 4° grado) fueron entrenados durante
9 horas al inicio de los afios 2007 y 2008 por una
nutricionista contratada para el proyecto, con
materiales educativos elaborados previamente
por nuestro grupo de investigacion (10) basados
en los mensajes de las Guias Alimentarias Chi-
lenas y con una lista de actividades para los nifios
(11). Estas actividades se aplicaron cada 15 dias
durante 1 hora en un horario definido por el pro-
fesor, no siendo parte del curriculo regular. Ade-
mas, durante los afios 2007 y 2008, la
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nutricionista realizd una visita mensual a cada
profesor para supervisar la utilizacion de los ma-
teriales educativos en los nifios.

b) Actividad Fisica: se aumentaron las clases de
educacion fisica de 3 a 4 horas de 45 minutos
cada una por semana. Ademas, se cambiaron
los profesores generalistas, sin formacion en
educacion fisica, por profesores especialistas
contratados por la comuna para tal efecto. Esto
se pudo hacer por una evaluacion previa, que
demostré que el tiempo de actividad moderada
e intensa de los nifios en las clases que hacian
profesores no especialistas, era muy bajo (12).
Con el fin de mejorar la calidad de las clases,
los profesores de educacidn fisica utilizaron un
material educativo que tiene como objetivo
principal, planificar en mejor forma los elemen-
tos insertos en el curriculo regular de la asigna-
tura, que favorecen actividades que demandan
un mayor gasto energético (13).

Variables

Antropometria Peso, Talla y Circunferencia de Cin-
tura. Los nifios fueron seguidos durante tres afios (linea
de base en abril 2007 o A0), y al término de cada afio
escolar (noviembre 2007, 2008 y 2009 o A1, A2, A3,
respectivamente) en peso (P), talla (T), circunferencia
de cintura (CC) y distancia caminada durante 6 minu-
tos. El peso fue medido con ropa liviana y sin zapatos
en una balanza digital fabricada en Chile (Pesatronic
EFIP-1803030-21) con un estadiémetro incorporado
para medir la talla (precision de 50 gy 0,1 cm, respec-
tivamente). La CC se usa para medir grasa visceral (14)
con una cinta inelastica SECA a nivel del ombligo.

Todas las medidas antropométricas fueron efectua-
das y registradas por dos nutricionistas entrenadas y es-
tandarizadas que hicieron dos mediciones cada una. La
confiabilidad intra e inter observador de las mediciones
de P, Ty CC fueron confirmadas (correlacion intra-cla-
ses > 0,75).

Conocimientos sobre Alimentacion Saludable. Se
aplico en abril del 2008 a los alumnos de 1° a 4° grado
una encuesta diagnostica validada de 8 preguntas sobre
la importancia y consumo recomendado de cada uno
de los alimentos saludables. Este instrumento se aplicd
nuevamente a los mismos nifios que cursaban 2° a 4°
grado en el 2009 (15).

Condicion Fisica. El test de caminata de 6 minutos

(T6M) es una prueba de condicion fisica sub-maxima
para determinar capacidad aerdbica en los nifios. El
niflo camina lo mas rapido posible durante 6 minutos
en una superficie plana usando un espacio de 30 me-
tros, de acuerdo a la guia American Thoracic Society o
ATS (16). Aun cuando esta prueba se utiliza frecuen-
temente en pacientes con problemas cardiacos o pul-
monares, se estad utilizando cada vez mas para medir la
capacidad aerobica en nifios sanos (16,17). La distancia
recorrida en 6 minutos fue registrada por dos profeso-
res de educacion fisica, especialmente entrenados y es-
tandarizados para administrar la prueba.

Anadlisis de Datos
a) Antropometria

Tanto en la linea base como al final de
cada afno de intervencion, se calculo el IMC
(P/T2) y el puntaje Z del IMC (Z IMC) con la
referencia OMS 2006 para 0 a 5 afios (18) y la
referencia OMS 2007 para 5 a 19 afios (19). Los
puntos de corte para clasificar a los nifios fueron
bajo peso (Z IMC Z <1); normal o N (Z IMC >-
1<+1); sobrepeso o SP (Z IMC >+1 < +2) y
obeso 0 OB Z IMC > +2). Hubo 18 nifios con
bajo peso (2,9%) que decidimos eliminar para
que el andlisis se realizara so6lo con aquellos
nifos pertenecientes a las 3 categorias de estado
nutricional: normales (N), sobrepeso (SP) y obe-
sos (OB). La muestra final quedd en 597 nifios.
También se determind la proporcion de nifios
con CC> del percentilo 90 de NHANES III por
edad y sexo (20).

b) Cambio en el Nivel de Conocimientos sobre Ali-
mentacion Saludable

Se determind durante 2008 y 2009 com-
parando el % de respuestas correctas obtenidas
en cada una de las 8 preguntas, usando el test de
Mc Nemar de proporciones correlacionadas.

c¢) Test de caminata de 6 minutos (T6M)

Ademas de registrar el T6M, se calculo
un indice resultante de dividir los metros cami-
nados (m) por la talla (t). Este indice TOM/t se
construyd porque se ha demostrado que la dis-
tancia caminada aumenta con el crecimiento,
siendo la talla la variable que mejor se correla-
ciona con los resultados de esta prueba (21).
Ademas, al ser este indice estandarizado, permite
hacer comparaciones de resultados de condicion
fisica en el tiempo.
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Se determino si hubo diferencias significativas por
sexo para cada una de las variables antropométricas y
de condicion fisica en A0, Al, A2 y A3 utilizando la
prueba t de student, mientras que para comparar los
porcentajes de obesidad y de CC >percentil 90 se usa-
ron las pruebas de proporciones de una muestra (1 cola)
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Se analiz6 si el Z IMC, T6M y el indice TOM/t cam-
biaban en forma significativa en A1, A2, A3, cada uno
con respecto a la linea de base. El analisis fue realizado
para cada categoria nutricional y entre las categorias
con medidas repetidas de ANOVA. Se uso la prueba de
Tukey para la comparacion de los grupos dentro de

(Tabla 1). cada periodo, considerando p <0,05 como significativo.
TABLA 1
Caracteristicas Antropométricas de la Muestra segiin Sexo (2007 - 2009)*
Variables Ag A Ay Az
Edad (afios)
Total (N=597) 6,4 (1,1) 7,1 (1,1) 7,9 (1,1) 8,9 (1,1)
Hombres (N=327 6,5 (1) 7,1 (1) 8,0 (1) 9(1)
Mujeres (N=320) 6,4 (1) 7,0 (1) 7,9 (1) 8,9 (1)
Peso (kg)
Total 24,1 (5,3) 25,9 (5,8) 29,0 (6,8) 32,8(7,9)
Hombres 24,1 (5,1) 25,9 (5,5) 28,8 (6,3) 32,4 (7,4)
Mujeres 24,1 (5,6) 26,0 (6,2) 29,2 (7,4) 33,3(8,3)
Talla (cm)
Total 117 (7,7) 120,9 (7,8) 126,4 (7,8) 132,4 (7,9)
Hombres 118 (7,6) 121,2 (7,8) 127,1 (7,7) 132,4 (7,7)
Mujeres 116 (7,8) 120,5 (7,8) 126,3 (7,9) 132.,4 (8,8)
7 IMC
Total 0,98 (1,1) 0,98 (1,1) 0,92 (1,1) 0,96 (1,1)
Hombres 0,97 (1,1) 0,98 (1,1) 0,90 (1,1) 0,93 (1)
Mujeres 0,98 (1) 0,90 (1) 0,94 (1) 1,0 (1)
% Obesidad
Total 17,1 17,5 17,6 19,3
Hombres 17,3 18,6 18,5 19,6°
Mujeres 16,9 16,2 16,7 19,00
% CC>p90
Total 10,2 8,8 sin dato 8
Hombres 8,92 6,22 sin dato 6,22b
Mujeres 11,8 12 sin dato 10
T6 M
Total 535,1 (68) 551,7 (62) 579,5 (55) 613,7 (56)°
Hombres 540,6 (73)* 555,8 (63)* 583,3 (55)° 620,4 (57)~°
Mujeres 528,8 (64) 547,0 (59) 575,3 (54) 606,1 (54)°
Indice T6M/talla (m)
Total 454 (40) 450 (41) 458 (41) 463 (40)°
Hombres 456 (50) 458 (51) 460 (48) 470 (47)>
Mujeres 452 (42) 455 (43) 462 (42) 461 (43)°

A, corresponde a abril 2007 A; A, y A5 corresponden a noviembre 2007, 2008 y 2009 respectivamente.

* Promedios (DE); a= diferencias significativas segun sexo segun prueba t (p<0.05); b= diferencias significativas entre la linea base
y el final del 3er afio seglin prueba t (p< 0.05)
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También se determind el cambio en la proporcion de
los nifios con CC> p 90 dentro de cada grupo (Tabla
2.). Todos los analisis estadisticos se realizaron con
SAS (SAS 8.2, SAS Institute, Texas, USA).

TABLA 2
Evolucion del % de Nifios con Circunferencia
de Cintura > P 90 segtin estadonutricional
en la linea de base ®

Estado Linea de Base
Nutricional Abr-07 Nov-07  Nov-09
Normal 0 0 0
Sobrepeso 4.8 2,1 2,7
Obeso 51,8 47,5 39,5
a = Percentil 90 CC segiin NHANES III
RESULTADOS

La Tabla 1 muestra la evolucién de la antropometria
y condicion fisica de 597 nifios. En A0, el promedio
de Z IMC fue muy alto, casi en el punto de corte del
sobrepeso; hubo una disminucién en A2 (p=0,015) y
un aumento significativo en A3 (p=0,002), con dife-
rencias por sexo; en las nifias disminuyd significativa-
mente en Al y A2, y en los nifios s6lo en A2. En ambos
sexos Z IMC aument6 en A3. La prevalencia de obesi-
dad fue alta en A0 (17%), sin cambiar en los dos afios
siguientes, para luego aumentar en A3 en 2 puntos por-
centuales en ambos sexos.

La proporcion de nifios con una CC > p 90 fue
mayor en nifias; en los nifios, este porcentaje dismi-
nuy6 de 8,9% a 6,2%, sin cambios en las nifias. Solo
se encontrd diferencia significativa por sexo en Al
(p=0,002). Como era de esperar, los valores de T6M
aumentaron con el tiempo y fue mayor en nifios. Hubo
diferencias significativas por sexo en la linea de base
y A3.

Tanto T6M como la condicidn fisica (T6M/t) cam-
biaron en el tiempo; T6M aumento significativamente
(p< 0,0001) en todos los periodos, mientras que el in-
dice aumento6 significativamente en A3 (p= 0,0008).

La comparacién de respuestas correctas en cada una
de las 8 preguntas sobre alimentos saludables revelo
cambios significativos en todos los temas.

La Figura 1 muestra los cambios en Z IMC, segin
estado nutricional en la linea de base. Para el grupo N,
el promedio Z IMC permanecio6 estable en 0,3 en los
primeros dos afios, aumentando a 0,38 en el tltimo afio

(p=0,05). En los SP, el Z IMC disminuy¢ significati-
vamente en A2 (p=0,005), mientras en los obesos el Z
IMC disminuy¢ en forma continua de 2,73 a 2,41 hasta
el A3 (p<0,0001 en todos los periodos)
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FIGURA 1
Evolucion del zinc (2007-2009)

La Tabla 2 muestra que en el grupo N, el porcentaje
de nifios con CC > p 90 quedo en 0, mientras que en
los SP y OB, esta proporcion disminuy6 en el segui-
miento, pero no en forma significativa.

Las Figuras 2 y 3 muestran los cambios en el tiempo
en el T6M y la condicidn fisica determinada a través
del indice T6M/t seglin estado nutricional, respectiva-
mente. La Figura 2 muestra que en el grupo N, el pro-
medio de T6M aument6 91 m en los tres afios. En el
grupo SP los promedios fueron mayores que en los N,
pero el aumento en el tiempo fue menor (73 m). En los
OB, los valores fueron similares a los del grupo N du-
rante el primer afio, pero menores durante el segundo y
tercer afo. Esta variable aument6 significativamente en
todos los grupos y en los tres afios, excepto en el grupo
SP en A1, donde el cambio no fue significativo.
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FIGURA 2
Test de caminata de 6 mins (2007- 2009)
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FIGURA 3
Evolucion de la condicion fisica
(2007-2009)*

Respecto a la variacion de la condicion fisica me-
dida por el indice T6M/t en cada grupo, la Figura 3
muestra que en los N hubo una mejoria significativa
solo cuando se considera el cambio entre el final del
tercer afio y la linea de base (p=0,0002). El grupo SP
no mejord significativamente en el tiempo, mientras
que en el grupo OB, la condicién fisica no cambio.
Cuando se analizé el cambio en la condicion fisica en
los nifios que inicialmente eran SPy llegaron a ser OB,
comparados con los que permanecieron obesos durante
los tres afos, se observo que la condicion fisica dismi-
nuy6 en los desarrollaron obesidad en la medicion
final, permaneciendo sin cambios en los obesos per-
manentes, ain cuando en estos Gltimos, su Z IMC dis-
minuyd, al igual que la proporcion con una alta CC.

DISCUSION

Los resultados de este estudio mostraron que el Z
IMC disminuy6 en forma significativa el segundo afio
de intervencion, sin embargo aumento en el tercer afio
de seguimiento. La comparacion del Z IMC al término
del tercer aflo, con respecto a los valores de la linea de
base por estado nutricional, mostré que esta variable
disminuy6 significativamente en los nifios obesos, au-
mentando en los niflos de peso normal.

El aumento significativo en la prevalencia de la
obesidad entre los afios 2008 y 2009 coincide con lo
que sucedio en todo el pais, registrado por los datos
anuales de peso y talla que se miden al inicio del afio
escolar por la Junta Nacional de Alimentacion y Becas
(JUNAEB) en nifios de 4 a 6 afios que asisten a las es-
cuelas publicas. En una muestra de mas de 7000 nifios

de 4 anos el 2007 seguidos hasta los 6 afios el 2009,
analizados por JUNAEB en conjunto con el INTA, se
observd una disminucidn de la obesidad del 2007 al
2008 y un aumento de 2 puntos porcentuales el 2009
(datos no publicados). Este incremento coincide con la
crisis econémica del 2008-2009, en la cual el Producto
Interno Bruto disminuyé en un 2,5% el 2009, en rela-
cion con el afio anterior; el desempleo aument6 de un
7,2% el 2008, a un 10, 5% durante el 2009 y el precio
de los alimentos subi6 en un 30% ese mismo afio, en
un porcentaje mucho mayor que la inflacion (21). Esta
situacion economica adversa pudo haber influido en las
familias mas pobres, que concentran la compra de ali-
mentos en aquellos de menor precio y mayor densidad
energética.

En este estudio se observé una mejoria en la distan-
cia recorrida en los 3 grupos a través del tiempo, resul-
tado que es natural, ya que los nifos al ir creciendo son
capaces de dar el paso mas largo y por tanto aumentar
la distancia. En este caso, los nifios con sobrepeso re-
corrieron mas distancia, pero los normales tuvieron el
mayor aumento en el tiempo y fue sélo en este grupo
que la condicion fisica mejord significativamente, a
pesar de que aumentd su promedio de Z IMC. Aun
cuando no podemos demostrarlo, pensamos que en
estos nifos, podria haberse producido un mayor au-
mento en la masa muscular

El T6M es muy adecuado para ser aplicado en nifios
de 4 a 7 afios en escuelas, por su bajo costo y facilidad
para implementar y medir (22). En nifios, correlaciona
bien con el consumo de oxigeno estimado por la prueba
del “treadmill exercise stress” publicado por Limsuyan
(25). Como cualquier prueba de condicion fisica, ésta
se puede ver afectada por la falta de motivacion de los
nifos, lo cual fue considerado al hacer la prueba, esti-
mulando permanentemente a los nifios para que cami-
naran en forma continua lo mas rapido posible.

Los resultados de esta prueba en nifnos chilenos y
de la misma edad, en otros paises, han sido variables.
En un estudio realizado en Santiago de Chile el afio
2001 (24) en 102 nifios de ambos sexos de 6 a 8 afos,
sus resultados fueron similares a los observados en
nuestra muestra a los 7 afios. Sin embargo, estos ulti-
mos fueron 7 cm mas altos y la prueba de los 6 minutos
fue 652,8 y 650 m para ninos y nifas, respectivamente,
es decir, alrededor de 100 m mas de lo que se obtuvo
en este estudio. Aun cuando la posible explicacion es
que estos nifios son mas altos, sus pasos fueron mas
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largos, y consecuentemente, la distancia caminada fue
mayor. Otros estudios que incluyen nifios mas altos han
obtenido resultados semejantes a los nuestros, por
ejemplo Geiger y cols (17) observaron que en nifios de
6 a 8 afios (66 niflos y 46 nifias), los nifios tenian en
promedio el mismo peso, pero eran 10 cm mas altos;
mientras que las nifias tenian 0,8 kg mas que las de
nuestro estudio, pero median 7,5 cm menos y su pro-
medio del test de los 6 minutos fue de 584 y 578 m,
respectivamente.

A pesar de que la evidencia indica que la variable
que estd mas directamente correlacionada con la dis-
tancia recorrida es la talla (y no la edad), de todas las
publicaciones que revisamos, solo la de Liy cols. (25)
presenta resultados segun percentiles de talla. En ese
estudio, que incluyo nifios de 7 a 16 afos encontraron
una diferencia importante entre nifios y nifias en T6M;
los nifios tenian un resultado significativamente mejor,
probablemente por la mayor talla y masa muscular.
Estos autores concluyen que la talla presentd la mejor
correlacion con la prueba de los 6 minutos. En resu-
men, estos estudios muestran que resultados de T6M
en nifios con edad, peso y talla similares han sido bas-
tante diferentes. Las razones que pueden explicar estas
diferencias pueden ser por la forma en que se toma la
prueba, como se dan las instrucciones a los nifios par-
ticipantes y a la composicion corporal.

En relacion a los conocimientos sobre alimentacion
saludable, tal como ha sucedido en varios estudios, el
aumento significativo de éste, no tuvo efecto sobre los
indices de obesidad. (26,27).

A pesar de las limitaciones del estudio tales como
no haber contado con un grupo control y no haber de-
terminado la ingesta de alimentos, es necesario destacar
que esta intervencion fue realizada en las condiciones
reales en que funcionan las escuelas ptblicas de comu-
nas pobres de una ciudad grande, como es Santiago.
Originalmente, se propuso una intervencién mas com-
pleta e intensa que integrara otros ambitos que la que
se pudo implementar; sin embargo, las condiciones no
fueron propicias para ello. En Casablanca, por ser una
comunidad pequeiia, se lograron implementar mejor y
mas intensamente las actividades en las escuelas. Ade-
mas, se incorporaron los padres y la comunidad en ge-
neral en acciones tendientes a fomentar habitos de vida
saludables, tales como caminatas y cicletadas.

Una de las conclusiones mas importantes de esta
evaluacion es que se requieren otras metodologias para

lograr impacto y eso implica realizar cambios impor-
tantes en el funcionamiento diario de las escuelas. Para
ello se recomiendan, al menos, tres iniciativas que con
apoyo de la comunidad escolar se pueden realizar: a)
incorporar a los padres desde el inicio de las interven-
ciones, como lo han indicado numerosos estudios
(28,29), ya que en Macul sélo un 30% de los padres
asistian regularmente a las reuniones; b) eliminar los
lugares de venta de comida envasada con alto conte-
nido de grasa, azlcar y sal en las escuelas, o cambiar
los productos que se venden por otros mas saludables,
siguiendo las recomendaciones de un estudio realizado
por nuestro grupo (30), y ¢) incluir en el programa re-
gular de estudio de los nifios contenidos de educacion
en alimentacion saludable, lo cual no ha sido posible
en Chile, a pesar de numerosas propuestas en este sen-
tido ante el Ministerio de Educacion (17).

Queda como desafio el convencer a las autoridades
de educacion, directores de educacion de las comunas
y de las escuelas, de la necesidad de realizar interven-
ciones a nivel escolar significativamente mas comple-
tas e intensas que incluyan ademas otras actividades,
con el objeto de prevenir la obesidad infantil. Ademas,
es necesario continuar evaluando el impacto e incluir
grupos controles, aun cuando haya resistencia de parte
de las autoridades.
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Antimicrobial action of lactoferrin on Staphylococcus aureus
inoculated in Minas frescal cheese
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SUMMARY. The effect of the addition of lactofe-
rrin on Staphylococcus aureus to Minas frescal che-
ese was evaluated. Three cheeses were made:
control (S. aureus), Lf-2% (2% lactoferrin + S. au-
reus) and Lf-4% (4% lactoferrin + S. aureus). Che-
eses were packaged and S. aureus populations were
determined on days 1, 8, 15, 22 and 29 of storage at
6°C. The experiment was repeated three times. S.
aureus population increased 1.3 logarithmic cycles
in the control cheese during storage, while it decre-
ased to numbers below the detection limit in cheeses
containing lactoferrin, over the same period. More-
over, antimicrobial effect showed to be dose-depen-
dent.

Key words: Pathogenic microorganisms, antimicro-
bial activity, bioactive compounds.

RESUMO. Acio antimicrobiana de lactoferrina sobre Staphy-
lococcus aureus inoculado em queijo Minas frescal. O efeito da
adicdo de lactoferrina sobre a viabilidade de Staphylococcus aureus
inoculado em queijo Minas frescal foi avaliado. Trés queijos foram
produzidos: controle (S. aureus), Lf-2% (2% lactoferrina + S. au-
reus) e Lf-4% (4% lactoferrina + S. aureus). Os queijos foram ar-
mazenados ¢ as populagdes de S. aureus foram determinadas
durante o armazenamento refrigerado a 6°C nos dias 1, 8, 15,22 ¢
29. Os experimentos foram realizados em triplicata. As populagdes
de S. aureus aumentaram 1,3 ciclos logaritmicos nos queijos con-
trole durante o armazenamento, enquanto que essas populagdes
foram reduzidas abaixo do limite de detecc¢do nos queijos contendo
lactoferrina no mesmo periodo. Além disso, observou-se que o
efeito antimicrobiano foi dose-dependente.

Palavras-chave: Microrganismos patogénicos, atividade antimi-
crobiana, compostos bioativos.

INTRODUCTION

Minas frescal is a popular Brazilian unripened che-
ese made from cow’s milk. Due to its high moisture
content, low acidity and soft texture, it is susceptible to
the development of bacteria that, in addition to limiting
the shelf life of the product, may impose a health hazard
to consumers, since pathogenic bacteria frequently as-
sociated with outbreaks of foodborne diseases, such as
those caused by Staphylococcus aureus, which can ea-
sily contaminate and develop in this cheese (1).

Contamination of cheeses by S. aureus is mainly
attributed to the use of raw milk in its manufacturing,
or to defects and flaws during processing, principally
during pasteurization, post-processing handling or
along the distribution chain of the product (2). This
microorganism, a ubiquitous pathogen, can cause
human diseases like mastitis, toxic shock syndrome
and staphylococcal food poisoning (3). In addition, re-
sistant and multi-drug-resistant staphylococcal strains

68

have been isolated from humans and animals (4).

S. aureus in foods has become a major health threat
to people all over the world due to the its high trans-
missibility and virulence, increasing predominance
over antibiotic-resistant bacteria, limited therapeutic
options and wide distribution in both hospital and
community settings (5). For that reason, alternatives
must be developed by the industries to ensure the mi-
crobiological safety of the foods, and consequently,
the health of the consumer.

Lactoferrin and its peptides are a promising class of
antimicrobial compounds in the fight against pathoge-
nic microorganisms, including S. aureus. Lactoferrin
is a multifunctional iron-binding protein belonging to
the transferrin family and is found in mammals, pro-
duced by the mammary glands, glandular tissue on mu-
cosal surfaces and is also present in secretory granules
of polymorphonuclear leukocytes (6).

Lactoferrin may have beneficial preventive and
therapeutic effects on infections, inflammations, and
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cancer, in addition to enhancing the iron status and the
growth performance of vulnerable groups (7).

The bactericidal function of bovine lactoferrin is
partially the result of the direct interaction between the
positive charged regions with anionic molecules pre-
sent on the surface of some microorganisms, which
causes an increase in the membrane’s permeability, in-
flicting damage to the bacteria (8).

According to Shimazaki (9), there are three models
to explain the multi-functionality of lactoferrin. The
first suggests that specific sites or fragments of the lac-
toferrin molecule constitute binding or active sites that
enable lactoferrin to function. The second model in-
volves lactoferrin binding and/or transferring various
biological substances and behaving in a cooperative
or competitive manner. And the last model suggests
that lactoferrin induces or suppresses the production
of chemical mediators to control immune cells on the
intestinal epithelium, thereby affecting tissues or or-
gans apart from the digestive tract.

Thus, the objective of this study was to evaluate
the action of two different concentrations of lactoferrin
on Staphylococcus aureus added to Minas frescal che-
ese, with the aim of exploring the protective potential
of lactoferrin - a natural component of milk - to inhibit
the growth of pathogenic microorganisms in foods.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of microbial culture

The Staphylococcus aureus strain, obtained from the
Food Microbiology Lab of the Faculty of Pharmaceu-
tical Sciences, University of Sao Paulo, Brazil, was
grown in brain heart infusion broth (BHI) and incubated
at 370 C. After 24 h, the broth was centrifuged at 1050
x g for 15 minutes at 40C, washed with 0,85% (w/v)
saline solution, aliquoted in 1 mL portions and kept fro-
zen at -800C with 25% (v/v) glycerol. Each 1 mL por-
tion contained approximately 5 x 102 cfu.mL-1.

Manufacturing of Minas frescal cheeses

The fat content of whole pasteurized milk was stan-
dardized to 3% by adding pasteurized skimmed milk,
subsequently heated to 35°C and added with 50% cal-
cium chloride (0.25 mL L), lactic acid 85% (0.25 mL
L") and rennet (1:10 dilution in distilled water). After
30 minutes, curdling was verified and the clot was cut
and left to stand for five minutes. Next, part of the
whey was drained off, followed by the addition of salt

and (10 g L") and an additional holding time of two
minutes. After another additional round of draining off
part of the whey, the cut curd was inoculated with a
population of 5 x 102 CFU mL-! Staphylococcus
aureus and divided into three equal parts, with lacto-
ferrin (0.2 g/100 g curd and 0.4 g/100 g curd) being
added to two of these parts. After molding, the cheese
curds turned and stacked three times at 15 minute-in-
tervals. After a period of 12 hours cold storage at 6°C,
the cheeses were released from the molds and cut up
into 25 g-portions, which were immediately vacuum-
packed into polyethylene packages and stored at 6°C.
The entire experiment was repeated three times.

Enumeration of Staphylococcus aureus

On days 1, 8, 15, 22 and 29 of storage, the
Staphylococcus aureus populations contained in the
Minas frescal cheeses were enumerated according to
official methods (10). On each day of analysis, sample
portions each weighing 25 g were homogenized with
225 mL of a sterile saline solution (0.85%) in appro-
priate plastic bags. From this initial dilution, a series
of decimal dilutions was prepared using the same di-
luent. Aliquots of 0.1 mL of the dilutions were seeded
onto Petri plates containing Baird-Parker Agar supple-
mented with potassium tellurite and an egg yolk solu-
tion and subsequently incubated at 35°C. After 48
hours, typical colonies (black-colored, with or without
a halo) were counted and the population calculated and
expressed as Colony Forming Units (CFU) per gram
of cheese. A total of five suspected colonies from each
plate was subjected to the catalase and coagulase tests
for confirmation.

pH determination

After 1, 8, 15, 22 and 29 days of storage, the pH of
the cheeses was determined according to the procedu-
res of the American Association of Official Agricultu-
ral Chemists (11).

Data analysis

The effect of the addition of lactoferrin the pH and
S. aureus population of Minas frescal cheese throug-
hout the shelf life investigated was evaluated by analy-
sis of variance (ANOVA) using the Statistica software
program (12).

RESULTS

The initial mean pH values of the cheeses were
6.44, for the control cheese, 6.42 for the cheese added
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with 2% lactoferrin, and 6.40 for the cheese containing
4% lactoferrin (Figure 1).
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FIGURE 1.

Mean pH values observed in Minas frescal control
cheese and cheeses treated with lactoferrin,
during the 29 days of storage under refrigeration.
C = control cheese; Lf-2% = cheese with 2% added
lactoferrin; L{-4% = cheese with
4% added lactoferrin.

The mean counts of the S. aureus populations of
the control cheese and the lactoferrin treatments in the
course of the 29-day storage period investigated are
presented in Figure 2. The initial population - appro-
ximately 2.5 log CFU g-1 (p>0.05) - was the same for
all the formulations, which is the maximum population
of coagulase-positive Staphylococcus per gram of very
high moisture cheese allowed by the Brazilian food re-
gulations currently in force (13).
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FIGURE 2.

Mean values of the S. aureus populations of the
Minas frescal control cheese and the cheeses treated
with lactoferrin, kept under cold storage for 29 days.

C = control cheese; L{-2% = cheese with 2%
added lactoferrin; Lf-4% = cheese
with 4% added lactoferrin.

It was found that in the control cheese, the S.
aureus populations remained constant up to 15 days
of storage, verifying from that point in time onwards
a statistically significant increase (p<0.05) in the
counts, greater than one logarithmic cycle (Figure 2).
‘When added with lactoferrin, it was observed that this
protein did not allow the multiplication of S. aureus
during the storage period of the cheeses (Figure 2). At
the concentration of 2%, it was verified that the popu-
lation of S. aureus remained unchanged for 15 days
(p>0.05), declining significantly (p<0.05) from that
point in time onwards until it was no further detected
by the method utilized up to the end of the storage pe-
riod. When 4% lactoferrin was added, the S. aureus
populations started to decline already after the 8 day.

DISCUSSION

According to Furtado (14), the initial pH of Minas
frescal cheese produced with lactic acid varies bet-
ween 6.3 and 6.5. These values may fall to pH 5.2 —
5.4 during shelf life, as a function of the degree of con-
tamination and the overall conditions of the points of
sale. It can be observed from Figure 1 that the pH of
the control cheese and those treated with lactoferrin
declined to the same extent and with a similar time
course throughout the 29 days of refrigerated storage
investigated (p<0.05). The reduction was 0.09 for the
control sample and 0.08 for the lactoferrin-added sam-
ples, with the pH values never falling to levels lower
than 6.34. This drop in pH is probably due to the pro-
duction of lactic acid during fermentation of lactose
by bacteria (15). However, these values are not consi-
dered a limiting factor for the proliferation of S.
aureus. According to Beresford et al (16), the optimal
pH for the multiplication of most of the bacteria is
close to neutral and their multiplication is impaired at
values lower than 5.0.

Other authors found pH values similar to those ob-
served in the present study when evaluating Minas
frescal cheeses produced by direct acidification (17,
18). Cheeses acidified with lactic acid have higher pH
values than those acidified with lactic starter culture.
In Brazil, there is a trend towards partially or totally
replacing lactic starter cultures by lactic acid in chee-
ses, although it is known that only the addition of lac-
tic cultures ensures the permanent production of lactic
acid and, consequently, lower pH values of the pro-
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ducts during storage (19), which would help to control
the development of spoilage and pathogenic bacteria
that may be present in this food.

Regarding S. aureus populations, if we consider that
the freshness or "best before" date estimated by the ma-
nufacturers of Minas frescal covers a period varying
from 21 to 30 days, cheeses containing populations
close to 2.5 log UFC g'! when distributed to the retail
establishments and which were released for sale by le-
gislation may become a serious public health hazard.

In Brazil, the presence of S. aureus is relatively
common in fresh, unripened cheeses, with populations
well above the legally permitted levels.

Several authors have reported on in vitro antimi-
crobial activity of lactoferrin against pathogens (20,
21, 22, 23), but only a few evaluated this activity
against S. aureus (5, 24).

At present, several natural antimicrobial com-
pounds that prevent the development of spoilage and
pathogenic microorganisms have been studied by the
food industry, such as is the case of lactoferrin. One
of the reasons for these investigations lies in the fact
that the digestion of this protein by pepsin generates
two fragments - lactoferricin and lactoferrampin -
which are even more potent against bacteria, compa-
red to the intact protein (5).

Furthermore, some S. aureus strains are known to
be resistant to antimicrobials and the possibility to use
lactoferrin to control them, by sequestering iron and
limiting the use of this nutrient by pathogen (25) in
food is interesting.

Murdock e Matthews (26) evaluated the antimicro-
bial activity of bovine lactoferrin hydrolysate with pep-
sin against Escherichia coli and Listeria monocytogenes
in peptone yeast extract glucose broth and ultra-high
temperature milk. The authors concluded that, under
conditions of low pH and refrigeration temperatures,
lactoferrin hydrolysate can limit or reduce the popula-
tions of pathogenic bacteria in a dairy product.

CONCLUSION

Lactoferrin prevented the increase of the S. aureus
population in the cheeses, at the two concentrations
tested, acting initially as a bacteriostatic when the che-
eses were inoculated with a population of 5 x 102 UFC
g1 S. aureus. Furthermore, bactericidal action was ob-
served after the 15" day of storage when lactoferrin

was added at a concentration of 2%, and after the 8"
day at the concentration of 4%, which is interesting in
view of the fact that this type of cheese has a short
shelf life.
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RESUMEN. Listeria monocytogenes es una bacteria res-
ponsable de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).
Para comprobar el efecto del extracto de gel de Aloe vera,
como posible agente bacteriostatico y/o bactericida sobre
Listeria monocytogenes, se determiné la concentracion mi-
nima inhibitoria (CMI), el tiempo minimo de inhibicion
(TMI) y la concentracion bactericida minima (CBM) de so-
luciones de extracto de gel de Aloe vera en diferentes con-
centraciones sobre cultivos de Listeria monocytogenes
ATCC 7635. Se aplico el método de difusion en agar, utili-
zando soluciones del extracto de gel de Aloe vera en con-
centraciones de 0 a 100% para la CMI. El TMI se determind
por curvas de crecimiento en caldo Soya tripticasa con un
inoculo inicial de Listeria monocytogenes ATCC 7635 de
108 UFC por mL en cada solucion. Se pudo determinar que
la CMI fue del 10% de extracto de gel de Aloe vera'y el TMI
fue de 5 horas en las concentraciones de 10%, 20% y 30%
de Aloe vera, mientras que a las concentraciones de 50, 80,
90y 100%, el tiempo fue de 8 horas. Se comprobo que efec-
tivamente el gel de Aloe vera tiene poder bacteriostatico
sobre Listera monocytogenes (p<0.001), mas sin embargo,
no se obtuvo un efecto bactericida en los ensayos realizados.
Palabras clave: Listeria monocytogenes, Aloe vera, con-
centracion minima inhibitoria, tiempo minimo de inhibicion

INTRODUCCION

La incidencia global de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) es dificil de estimar; sin embargo
para el 2005, la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS), reporto cerca de 1,8 millones de personas que
murieron por enfermedades diarreicas, con una consi-
derable proporcion de estos casos atribuidos a ali-
mentos y aguas contaminadas. En los paises
industrializados, el porcentaje de la poblacion afec-
tada por ETA se estima en un 30%, mientras que en
los paises en vias de desarrollo su incidencia puede ser
mayor (1).
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SUMMARY. Bacteriostatic and/or bactericidal extract
of Aloe vera gel on cultures of Listeria monocytogenes.
Listeria monocytogenes is a bacteria responsible for food
borne diseases (FBD) The effect of Aloe vera gel extract
as a possible bacteriostatic and / or bactericidal against Lis-
teria monocytogenes, was checked by determined the mi-
nimum inhibitory concentration (MIC), the time of
minimum inhibition (TMI) and minimum bactericidal con-
centration (MBC) solutions extract of Aloe vera gel in dif-
ferent concentrations on cultures of Listeria monocytogenes
ATCC 7635. We applied the agar diffusion method, using
solutions of extract of Aloe vera gel at concentrations of 0
to 100% for the MIC. The TMI was determined by growth
curves in trypticase soy broth with an initial inoculum of
Listeria monocytogenes ATCC 7635 of 108 CFU/mL in
each solution. It was determined that the MIC was 10% ex-
tract of Aloe vera gel and TMI was 5 hours at concentrations
of 10%, 20% and 30% of Aloe vera, while concentrations
of 50, 80, 90 and 100%, the time was 8 hours. It was found
that indeed the Aloe vera gel is bacteriostatic power on Lis-
teria monocytogenes (p <0.001), but yet, no bactericidal ef-
fect was obtained in our study.

Key words: Listeria monocytogenes, Aloe vera, minimum
inhibitory concentration, time of minimum inhibition

Listeria monocytogenes, es responsable de ETA y
agente etiologico de la listeriosis, infeccion gastroin-
testinal invasiva cuyas manifestaciones clinicas depen-
den del estado de la persona infectada: pacientes
inmunosuprimidos, mujeres embarazadas, neonatos y
personas de edad avanzada (2). El in6culo exacto y el
periodo de incubacion son desconocidos; se cree que
se necesitan mas de 10° microorganismos y entre 11 y
70 dias para que se produzca la infeccion invasiva (3).

La listeriosis no ocurre muy a menudo; para el
2001 Ila incidencia oscil6 entre 0,3 a 7,5 casos por
millon de personas en Europa (4); en Australia fue de
3 casos por millon de personas para el 2003 (5). En
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Venezuela no se han confirmado casos de listeriosis,
sin embargo, entre los datos disponibles de ETA, se
reportaron 37 brotes entre 950 personas afectadas para
el 2003 (6).

Si bien es cierto que la incidencia anual de listerio-
sis puede parecer relativamente baja en comparacion
con otras ETA, hay que considerar que esta patologia
se ha posicionado como una de las enfermedades
transmitidas por alimentos mas importante, debido al
aumento de la poblacion susceptible, las implicaciones
a nivel clinico y su alta tasa de letalidad, asi como la
ubicuidad de Listeria monocytogenes.

Se ha evidenciado que los acidos organicos como
el acido lactico y el 4cido acético, generalmente usados
en los alimentos para el control de microorganismos,
provocan acido tolerancia en Listeria monocytogenes;
de alli que esta bacteria sea de interés, por su gran re-
sistencia y capacidad de adaptacion a diferentes medios
(7-9). Aunado a la capacidad de sobrevivir en ambien-
tes hostiles, Listeria monocytogenes posee rasgos fe-
notipicos que actuan como factores de virulencia.

Listeria monocytogenes, emerge hoy en dia, como
uno de los microorganismos de mayor riesgo para las
poblaciones susceptibles y responsable de brotes en di-
versas partes del mundo. En este sentido y con la in-
tension de aportar medios sencillos y eficaces que
permitan reducir al minimo la cantidad de Listeria mo-
nocytogenes en los alimentos, se propone la utilizacion
de soluciones de extracto de gel de Aloe vera como sus-
tancia no toxica y con un potencial bacteriostatico y/o
bactericida sobre Listeria monocytogenes (10).

Aloe vera, posee hojas que contienen una pulpa o
parénquima incoloro que forma el gel/cristal del Aloe,
el cual representa aproximadamente el 65 a 80% del
peso de la planta. Este gel estd conformado por carbo-
hidratos que son sintetizados en exceso, agua, mine-
rales y acido malico almacenado. Los polisacaridos
mucilaginosos son los principios activos responsables
de la actividad biologica del gel (11-13); en tal sentido,
se ha demostrado una cierta actividad antimicrobiana
del gel frente a diferentes microorganismos como 77i-
chophyton mentagrophytes, Staphylococcus aureus y
Candida albicans (14,15).

Considerando el comprobado efecto inhibitorio que
posee el gel de Aloe vera sobre los microorganismos,
se propuso evaluar el efecto bacteriostatico y/o bacte-
ricida que pudiese tener el extracto de gel de Aloe vera
frente a Listeria monocytogenes, ya que el gel/cristal

de Aloe vera es de naturaleza comestible y no altera
considerablemente las propiedades organolépticas de
los alimentos, por lo que, demostrar que posee un
efecto bacteriostatico y/o bactericida frente a Listeria
monocytogenes podria dar paso a su utilizaciéon como
biopreservante, proporcionando medios alternativos
en pro de mejorar la calidad microbiologica de los ali-
mentos. De igual forma, serian excelentes alternativas
naturales y econdmicas frente a los biopreservantes
quimicos usados en la actualidad.

MATERIALES Y METODOS

Investigacion de campo, donde se evaluo el efecto
bacteriostatico y/o bactericida de soluciones del ex-
tracto de gel de Aloe vera, que actuaron sobre cultivos
de Listeria monocytogenes ATCC 7635, cepas donadas
por el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias y Tecnologias FACYT, de la Universidad de
Carabobo.

Procedimiento Metodolégico

Obtencion del extracto de gel de Aloe vera. Las
muestras (pencas) fueron donadas por la Facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela
(ntcleo Maracay, Edo. Aragua). Las pencas fueron cor-
tadas de la base de la planta Aloe vera de aproximada-
mente dos (2) afios de edad; se lavaron con aguay un
agente tensoactivo, y se enjuagaron con una solucion
yodada al 2%; luego se procedio al despunte y descor-
tezado de las mismas para la extraccion del gel/cristal.
El gel/cristal fue lavado por aspersion de agua y escu-
rrimiento, para eliminar el acibar secretado por la cor-
teza al ser excluida. Luego, el gel/cristal fue
comprimido para obtener el jugo o mucilago, el cual
se filtr6 mediante el empleo de un filtro a presion ma-
nual y 25 °C de temperatura; el filtrado se centrifug6 a
15000 rpm, en una centrifuga Avanti Centrifuge J-26
XP, a 37°C con la intension de eliminar solidos en sus-
pension y disminuir la viscosidad; una vez clarificado
el mucilago, se procedio a pasteurizarlo a 50°C durante
2 horas, y se concentrd hasta 50% de su volumen ini-
cial. Para ello se utilizd un concentrador al vacio Ep-
pendorf 5301, manteniendo una temperatura de 45°C
durante 90 min. Con el extracto concentrado de gel de
Aloe vera se prepararon soluciones de concentracion
del 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%, respecti-
vamente, con agua estéril, para los ensayos posteriores.
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Preparacion del inéculo. A partir de un cultivo
original de L. monocytogenes ATCC 7635 de 24
h/overnight, se tomo con una asa de platino y se sem-
bré en placas de agar nutritivo, incubandose a 35°C
por un periodo de 4 a 6 horas, para lograr la fase loga-
ritmica. Posteriormente y a partir de una colonia ais-
lada se tomd con el asa y se prepard una suspension
con agua estéril, ajustando la densidad de la suspen-
sion del cultivo por comparacion de su turbidez con
un estandar de 0,5 de Mc Farland de BaSO,, mediante
este procedimiento se garantiz6 un inoculo inicial de
108 UFC/mL de Listeria monocytogenes.

Método de difusion en Agar segiin Kirby Bauer.
Para esta prueba se prepararon placas de Petri con
agar PALCAM con un grosor de 6 mm en cada placa.
Una vez solidificado el agar, se impregnaron hisopos
estériles con la solucion de Listeria monocytogenes
ATCC 7635 y se procedio a inocular cada una de las
placas, cubriendo todo el espacio disponible, hasta ob-
tener una distribucion uniforme de las colonias. Por
otro lado, discos de papel de filtro Watman N° 54, con
didmetro de 6 mm, y estériles, fueron impregnados
con las soluciones de concentraciones especificas de
extracto de gel de Aloe vera, previamente preparadas,
y se colocaron en las placas inoculadas anteriormente;
se colocaron cinco (5) discos de concentraciones di-
ferentes de extracto de Aloe vera por placa inoculada.
Las placas fueron incubadas a 37°C, se observaron a
las 24 y 48 horas de incubacion. Los halos de inhibi-
cién alrededor de los discos, fueron medidos con un
vernier tomando dos medidas por cada disco prome-
diandose; los ensayos se llevaron a cabo por dupli-
cado. Como patron de referencia, de los
antibiogramas, se utilizaron discos de Ampicilina y
Gentamicina especificos para la inhibicion de Listeria
en concentraciones de 10 pg respectivamente.

Determinacion del tiempo minimo de inhibicién.
La determinacién del tiempo minimo de inhibicidn se
realizd midiendo el crecimiento bacteriano, para ello
se prepararon 7 frascos Erlenmeyer de 50 mL, identi-
ficados del 1 al 7, a cada una se les vertid 10 mL de
caldo nutritivo estéril; seguidamente al frasco N° 1 se
le agregaron 10 mL de extracto de Aloe vera al 10%;
al frasco N°2, 10 mL de extracto de Aloe vera al 20%,
y realizando el mismo procedimiento para las concen-
traciones 30%, 50%, 80%, 90%, 100% respectiva-
mente; se prepard un frasco control con 10 mL de
caldo nutritivo. Cada uno de los frasco fueron inocu-

lados con 0,1 mL de suspension de 107 UFC/mL de
Listeria monocytogenes ATCC 7635; inmediatamente
se procedid a medir la absorbancia con un espectrofo-
tometro Thermo Spectronic Génesys UV, a 540 nm
(tiempo 0). Posteriormente los frascos inoculados se
incubaron a 37°C midiendo la absorbancia a intervalos
de una hora hasta transcurridas 12 horas desde la pri-
mera medicion. Los datos obtenidos fueron graficados
para obtener las curvas de crecimiento respectivas.

Se compar¢ la curva resultante de cada concentra-
cion de la solucion de Aloe vera con la curva de 0%, a
fin de evidenciar diferencias significativas en el cre-
cimiento de Listeria monocytogenes. Todos los expe-
rimentos se realizaron por duplicado.

Concentraciéon Minima Bactericida. De los fras-
cos preparados para la prueba de Tiempo Minimo de
Inhibicién, se tomo6 una asada y se sembro en una
placa de Petri con agar Palcam, se incubaron a 37°C
durante 24h. Luego de las 24h se observaron las placas
y se selecciono aquella en la que no hubo crecimiento
bacteriano. La concentracion de la solucion de Aloe
vera en la que no hubo crecimiento bacteriano en la
placa fue tomada como la concentracion bactericida
minima.

Analisis de los Datos. Los datos relativos a la for-
macion o no del halo de inhibicién microbioldgico, asi
como el didametro del halo, fueron por duplicado y se
promediaron. Se procesaron a través de un analisis
descriptivo (media aritmética) y se construyeron dia-
gramas de cajas y aristas (BOX & WHISKER PLOT)
en relacion a la media de los halos de inhibicion obte-
nidos. Para determinar cambios en la dindmica de cre-
cimiento en Listeria monocytogenes, de acuerdo a las
concentraciones del extracto de gel de Aloe vera usa-
das en el estudio, se promediaron y se graficaron las
densidades dpticas obtenidas, a fin de presentar las res-
pectivas curvas de crecimiento microbiano, compa-
rando cada uno de los tratamientos mediante la
aplicacion de la prueba de correlacion de Spearman
(prueba no paramétrica) que mide la diferencia entre
una distribucion observada y otra esperada). Los datos
fueron procesados a través del programa estadistico
STATISTIX 9.0.0.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacion de
los ensayos propuestos para evaluar el efecto bacterios-
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tatico y/o bactericida del extracto de gel de Aloe vera
en cultivos de Listeria monocytogenes ATCC 7635, en
comparacion con los halos de inhibicion de los patro-
nes de referencia de antibidticos (0,5 mm), mostraron
que los halos de inhibicion promedio, obtenidos con
las diferentes concentraciones del extracto de gel de
Aloe vera, fueron de 1,5 mm para las concentreaciones
de 10 a 40% respectivamente, asi como de igual mag-
nitud para las concentraciones 60,70 y 100%, mientras
que se pudo observar una tendencia inhibitoria superior
en la concentracion del 90%, seglin se evidencia en la
figura de caja y aristas (Figura 1).

La Figura 2, muestra la curva de crecimiento de
Listeria monocytogenes en condiciones normales de
caldo nutritivo y curvas de crecimiento del microor-

ganismo en soluciones de Aloe vera a diferentes por-
centajes de concentracion y medidas por densidad op-
tica. La curva normal de crecimiento sin Aloe vera
(0%), muestra el comportamiento esperado: una fase
de latencia o adaptacion la cual se inicia luego de la
inoculacion del microorganismo culminando aproxi-
madamente a las 4 horas; seguidamente una fase lo-
garitmica o exponencial hasta alcanzar su pico
maximo de multiplicacion a las 8 horas de incubacion
para mantenerse en fase estacionaria hasta el final de
las mediciones. Las curvas de crecimiento del micro-
organismo a las diferentes concentraciones del ex-
tracto de Aloe vera evidencian un patrén de
crecimiento que sigue la tendencia de fase de latencia
que, para las soluciones con concentraciones del ex-
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tracto de 10, 20 y 30% respectivamente finaliza a las
2 horas, mientras que para las concentraciones de 50,
80, 90 y 100% finaliza a las 4 horas; la fase logarit-
mica o exponencial se mantiene desde las 2 horas
hasta las 5 horas para las concentraciones de 10, 20 y
30% y a partir de este momento se mantiene en fase
estacionaria hasta el final de las mediciones realizadas.
Por otro lado, para las concentraciones de 50, 80, 90 y
100% de extracto de Aloe vera la fase logaritmica o
exponencial del crecimiento del microorganismo co-
mienza después de 4 horas de incubacion y se man-
tiene hasta las 8 horas, con una declinacion leve del
crecimiento, por lo que se puede considerar que entra
en fase estacionaria, y luego continuar un crecimiento
hasta las 11 horas.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en la prueba de correla-
cion de Spearman, evidenciaron que al comparar la
curva de crecimiento normal respecto a las distintas so-
luciones de concentraciones de Aloe vera, existe una
diferencia estadisticamente significativa (p <0,01). En
la grafica de crecimineto microbiano, resultante de la
aplicacion de Aloe vera, se pueden observar que las tres
fases de crecimiento se lograron en un menor tiempo,
respecto a la curva control (0%). Este comportamiento
pudiera deberse a la presencia de ciertas sustancias con-
tenidas en el gel de Aloe vera, que pudieron favorecer
el crecimiento de la bacteria, tales como: minerales,
vitaminas, proteinas, iones y como principal carbohi-
drato, la glucosa (12). Sin embargo, a pesar de este fa-
vorecimiento, las curvas de crecimientos resultantes
para cada una de las concentraciones de Aloe vera uti-
lizadas, muestran picos de absorbancias muy por de-
bajo al obtenido en la curva control, demostrando esto,
que a pesar de que se alcanzo6 la fase exponencial ra-
pidamente, las diferentes concentraciones de gel Aloe
vera, interfirié en el crecimiento de Listeria, que pudo
ser debido a la presencia de ciertos factores inhibidores
presentes en el gel (14).

Agary y col. (14), demostraron que el gel del Aloe
vera posee efectos inhibitorios sobre otros microorga-
nismos, tales como Staphylococcus aureus y Tri-
chophyton mentagrophytes, efecto que no lograron al
aplicar extractos de la penca sobre los mismos culti-
vos, sugiriendo que existen constituyentes del gel de
la penca que no estan presentes en la corteza de la

misma y que tienen un potencial antimicrobiano im-
portante, no s6lo para cierto tipos de microorganismos,
sino para diferentes bacterias e incluso hongos, de tal
manera que a lo demostrado en trabajos precedentes,
se une lo logrado en la presente investigacion, al de-
mostrarse la existencia de una accion bactericida sobre
Listeria monocytogenes.

Adicional al efecto inhibitorio que el gel de Aloe
vera tiene sobre algunos microorganismos, existen tra-
bajos que reportan efectos positivos de ciertos com-
ponentes purificados de este gel, tal como es el caso
del acemanano, uno de los principales componentes
polisacaridos que estan presentes en el gel de la planta
y que segun investigaciones, permite potenciar la ac-
tividad inmunomoduladora, al incrementar la sensibi-
lidad de los macrofagos, aumentando la superficie de
expresion molecular (16). Por otra parte, también se
ha identificado que dicha sustancia, el acemanano,
tiene la facultad de inhibir la adherencia de
Pseudomona aeruginosa a las células epiteliales del
pulmén en humanos (17), por lo que se amplian los
descubrimientos sobre los efectos de este carbohidrato
del que el gel de Aloe vera es tan rico. Si bien el gel
de Aloe vera posee muchos otros componentes, no se
debe dejar a un lado la posibilidad de que el acema-
nano sea responsable, entre otras cosas, del efecto bac-
teriostatico sobre Listeria monocytogenes, reflejado en
el presente trabajo.

Se pudo demostrar que el extracto del gel de Aloe
vera posee cierto efecto bacteriostatico sobre
Listeria monocytogenes, requiriendo para ello una
concentracion minima de 10% del mismo. Asi-
mismo, se pudo observar en las curvas de creci-
miento que no se logré un efecto bactericida, por
cuanto en cada una de ellas la bacteria logré desarro-
llarse en mayor o menor medida.

El tiempo requerido para observar el efecto inhibi-
torio del gel de Aloe vera sobre Listeria monocytoges,
fue de 5 horas para las diferentes concentraciones del
extracto de gel de Aloe vera, con un efecto bacterios-
tatico estadisticamente significativo (p<0,01), aunque
el efecto no fue directamente proporcional al aumento
de su concentracion.

Se puede inferir que el gel de Aloe vera tiene po-
tencial para ser sugerido como biopreservante en la in-
dustria alimenticia, evitando de esta manera la
proliferacion de Listeria monocytogenes, como un pa-
tégeno emergente, con capacidad de afectar a un seg-
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mento importante de la poblacidn, principalmente los
mas susceptibles. Se recomienda la realizacion de es-
tudios donde se lleve a cabo la correlacion de los halos
de inhibicioén obtenidos del extracto de gel de Aloe
vera con otros compuestos con capacidad antibacte-
riana a diferentes concentraciones, en el que la bacteria
en estudio resulte sensible, para de esta manera dis-
cernir mejor el efecto bacteriostatico de Aloe vera y
tener un marco de referencia comparativo. De igual
forma se sugiere la utilizacion del extracto de gel de
Aloe vera liofilizado, siendo esta una buena alternativa
de concentracion de esta sustancia que pudiera ofrece
mejores y mayores resultados sobre Listeria monocyto-
ges y demas patogenos alimentarios.
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RESUMEN. Una alternativa para resolver el problema del
déficit global de proteinas ha sido la utilizacion de tortas des-
grasadas generadas por la extraccion de aceite de fuentes ve-
getales tales como raps, soya, lupino, etc, proceso que al
mismo tiempo incrementa el contenido proteico, siendo fac-
tible que sea usada para enriquecer algunos tipos de alimen-
tos. Tal es el caso de la avellana chilena (Gevuina avellana,
Mol), especie monotipica caracterizada por su elevado por-
centaje de aceite (50%) y cuya torta desgrasada podria utili-
zarse para obtener un aislado proteico. Con este fin se
optimizaron las condiciones de extraccion de proteina utili-
zando para ello la metodologia superficie de respuesta (MSR)
seleccionando el disefio central compuesto, tres variables in-
dependientes: tiempo de contacto de la torta con el solvente,
relacion muestra/solvente y pH, con 5 niveles de trabajo cada
uno y tres replicaciones en el punto central. Los datos fueron
sometidos a un analisis de regresion y después de ANOVA.
El primero para determinar la ecuacion polinémica y el se-
gundo para seleccionar los factores de control con efecto sig-
nificativo sobre el rendimiento de la proteina. La mejor
combinacion de los factores resultd ser tiempo entre 30 y 40
minutos, pH entre 9 y 9,5 y la relacion muestra/ solvente
entre 1/15 a 1/16, con un rendimiento final de 76%. En
cuanto a las caracteristicas fisicas esta fueron: densidad apa-
rente 0,504 g/cm’, compactacion 43,34% y color amarillo
claro. El analisis proximal mostr6 una concentracion de pro-
teinas de 76%, hidratos de carbono 13%, fibra cruda 0,68%
y aceite 1,29%. En cuanto a las propiedades funcionales des-
tacd absorcion de agua (320 g/100 g), absorcion de aceite
(410 g/100g) y capacidad espumante (221, 05 %).
Palabras clave: Avellana chilena, aislado proteico, MSR,
optimizacion, absorcion de agua, absorcion de aceite

INTRODUCCION

La demanda mundial por materias primas ricas en
proteina aumenta a razén de 3 a 4% anual y se pronos-
tica que esta tendencia continuard, incluso en forma
mas acentuada. Por ejemplo, en Europa, el consumo
de proteina por habitante se multiplico por 12 en las
ultimas cuatro décadas y ahora es el turno de paises
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SUMMARY. Establishment of optimun conditions in
order to obtain a protein isolate from Chilean Hazelnut.
An alternative to solve the problem of the overall deficit of
proteins has been the use of defatted cakes generated by the
extraction of oil from vegetable sources such as rapeseed,
soybean, lupin, etc. This process at the same time increases
the protein content, making this feasible to be used to enrich
some types of food. This is the case of the chilean hazelnut
(Gevuina avellana, Mol), monotypic species characterized
by their high percentage of oil (50%) and whose defatted
cake isolated protein could be used to obtain an isolated pro-
tein. For this purpose optimized conditions of extraction of
protein were carried out using the surface response metho-
dology (SRM) and a central composite design with three in-
dependent variables: time of contact of the cake with the
solvent, sample /solvent ratio and pH was used. All varia-
bles were controlled at five different levels. The data were
subjected to an analysis of regression and ANOVA, the first
to determine the polynomial equation and the second to se-
lect the control factors with significant effect on the extrac-
tion of the protein. The best combination of factors turned
out to be: time between 30 and 40 minutes, pH between 9
and 9.5 and a relationship sample / solvent between 1/15 to
1/16 with a final yield of 76%. The physical characteristics
were: density 0,504 g/cm?, compaction 43, 34 % apparent
and pale yellow. Proximal analysis showed a concentration
of protein of 76%, 13%, raw fiber carbohydrate 0.68% and
oil 1.29%. With regard to the functional properties empha-
sized water absorption (320 g / 100 g), absorption of oil
(410 g/ 100 g) and foaming capacity (221 %).

Key words: Chilean hazelnut, protein isolate, MSR, opti-
mization, water absorption, oil absorption

tan populosos como China e India. (1)

Una forma alternativa para resolver el problema del
déficit global de proteina ha sido utilizar la torta des-
grasada de semillas de raps, soya, lupino, maravilla,
etc para obtener los respectivos aislados proteicos,
existiendo con este fin varios métodos como la preci-
pitacion de las proteinas en el punto isoelétrico (2), ul-
trafiltracion (3) y extraccion supercritica (4). Para su
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uso existe mucha informacion en la literatura especia-
lizada con el fin de complementar la formulacion de
algunos alimentos. Al respecto se puede mencionar el
trabajo de Wills and Kabisullah (5) quienes utilizaron
aislado proteico de girasol para incorporarlo a formu-
laciones de vienesas dando como resultado productos
de buena calidad sensorial y tecnoldgica. En esta
misma linea de aplicacion se puede mencionar el tra-
bajo de Cruz et al (6) que demostraron la factibilidad
de adicionar hasta un 18% de concentrado proteico de
sésamo a formulaciones de salame fermentado. Lo
mismo se puede decir de Bourgues et al (7) que in-
cluyeron concentrado proteico de maravilla a formu-
laciones de galletas y Ashraf et al (8) que lograron
incorporar hasta un 30% de este concentrado en galle-
tas de jengibre

En la region sur de Chile crece en forma silvestre
y abundante el avellano con una producciéon de su
fruto estimada en 300.000 ton anuales (9) destacando
su contenido en aceite 50% y proteinas 12% de buena
calidad (10) Actualmente su fruto se utiliza en forma
industrial en la produccion de aceite para uso cosmé-
tico. Como consecuencia de la extraccion de aceite
queda la harina desgrasada, destinada para consumo
humano o animal, que contiene aproximadamente
20% en proteinas y 12% en fibra (11). Tomando en
cuenta estos antecedentes se ha estimado oportuno op-
timizar el proceso de obtencion del aislado proteico de
avellana (APA) utilizando la metodologia superficie
de respuesta (MSR) para diversificar a futuro la utili-
zacion de este recurso nativo como fuente proteica no
tradicional.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Para el desarrollo de las actividades experimentales
se utilizdo como fuente proteica harina desgrasada de
avellana (HDA) donada por el Instituto de Agroindus-
tria de la Universidad de La Frontera. En una primera
etapa muestras de HDA se secaron a una temperatura
de 40°C durante 6 hrs en una estufa, modelo WTC
hasta disminuir el porcentaje de humedad alrededor de
5%. Enseguida se homogeneiz6 el tamafio de parti-
cula utilizando un sistema de tamices ASTM reco-
giendo la muestra que paso el tamiz abertura de malla
80 mesh (0.18mm). Enseguida se procedi6 a la extrac-
cion del aceite residual utilizando un equipo soxhlet

y éter de petrdleo, durante seis horas, hasta lograr una
concentracion final de aceites inferior al 2%.

Obtencion de aislado proteico de avellana

Cuarenta y cinco gramos de HDA se mezclaron con
agua destilada con una relacion muestra/ solvente de
1/15,1/16, 1/18, 1/20 y 1/21 ajustando a diferentes va-
lores de pH (8, 9, 10, 11 y 12) con hidréxido de sodio
5 N. Se procedi6 a agitar a 300 r.p.m. en un shaker por
50 minutos. Posteriormente se centrifugd a 4400 rpm.
por 15 minutos filtrando el sobrenadante para separar
las particulas que pudieran quedar en suspension. El
filtrado se calent6 hasta 60° C en placa calefactora con
agitacion permanente. Después se agregé HCI 0,1 N
para bajar el pH hasta llegar a un valor de 4,4 que es
el punto isoeléctrico del aislado proteico. La proteina
se dejo reposar, durante 20 minutos, facilitando de esta
forma su separacion mediante centrifugacion a 4400
rpm durante 15 minutos, operacion que se repitié dos
veces. Posteriormente, la muestra se liofilizo y fue al-
macenada a 4° C para su posterior utilizacion.

Disefio experimental

El disefno experimental es basicamente un plan or-
ganizado que aplica en forma sistematica métodos es-
tadisticos de optimizacion (12,13) para modificar
deliberadamente algunas variables independientes pre-
viamente seleccionadas y estudiar o predecir sus efec-
tos sobre un resultado especifico y permite a los
investigadores disponer de una gran cantidad de infor-
macion valiosa utilizando un bajo numero de mues-
tras, ensayos o experimentos. La MSR consiste en un
grupo de técnicas empiricas dedicada a cuantificar la
relacion existente entre variables independientes y una
0 mas respuestas. Este modelo matematico de multi-
ples factores se utiliza para optimizar procesos, modi-
ficar o cambiar componentes de una reaccion
simultaneamente, identificar factores de control con
un efecto significativo en la respuesta e interacciones
entre las variables. Ademas, la MSR, puede utilizarse
para elaborar graficos de superficie y de contorno para
contribuir a la prediccidon de la respuesta en un punto
cualquiera de la region experimental de interés y ob-
tener ademas un modelo o ecuacion polindomica de se-
gundo orden, que generalmente funciona bien para la
optimizacidn de procesos (13).

En este estudio se aplico el disefio central com-
puesto rotatorio (DCC), debido a su capacidad para
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ajustar el comportamiento cuadratico en los procesos
de optimizacién. Las variables independientes selec-
cionadas fueron: tiempo de contacto con el solvente
(X1), relacion muestra/solvente (X2) y pH (X3) con 5
niveles de trabajo cada uno codificadas como sigue:
-a, -1, 0, +1 y + 0, representando los niveles axial in-
ferior, minimo, central, maximo y axial superior res-
pectivamente. El rango de las variables y sus niveles
de trabajo se obtuvieron examinando informacion en-
contrada en la literatura especializada y ensayos con
prototipos. (ver Tabla 1).

Para determinar el comportamiento dptimo del sis-
tema, los datos experimentales fueron sometidos a un
analisis de regresion y ajustados a un modelo poliné-
mico de segundo orden donde Y es la respuesta (pro-
teina soluble); XI, X2, X3 las wvariables
independientes y b0, b1, b2, b3, bl1, b22, b3, b23 los
coeficientes de regresion lineales, cuadraticos y las
interacciones respectivamente

Y =Dbo+bl XI +b2 X2+ b3 X3 +bll XI?
+b22 X2 +b33 X3 +b12 X1 X2 +b13 X1 X3
+b23 X2 X3 + error

Ademas se aplicé un analisis de

nadas aplicando las técnicas descritas por Alvarado y
Aguilera.(16). En cuanto a color se utilizaron las me-
todologias de Calvo (17) y el sistema CIELAB (18). En
cuanto a las propiedades funcionales, para determinar
la absorcidon de agua se aplicd el método de Sosulski
(19). En el caso de la absorcion de aceite se sigui6 el
método descrito por Dench (20); para la capacidad y
estabilidad emulsificante se us6 el método descrito por
Naczk et al (21). En cuanto a la capacidad y estabilidad
espumante se siguio el método de Betschart et al.(22)
mientras que la capacidad de gelificacion fue determi-
nada por el método de Coffman et al. (23)

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra el disefio central compuesto con
las 17 combinaciones de las tres variables indepen-
dientes y los correspondientes resultados de los niveles
axial minimo inferior, minimo, central, maximo y
axial maximo respectivamente y el rendimiento del
aislado proteico obtenido tanto experimental como
teorico entre 54 y 79%.

TABLA 1

varianza que incluye el testde  Fis- Rendimiento del aislado proteico de avellana (%))
her, su probabilidad asociada, el co- Punto o
eficiente de determinacion R2 que  disefio X1 X2 X3 Actual  Teorico
mide la bondad de ajuste del modelo
de regresion y la Sefial/Ruido sino- ! 20(-1) 0.050 (-1) 9.00 (-1) 61.80 58,83
nimo de robustez. Finalmente se gra- 2 40 (+1) 0.050 (-1) 9.00 (-1) 69.90  68.32
fico el comportamiento de la 3 20 (-1) 0.063 (+1) 9.00 (-1) 67.50  66.14
respuesta elaborando graficos de 4 40 (+1)  0.063 (+1) 9.00(-1) 7870  76.78
contorno y de superficie tridimensio- 5 20 (-19 0.050 (-1 11.00 (+1) 6630  68.49
nal utilizando el software Design Ex-
pert 6.07 (Stat- case, Minneapoles, 6 40 (+1) 0.050 (-1) 11.00 (+1)  66.40  68.03
USA). 7 20(-1)  0.063(+1)  11.00(+1) 5570  57.55
8 40 (+1) 0.063 (+1 11.00 (+1)  55.00 58.24
Caracterizacién del 9 10 (-alfa)  0.057 (0) 10.00 (0)  66.00  66.28
aQ‘fll:‘n‘:i"c:“’te‘“’ deavellana. 1, 50(aifa)  0.057(0)  10.00(0)  77.00  76.45
La composicién quimica se ana- 11 30 (0)  0.045 (- alfa) 10.00 (0) 65.00  65.56
lizo segin metodologias propuestas 12 30(0)  0.068 (+alfa) 10.00 (0) 64.40  63.46
por la AOAC (14). En cuanto a la 13 30 (0) 0.057 (0) 8,00 (- alfa) 64.00 68.05
proteina soluble se aplico el método 14 30(0)  0.057(0)  12.00 (+alfa) 63.50  59.18
de Lowry (15) 15 30000 0057(0) 1000 (0) 63  59.94
Fisicas 16 30 (0) 0.057 (0) 10.00 (0) 54.00  59.97
La densidad aparente y compacta- 17 30 (0) 0.057 (0) 10.00 (0) 63.00 59.93

cion (Bulk density) fueron determi-

X1= tiempo (min); X2=relacion soluto/solvente; X3=pH
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o ~ TABLA2 -
Analisis de varianza y valores de probabilidad
obtenidos de la optimizacion del aislado proteico avellana

s Suma
F.variacion =44, GL Fexp. Probab  R2
X1 103.53 562  0.05* 14.9

0.29 0.61 0.8
4.28 0.05%* 11.3
8.72 0.02* 23.1
X5? 26.92 1.46 0.27 3.9
X3? 16.59 0.90 0.37 24

1
X2 5.27 1
1
1
1
1
X1X2 0.66 1 0.04 0.85 0.1
1
1
5
2

X3 78.77
X2 160.60

X1X3 49.50 2.69 0.15 7.1
X2X3 166.53 9.04  0.02*  24.0
Falta ajuste ~ 74.97 0.56 0.74 10.8
54.00 7.8
Total 695.09 16 81.5

Error puro

Xl1=tiempo X2=relacion soluto/solvente X3=pH
*significativo p<0.05

TABLA 3
Analisis quimico comparativo entre Aislado Proteico de
Avellana (APA), Avellana y Concentrado proteico de avellana

Componente APA(a) Avellana (b) CPA(b)
Humedad 3.96 7.50 4.25
Cenizas 5.00 3,6 4.15
Fibra cruda 0.68 2.80 2.14
Extracto etéreo 1.29 49.30 4.62
Proteina 76.00 12.40 21.47
Hidratos de
Carbono 13.07 24.40 63.37
Fuente: (a) Aislado Proteico Avellana; (b) (ref. 10)
TABLA 4

Propiedades funcionales de aislados proteicos
Prop. Funcionales APA  APR(a) APS(b) APL(c)
Absorcion agua 320.00 208.32 331.65 155.00
Absorcion aceite  410.00 188.75 440.00 389.00
Cap.
Emulsificante 54.35 61.32  70.00 74.00
Estab.
Emulsificante 42.93 55.50  68.00 69.40
Cap. Espumante ~ 221.05 8.87  46.00 92.40

APA =Aislado protéico avellana, APR=Aislado protéico raps,
APS= Aislado proteico soya y APL= aislado proteico lupino
Fuente: (a) (ref.24); (b) (ref.25); (c) (ref.26)

Por otra parte en la Tabla 2 se presentan los
resultados del analisis de varianza que permite
identificar las variables con un efecto signifi-
cativo en la variacion de la respuesta, asi como
la contribucion de las variables independiente
para explicar el comportamiento de la res-
puesta, destacando los factores lineales tiempo
de contacto y pH.

La Tabla 3 presenta el analisis quimico
comparativo entre el aislado proteico de ave-
llana, el fruto y el concentrado proteico mos-
trando diferencias significativas entre estos
productos como consecuencia de las manipu-
laciones a las que fueron sometidas (11)

La Tabla 4 describe las propiedades fun-
cionales del aislado proteico de avellana com-
parado con los aislados proteicos de colza
(24), soya (25) y lupino (26) destacando los
valores de absorcidon de agua, aceite y capa-
cidad espumante.

La Figura 1 incluye la representacioén gra-
fica tanto tridimensional como de contorno del
efecto de las variables independientes tiempo
y pH sobre el rendimiento del aislado proteico
de avellana que permitié obtener la combina-
cion o6ptima de los factores de control para ob-
tener el maximo rendimiento. Estas fueron:
Tiempo entre 35 a 40 minutos; relacion m/sol-
vente 1/16 a 1/17 y pH 9.0.

10.50 |\ \ '\\.

| \ \ 35.00
1000 / | < ot
C:pH 9.50 s T
900 20.00 FIETES
FIGURA 1

Efecto de la variacion del rendimiento
(%) del Aislado proteico

de avellana causado por lo factores de

control pH y Tiempo de contacto (min)
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DISCUSION

Optimizacion de las condiciones de

extraccion de la proteina de avellana.

En general, la eficiencia de la extraccion de la pro-
teina esta influenciada por multiples factores que deben
actuar simultaneamente. De acuerdo a los resultados
mostrados en la Tabla 1 se observa que el mayor con-
tenido de proteina correspondié a las condiciones de
extraccion del punto de disefio 4 (tiempo de contacto
= 40 minutos, relaciéon muestra/ solvente = 1/16 y pH
=9.0) dando como resultado un 78,7% de proteina so-
luble, mientras que el menor resultado se encontr6 en
los puntos de disefio 7, 8, y 16 (tiempo de contacto =
entre 30 y 40 minutos, pH = entre 10 y 11 y relacién
muestra/ solvente = 1/16) con rendimientos entre 55%
y 56%. Esta disminucion en el rendimiento podria ser
explicado por un incremento en la alcalinidad del
medio hasta un pH 11, y disminucion de relacion so-
luto/solvente tendencia que concuerda a lo obtenido
para la extraccion de proteinas de lupino (26).

Finalizada la parte experimental, los datos fueron
sometidos a un analisis de regresion multiple, deter-
minandose la relacion causa/efecto entre el rendi-
miento de la extraccion de proteina (Y) y los
coeficientes de regresion lineal, cuadratica e interac-
ciones que se muestran en la siguiente ecuacion poli-
némica ajustada de segundo orden.

Y =59.94 +2.54X1 -0.62X2 — 2.22X3
+2.86X12+ 1.58X22 + 0.92X32
+ 0.29X1X2 —2.49X1X3 -4.56 X2X3

Los coeficientes de regresion indican que existe un
claro predominio causa/efecto de las variable tiempo y
pH, en sus formas lineales mientras que en la forma no
lineal destacan las variables tiempo y relacion
soluto/solvente. En cuanto a las interacciones el mayor
efecto correspondi6 a la relacion soluto/solvente y pH,
hechos que fueron confirmados con el analisis de va-
rianza (ANOVA) como muestra la Tabla 2.con valores
de F experimentales y regiones de probabilidad demos-
traron variaciones significativas (p<0.05) en la extrac-
cion de la proteina. El ajuste del modelo fue
comprobado por el coeficiente de determinacion R? =
0.8145 valor que indica una buena relacion causa
efecto, que junto con el valor de la sefial/ruido de 5,49
indican que la calidad de la respuesta es robusta y con-
sistente a pesar de la interferencia o ruido. Observando
los graficos que relacionan los factores de control

tiempo de contacto con el solvente, relacion muestra/
solvente y pH, se demostré que el factor tiempo destaca
nitidamente en la variacion de la respuesta comparado
con los factores pH y relacion muestra/ solvente, de
esta manera la mejor combinacion de los factores para
obtener el 6ptimo resultado fue: tiempo entre 30 y 40
minutos, pH 9.0 y relacion muestra/ solvente entre 1/15
a 1/16), con un rendimiento del APA cercano a 77 %.
(ver Figuras 4.1, 4.2, 4.3). Esto se puede explicar por-
que la avellana contiene altas concentraciones de albu-
minas (42%)y globulinas (20.2%), las cuales son muy
solubles en agua y porque a pH alcalinos la solubilidad
de las proteinas aumenta (27). Finalizado el proceso de
optimizacion se valido el resultado experimental reali-
zando un ensayo confirmatorio utilizando la combina-
cion optima de las variables independientes, dando
como resultado un rendimiento final de 76%.

Caracterizacion del aislado proteico de avellana

El objetivo de determinar las caracteristicas fisicas,
composicion quimica y las propiedades funcionales
del APA, fue comprobar si estas caracteristicas son
apropiadas para ser incorporado en alimentos donde
se desee aumentar la concentracion de proteinas.

Caracteristicas fisicas

Densidad aparente

La densidad aparente del APA fue de 0,504 g/ cm?
propio de productos livianos y porosos, siendo este
valor menor al reportado por Jonquera (28) para el con-
centrado proteico de avellana (CPA)= 0,626 g/ cm?.

Compactacion

Cuando los s6lidos son colocados en un recipiente,
el volumen total ocupado tendra una sustancial pro-
porcion de aire incrementado su volumen. La porosi-
dad del material envasado se define como aquella
fraccion del volumen total que esta ocupada por aire
y es afectada por la geometria, tamafio y propiedades
superficiales del producto (29). Terminado el proceso
de compactacion, el volumen inicial disminuyé un
43,4 %, resultado ligeramente inferior al reportado por
Jonquera (28) de 52 % obtenido con el CPA. Cuando
un producto tiene un valor alto de compactacion, su
transporte se facilita, ya que después de comprimirlo
su volumen disminuye considerablemente.

Color
El color y la apariencia en general son los primeros
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indicadores de calidad de los productos alimentarios.
En este estudio se hizo una comparacion del APA, con
una muestra comercial de carne vegetal de soya (CVS)
y datos de CPA reportados por Jonquera (28).

En cuanto al parametro L*, se puede apreciar que
no existen grandes diferencias entre CPA y APA con
valores de 77.37 y 79.03 respectivamente, caracteri-
zados por poseer un brillo superior a CVS. Distinto
es el comportamiento del pardmetro a*, ya que tanto
el APA (5.12) como el CPA (2.55) se encuentran en la
zona positiva con una tonalidad roja, mas intensa en
el APA, mientras en la CVS (-2.1) su comportamiento
es distinto por presentar una tendencia al verde (lado
negativo). En cuanto al parametro b* tanto el tanto el
APA (26.4) como el CPA (20.4) presentan una apa-
riencia amarilla de tonalidad mas clara en el APA de-
bido a la asociacion de los parametros a* y b*, donde
predomina este ultimo. Este hecho resulta de suma im-
portancia, ya que se puede disimular de mejor forma
la incorporacién de este aislado proteico a productos
que necesiten complementar su formulacion.

Caracterizacion quimica

Analisis proximal

La Tabla 3 muestra los sucesivos cambios produci-
dos en la manipulacion de la semilla hasta la obtencion
del APA., destacando el incremento de la concentracion
de proteinas de 12% para la avellana a 76% para el
APA y el incremento de fibra en CPA (21%) en la ave-
llana para luego disminuir a un 0.7% en el APA asi
como la drastica disminucion del contenido en aceite
desde un 50% en el fruto a un 1,3% en el APA.

En cuanto al contenido de proteinas del APA existe
mucha informacién en la literatura especializada en
estos temas, asi por ejemplo Cantoral et al (29) traba-
jando con haba y soja obtuvieron rendimientos entre
80 y 82% respectivamente, usando metodologias de
liofilizacion y extraccion alcohodlica superiores al ob-
tenido en el. APA. También se puede citar los trabajos
de Ulloa ef al (3) que reportaron un 68% trabajando
con garbanzos utilizando la técnica de ultrafiltracion;
73% para el aislado proteico de lupino citado por
Lopez et al (30), 63% para aislado proteico de germen
de maiz reportado por Dondero y Meneses (2) y 53%
para concentrado proteico de girasol Bourgues et al
(8). Respecto a los otros componentes que comprende
el andlisis proximal destaca la baja concentracion de
fibra cruda (0,68 %) en el APA. Esta informacion es

importante, por su influencia sobre el grado de apro-
vechamiento de este producto y su perfil de aminoa-
cidos esenciales (10).

Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales del APA, aislado pro-
teico de raps (APR), aislado proteico de soya (APS)
y aislado proteico de lupino (APL) se presentan en la
Tabla 4.

Absorcion de agua

La cantidad de agua asociada a las proteinas esté
estrechamente relacionada con su perfil de aminoaci-
dos y aumenta con el nimero de cargas eléctricas de
éstas, conformacion o estructura, pH, temperatura,
fuerza i6nica y la concentracion de proteina. La capa-
cidad de absorciéon de agua del APA result6 ser com-
parable al APS y superior al APR y APL .Este
comportamiento segun lo expuesto por Pedroche J et
al. (24) permite suponer que el APA es apto para ser
usado en productos donde la retencioén de agua sea de-
seable como son carne, cecinas y productos lacteos.

Absorcion de aceite

La capacidad de absorcion de aceite del APA fue
de 410 % valor superior al APR y APL, segtin Pedro-
che et al (24), pero inferior al APS (25) . Por lo tanto
los usos que se le pueden dar a este aislado son pro-
ductos lacteos y embutidos.

Capacidad y estabilidad emulsificante

Con respecto a la capacidad emulsificante esta re-
sulto ser de 54,35 % para el APA, valor inferior a la
capacidad emulsificante reportada por Sathe et al. (26)
para APL de 74,00 %, 70% reportado por Kinsella
(25) para el APS y por Pedroche et al. (24) para el con-
centrado de raps (61,32 %). En cuanto a la estabilidad
emulsificante en el APA fue de 42,93 %, valor ligera-
mente inferior a la estabilidad emulsificante del APR,
APS (68,00 %) y APL (69,40 %).

Capacidad espumante

La capacidad de formacion de espuma resulto ser
de 21,59 % para el APA, expresado como porcentaje
de incremento de volumen, siendo este valor fue muy
superior al APR (21,50 %); APS (60%) y APL (58,00
%), valores reportados por Pedroche et al (25), Kin-
sella (25), y Sathe et al. (26), respectivamente.
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Estabilidad espumante

El volumen de espuma del APA al cabo de 90 mi-
nutos de reposo disminuy6 en un 19 %, valor superior
al APL que bajo iguales condiciones de tiempo, la es-
puma disminuyd 7,6 % (26).

Capacidad de gelificaciéon

Las proteinas son gelificantes mas eficientes que
los hidratos de carbono, porque son moléculas grandes
capaces de formar redes tridimensionales (31). La ge-
lificacion se ve favorecida por el tamaiio de las prote-
inas, la flexibilidad y la capacidad de las proteinas de
desnaturalizarse, ya que para la formacion de geles es
deseable la parcial desnaturalizacion de estas, sin rom-
pimiento de enlaces covalentes (32). EI APA presento
gelificacion a concentraciones de 14 % y 16 % (33)
valores superiores a los reportados por Sathe et al.(26)
para el APL con datos entre 8 y 12%.

CONCLUSIONES

La mejor combinacion de las variables indepen-
dientes para obtener el maximo rendimiento de aislado
proteico de avellana fueron: tiempo entre 30 y 40 mi-
nutos, pH entre 9 y 9,5 y relaciéon muestra/ solvente
entre 1/15 a 1/16, con un rendimiento final de aislado
proteico de 76%.

El trabajo experimental realizado permiti6 estable-
cer que las variables tiempo de contacto con el sol-
vente y la interaccion relacion muestra/ solvente — pH
afectaron significativamente (p<0,05) el rendimiento
del aislado proteico.

Las propiedades fisicas del aislado proteico de ave-
llana, tales como color amarillo claro, baja densidad
aparente (0,604 g/ cm?) y alto grado de compactacion
(43,4%) son caracteristicas que facilitan su incorpora-
cion a productos que necesiten complementar su for-
mulacion, ya que se puede disimular de mejor forma
la incorporacion de este aislado.

El aislado proteico de avellana es una buena alter-
nativa para el mejoramiento de la calidad nutritiva de
los alimentos, ya que presenta un aporte proteico de
76%., composicion de aminoacidos esenciales y bajos
contenidos de fibra (0,68%) y aceite (1,29%).

Entre las propiedades funcionales del aislado des-
tacan absorcion de agua (320 g/ 100 g), absorcion de
aceite (410 g/ 100 g), capacidad espumante
(221,05%), capacidad emulsificante (54,32%) y geli-

ficacion (14% y 16%), caracteristicas que demuestran
que el aislado puede ser utilizado en una gran variedad
de productos.

Se demostr6 que el empleo de la Metodologia Su-
perficie de Respuesta es efectiva como estrategia de
trabajo, obteniéndose resultados con reducidas corri-
das experimentales y en corto tiempo, factores que tie-
nen un impacto significativo en los costos de los
ensayos experimentales.
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SUMMARY. The aim of this study was to evaluate the
chemical and nutritional composition, to establish
frying processing conditions and to determine the sen-
sory profile and acceptability of Black Michuiie (BM)
potato chips. BM had a higher protein content, half the
ether extract content and nitrogen-free extract, a lower
caloric intake (70 kcal/100g) and amylose content
(17.5%) than Desirée (DES). To set the frying condi-
tions, the Taguchi method was applied using a matrix
design Lg (32,22). The variables studied were: tempera-
ture, time, potato variety (raw material) and pretreat-
ment. The responses evaluated were: the color
difference as well as the content of reducing sugars and
total polyphenols. The best frying conditions were BM
with a pretreatment at 160°C for 7 min for color, DES
without pretreatment at 140°C for 7 min for reducing
sugar content, and BM without pretreatment at 180°C
for 4 min for polyphenol content. Then, sensory profiles
of potato chips from BM, DES and a commercial pac-
kage were determined by selecting the descriptors tex-
ture, firmness, color, salty taste and oiliness. Significant
differences in color and oiliness were found. Finally,
the acceptability test was applied to BM potato chips
where color (64%) was the only attribute not as accep-
ted as texture (95%), salty taste (87%) and product
(97.3%). This study demonstrated that BM potato chips
have a satisfactory acceptability by consumers

Key words: Black Michuiie potato variety, frying con-
ditions, sensory evaluation.

INTRODUCTION

In Chile, potato is the country’s fourth most impor-
tant crop and a dietary staple (1). The Isla Grande de
Chiloé, located in the southern part of Los Lagos Re-
gion, is considered one of the sub-centers of origin for
potato due to the many findings of native varieties,
which were very useful for creating new potato varie-
ties (2). Native potato tubers show a wide variability
in tuber shape, flesh and skin color, texture, sizes, fla-

RESUMEN. Papa nativa variedad Michufie negra: carac-
terizacion, condiciones de fritura y evaluacion sensorial..
El presente trabajo tiene por objetivo evaluar la composicion
quimica y nutricional de papa Michuiie negro (BM), establecer
condiciones de proceso de fritura, determinar el perfil sensorial
y aceptabilidad de papas fritas chips. BM present6é un mayor
contenido proteico, la mitad de extracto etéreo y extracto libre
de nitrégeno, una menor ingesta calérica (70 kcal/100g) y un
menor contenido de amilosa (17,5%) comparada con la varie-
dad Desirée (DES). Para establecer condiciones de fritura se
utilizd metodologia Taguchi empleando una matriz de disefio
Lg (32,2%). Las variables seleccionadas fueron: temperatura,
tiempo, variedad de papa (materia prima) y pretratamiento. Las
respuestas evaluadas fueron: diferencia de color, contenido de
azucares reductores y polifenoles totales. Las mejores condi-
ciones de fritura fueron: BM con pretratamiento a 160°C por 7
min para color, DES sin pretratamiento a 140°C por 7 min para
azucares reductores y BM sin pretratamiento a 180°C por 4 min
para polifenoles totales. Luego, los perfiles sensoriales de las
papas chips de BM, DES y comercial fueron determinados se-
leccionando los descriptores textura, firmeza, sasbor salado y
aceitoso. Se encontraron diferencias significativas en los des-
criptores color y aceitoso. El color (64%) fue el tnico atributo
que obtuvo un nivel de aceptacion mas bajo entre los otros
como textura (95%), sabor salado (87%) y producto (97.3%).
Este estudio demostr6 que los chips de BM fueron satisfacto-
riamente aceptados por los consumidores.

Palabras clave: Variedad papa Michuiie negro, condiciones
de fritura, evaluacion sensorial.

vor, and phenological characteristics (3). They have
recognized attributes of flavor and red/blue color due
to the presence of such antioxidants as anthocyanins,
characteristic compounds of vegetal products. Mi-
chuiie, Guadacho, Lobo, Murta, Pachaconas are native
varieties, among many others. In addition, a wide va-
riety of potatoes cultivated in Chile such as Desirée,
Yagana, Asterix, Baraka, etc. have been introduced
from European countries or North America.
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According to Miranda and Aguilera (4), potato
chips and derivatives represent 12% of the market in
the main products of potato processing. Frying is a wi-
dely used method for cooking that creates unique tex-
tures and flavors in foods. Among potato sub-products,
potato chips are a high consumption food for their cha-
racteristics of flavor, aroma, crunchy texture, and in-
creased palatability afforded by the frying process (5).

During frying, the original structure of raw potato
undergoes transformations that will determine the qua-
lity attributes of the final product such as oil content,
crispness, roughness, porosity. In turn, these structural
changes depend on the processing
conditions of potato prior to being
fried and on frying conditions (e.g.
pretreatment, temperature, time).

Apart from the sensory benefits
of heat treatments like potato
frying, it has been shown that
these heat processes can also in-
duce undesirable color changes
largely produced by the Maillard
reaction (6). In this context, it is
necessary to control the reaction factors.

Among the different physical properties of foods
and food products, color is considered an important vi-
sual attribute in the perception quality of a product. Po-
tato chip color is a vital criterion for industrial potato
processing and is strictly related to consumer percep-
tion. Among the sensory potato attributes highlighting
texture, aroma, flavor, color, texture is considered the
most important. Several methodologies been used to
describe these sensory properties, among which Quan-
titative Descriptive Analysis is the best known (7, §,
9), as it provides the sensory profile of a product, as-
signing intensity values for each selected feature.

The aim of this study was to evaluate the chemical
and nutritional composition of the black Michuiie va-
riety, to establish frying process conditions, to contri-
bute to the knowledge of the sensory characteristics
of the black Michufie variety by producing the
sensory profile, and to determine the acceptability of
potato chips.

MATERIALS AND METHODS

Sample preparation
The native Black Michuiie (BM) from Chiloé,

Chile (Fig 1), the white flesh potato Desirée (DES),
and commercial packaged potato chips were used as
raw material. The samples were supplied directly from
the harvest area located on Chiloé Island. Both the
black Michufie and white-fleshed Desirée potatoes
were selected by discarding units with possible phyto-
sanitary problems. The commercial product was pur-
chased in the local market. Then, the selected potaoes
were hand-peeled, washed and finely cut with an elec-
tric mill AFK Germany Model AS-150 between 2.0 to
3.0 mm thick. For the frying process, an electric fryer
fitted with a thermocouple was used.

_ . FIGURE 1. )
Native black Michuifie potato variety from the Chiloé Island.

Chemical and nutritional analysis

In order to characterize the raw material, a proxi-
mal analysis was performed on samples of fresh native
potatoes. Moisture, ash, protein, ether extract, crude
fiber and nitrogen-free extract were measured in sam-
ples of fresh native potato samples according to
AOAC standard procedures (10). In order to determine
the caloric intake of the black Michuiie potato, the per-
centage of proteins, carbohydrates and ether extract
was calculated using Atwater coefficients.

Determination of amylose and total starch

To determine the amylose content in black Mi-
chufe potato, a megazyme amylose/amylopectin assay
procedure utilizing a commercial kit (Megazyme Ire-
land International, Ltd., Bray, Ireland) was performed
according to the manufacturer's recommendations.
This method applies a procedure based on the specific
precipitation of amylopectin by concanavalin-A lectin.
Amylose content is expressed as a percentage of total
sample starch. The total starch was determined by me-
asuring the total glucose after digestion with thermos-
table a-amylase and amyloglucosidase enzymes.
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Frying process conditions

Slices of both potato varieties were subjected to an
immersion pretreatment in a 1% citric acid solution
for 40 minutes in order to reduce enzymatic browning.
An electric fryer with commercial sunflower oil was
used to perform the chip frying, with a slice:oil ratio
of 1:20. The frying temperatures ranged from 140°C
to 180°C for 4 and 10 min. These conditions were eva-
luated applying an experimental design.

Design of experiments

The Taguchi methodology was used, as this can
work simultaneously with several control factors. This
method uses the so-called orthogonal arrays corres-
ponding to an experimental design, which allows a
mathematical evaluation independent of the effect of
each factor in the design (11). The independent varia-
bles were temperature (T) (140, 160 and 180°C), time
(t) (4, 7 and 10 minutes), potato variety (BM and DES)
or raw material (RM), and pretreatment (PT) (immer-
sion in citric acid). For this study, a matrix design Lg
(32,2%) was used, where the subscript 9 corresponds to
the number of experimental runs and the superscript
represents the controlling factors.

The analysis of the quality response averages for
each experimental run was carried out for studying the
"smaller is better" characteristic for a color change,
and "greater is better" for the case of reducing sugars
and total polyphenols. The average for level of each
factor and the variance analysis were then calculated
using Qualitek-4 software. The average magnitude dif-
ference of the response for each factor level was de-
termined in order to calculate the inclination slope so
as to estimate the impact of each factor on the response
and determine the optimal response theoretical equa-
tion (OTE). Finally, a confirmatory test was applied.

Color determination

To determine the potato chip color, a crushed sam-
ple was spread evenly over a miniplate, placed to cap-
ture the image inside a chamber isolated from natural
light and analyzed using Adobe Photoshop software
to determine the parameters L*=L/255, a*=(240a/255)
- 120, b*= (240b/255) - 120, where L: gives a lumi-
nance or brightness value of the sample, a: shows the
variation area between red and green of the spectrum,
b: refers to the variation area between yellow and blue
of the spectrum (12).

The color change AE was determined from the va-

AE* = \[((AL*)* +(Aa*)? +(Ab*)?) (eq. 1)

Determination of reducing sugars

An aqueous extract was obtained using a 2 g sam-
ple, which was centrifuged by removing the superna-
tant containing reducing sugars. A calibration curve
was prepared using 20 mg/L glucose as standard. An
aliquot of the sample (1 mL) was added to 1 mL of
2,5-dinitrosalicylic acid (DNS) and boiled for 5 min
(13). Then the sample was diluted with 5 mL of disti-
lled water and measured in a spectrophotometer
(Thermo Genesys model 6) at 540 nm. The samples
were run in triplicate.

Determination of total polyphenols

Total phenolic content was determined by its reac-
tion with Folin—Ciocalteu (FC) reagent (Fluka, Japan),
according to the method reported by Velioglu et al. (14).
Briefly, 200 microliters from the methanolic extract
were mixed with 1 mL of Folin-Ciocalteu reagent and
0.8 mL of Na,CO; (60 g/L) (Sigma-Aldrich, Germany)
solution was added to the mixture. After heating for 15
min at 45 °C in a water bath (MSH-10 Daih Scientific),
the absorbance of samples was measured at 765 nm
(Genesys 6, Thermo Scientific, USA). Results were ex-
pressed as gallic acid (Sigma-Aldrich, Germany) equi-
valent per gram of dry matter (mg GAE/g d.m.). The
measurement was carried out three times.

Sensory profile

For the sensory sample evaluation, the Quantitative
Descriptive Analysis (QDA) was measured using uns-
tructured descriptive analytical scales 85 mm long.
The generation of descriptors (texture, firmness, color,
salty and oily taste) as well as the manner for evalua-
ting them took place in open panel sessions during the
training panel. At the same time, discriminatory capa-
city was found by assessing their reproducibility. In
particular, firmness was determined by manipulating
the sample to evaluate whether it maintained its struc-
ture or disintegrated easily. With respect to the oily
characteristic, the remaining oil residue on the hand
was determined.

Consumer acceptability test
To perform the acceptability test, four parameters
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were selected: salty taste, color, crunchy texture and
product. The acceptability of each parameter was mea-
sured by means of the hedonic test (7) using a five-point
scale with ends: I dislike it very much and I like it very
much. In this trial, eighty-five consumers participated.

Statistical data analysis

The data were analyzed using analysis of variance
(ANOVA) and the significant mean difference was
determined with Duncan’s multiple comparison test
(p <0.05).

RESULTS

Characterization of black Michuiie potato

The chemical and nutritional composition of the na-
tive BM variety was compared with the standard white-
fleshed DES potato variety, as shown in Table 1.

From these values, the protein content of the BM
(6.8%) highlights that this doubles the protein content
of a standard potato, whereas the nitrogen-free extract
(NFE) in BM is 10%. This value is less than the stan-
dard potato content corresponding to 16% (15). Ac-
cording to these results, the variety from Chiloé Island
presented a lower carbohydrate content than the stan-
dard potato. In addition, the amylose percentage in
BM was slightly lower, reaching 17.5% compared
with 22.0% of the DES. The value obtained for energy
intake (70 kcal/100g) was lower than the value for a
standard potato.

TABLE 1.
Chemical and nutritional composition of black Mi-
chune and white-fleshed Desirée potatoes.

Black White-fleshed
Parameter (g/100 g) Michuiie Desirée

potato potato
Moisture 77.12 75.33
Ash 4.77 1.10
Proteins 6.86 2.53
Crude fiber 0.68 0.26
Ether extract 0.03 0.06
Nitrogen-free extract 10.54 20.72
Amylose 17.5 22.0
Energy (Kcal/100g) 69.86 93.54

Effect of frying conditions on color change in
potato chips

For color, the criterion "less is better" was used, i.e.
less color change is the best response. BM with a pre-
treatment at 160°C for 7 min of frying (design point
5) presented the best frying conditions obtained with
a AE of 8.18 (Table 2). ANOVA showed that the fac-
tors T, t and RM were significant (p<0.05), contribu-
ting 87.41% of the variation, where the temperature
conditioned the response robustness of 56.26%.

Effect of frying conditions on the reducing sugar
content in potato chips

For reducing sugar content, the criterion "more is
better" was used. The best frying conditions were ob-
tained using a standard potato without pretreatment at
140°C for 7 min (design point 2) reaching 0.97 mg of
glucose/g d.m. (Table 2). The variables T, t and RM
significantly affected the response (p<0.05), providing
together 95.79% and conditioning the response robus-
tness of 89.65%.

Effect of frying conditions on the polyphenol
content in potato chips

For the evaluation of the effect of frying conditions
on the polyphenol content in BM and DES potato
chips, the criterion "more is better" was used, i.e. hig-
her polyphenol content after the frying process is bet-
ter. Thus, the best combination of design factors were
found in the BM variety without pretreatment at 180°C
for 4 min of frying and reached 2.57 mg GAE/g d.m.
(design point 7) (Table 2).

ANOVA showed that the RM, T and PT variables
were significant (p<0.05) providing together 85.75%.
These variables determined a response robustness of
84.61%.

Sensory Profile

In texture and firmness, the samples showed a si-
milar intensity degree without significant differences
(p £0.05) among the samples (Table 3).

On the subject of firmness, a similarity was observed
in results cataloging samples as resistant to manipula-
tion without presenting signs of fragility. The salty taste
perception was similar in BM samples and in the com-
mercial product with an appropriate degree of intensity,
which differed significantly from the DES variety.

As for the color, values obtained in DES and com-
mercial samples were significantly higher than those
found in the BM as both were characterized by a ye-
llow color.
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TABLE 2
Orthogonal arrays L. (32, 22? and responses of Color, Reducing Sugar Content and Total
Polyphenols obtained for frying processing condifions

DP?ilrzlgtn Tlndepetndent \l;a;ableSPT Color (AE) (mg glugossg/ gdm.) (mg ng];g d.m.)
1 1 1 1 1 9.35+0.12 0.71+0.09 2.15+0.05
2 1 2 2 2 10.36+2.85 0.97+0.01 1.5440.13
3 1 3 1 1 8.91+1.26 0.64+0.02 1.85+0.05
4 2 1 2 1 13.32+0.91 0.7£0.01 0.61+0.02
5 2 2 1 1 8.18+0.30 0.54+0.01 1.37+0.71
6 2 3 1 2 14.91+£2.26 0.27+0.05 2.4240.17
7 3 1 1 2 13.87+1.06 0.43+0.003 2.57+0.14
8 3 2 1 1 15.65+3.95 0.41+0.02 2.52+0.01
9 3 3 2 1 29.38+1.58 0.42+0.001 1.93+0.09

T: temperature, t: time, RM: Raw Material, PT: Pretreatment RSC: Reducing Sugar Content

100 -
TABLE 3
Value averages (mm) of descriptors per

sample. Means with different letter (a, b) 5

indicate significant differences between £
potato varieties, according to the Duncan’s £
test at 0.05 significance. z
Black . . g 40 -
Descri -7~ Desirée Commercial ¢
escriptor Michufie . Z
. variety potato
variety 20
Texture 78@ 78@ 81® il h”
Firmness 81@ 74@ 72@
Salty 69® 62®) 77®
Color 22() 66 74(@
Oiliness 12® 16® 40@

The perception of oily potato chips was evident in
the three samples, with the presence of residual oil in
products of BM and DES varieties being more marked
than in the commercial sample.

Acceptability Test

To find out if the variety of BM potato chips grati-
fies consumer expectations or not, an acceptability test
was performed separately analyzing color, texture,
salty taste and the product (Fig. 2).

a) Color

The result of the consumer survey was 64%
for the sum of the scores: I like it a lot, I like it and 1
am indifferent, compared with 36% of the ratings
made by: I dislike it, I dislike it a lot. This attribute
must be taken into account because color is one of the

Ilikeita lot

bil .

[like it I am indifferent Idishiket Idislikeit a lot

meolor Btexture Osalty taste Dproduct

FIGURE 2
Acceptability results of the studied

characteristics in black Michuiie potato chip variety.

most important quality parameters valued by consu-
mers in this type of product.

b) Texture

In connection with this descriptor, the results
were significantly better for BM potato chips as the
acceptability reached 95%.

c¢) Salty taste

A low percentage of consumers (13%) rejec-
ted the product for its salt content, while 87% of con-
sumers accepted it.

d) Product

The BM potato chip was very well accepted
by consumers based on several characteristics. Only
2.7% of consumers said they disliked the product
compared with 97.3% of favorable responses.
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DISCUSSION

The results of the amylose percentage found in BM
(17.5%) and DES (22.0%) are similar to those reported
in the literature. (16, 17). A high amylose content is
supposed to be favorable in foods such as potatoes.
The presence of high levels of amylose may enhance
the functionality of starch, e.g. its film-forming ability
(18, 19). In addition, Hu et al. (20) reported that the
amylose/amylopectin ratio is generally 20/80. Howe-
ver, an increased amylose content also increases the
resistant starch content, as amylose is not completely
digested by digestive enzymes. Therefore, not all car-
bohydrates rich in amylose are used by the organism.
Consequently, an increase in amylose content could
contribute to a reduction in the glycemic index.

The value obtained for energy intake was 25% less
for BM than for DES. Considering that one of the gre-
atest public health problems nowadays is the obesity
caused by an inappropriate diet with an increased in-
take of high-calorie foods, BM represents a nutritious
and healthy alternative that could be incorporated into
everyday foods.

The evaluation of the effect of frying conditions on
the color change in BM and DES potato chips variety
made it possible to obtain the best combination of
frying conditions.

The fried potato chip color is an important parameter
to be controlled during the transformation process. Fried
potatoes with a noticeable color change are the result of
the Maillard reaction, which depends on the content of
reducing sugars, amino acids or proteins in the surface,
on the temperature and on the frying time (21).

The DES potato chip obtained the best response
with regard to the effect of frying conditions on the re-
ducing sugar content. This fact should be explained
because the black Michuie potato has a lower initial
reducing sugar content and it is therefore also lower
after frying.

The reducing sugar content is an important para-
meter to measure, since this is a precursor to the for-
mation of the Maillard reaction, and a substantive
change in the reducing sugars would indicate that the
reaction had occurred. A higher content of reducing
sugars remaining after frying is better as this indicates
that this precursor has not been used during the Mai-
llard reaction.

Polyphenols are secondary metabolites widely

known to have antioxidant activity. Polyphenols pro-
cessed at high temperatures tend to decrease because
some of them are thermolabile. For this reason, it was
important in this study to evaluate the total polyphenol
content in native potatoes after a frying process. When
comparing the total polyphenol content in both potato
varieties after the frying process, BM showed the hig-
hest value. Vattem and Shetty (22) observed the incre-
asing polyphenol content in potato chips after the
frying process. These authors explained that the poly-
phenol content increase may be because a high tem-
perature would lead to a pyrolysis of phenolic
compounds present in the vegetable cell wall.

The lower values obtained in color of the BM com-
pared with DES and commercial samples could be ex-
plained by the chemical composition of potato from
Chiloé Island, which has a blue/reddish color due to
the polyphenol presence in this variety.

The presence of increased residual oil in BM and
DES products compared with the commercial sample
may be attributed to the non-commercial frying pro-
cess for BM and DES. According to the results of the
acceptability test, BM was properly accepted by con-
sumers, and color was the only attribute that produced
a certain level of rejection.

CONCLUSIONS

Chemical analysis in native BM potato showed dif-
ferences to standard white-fleshed potato DES, mainly
in the protein content and NFE. In the blue BM va-
riety, potato chips were obtained with less of a color
change, a lower reducing sugar content and a higher
polyphenol content, where the potato variety, tempe-
rature and frying time significantly influenced the res-
ponses (p<0.05).

The sensory profile was determined for BM potato
chips using QDA, and an analysis of variance was ca-
rried out. Significant differences in color and oily des-
criptors were found, and the results of this study
demonstrated that BM potato chips have a satisfactory
acceptability, with color being the only descriptor that
causes a certain rejection due to the presence of red-
dish blue shades.
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NOTAS NECROLOGICAS

Juan Claudio Sanahuja
1921 - 2012

Juan Claudio Sanahuja naci6 en Buenos Aires,
Argentina y realizo sus estudios universitarios en la
Escuela de Farmacia y Bioquimica, dependiente de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
de Buenos Aires. Egres6 como Farmacéutico en
1942 y Bioquimico y Dr. en Bioquimica y Farmacia
en 1945, con Medalla de Oro, permaneciendo como
docente e investigador en la Catedra de Bromatolo-
gia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, de la
Universidad de Buenos Aires, UBA.

Fue Becado por CONICET en 1960-1961 para
realizar estudios de Nutricion en Wisconsin
(EE.UU.), siendo coautor de trabajos relevantes
acerca del desequilibrio de aminoacidos y desnutri-
cion Proteico-Calorica, tema de gran interés en
aquel momento. Regresd a Buenos Aires cuando la
Escuela de Farmacia y Bioquimica se habia consti-
tuido en Facultad, en la cual se hizo cargo de la Ca-
tedra de Bromatologia. Como Profesor Titular de
Bromatologia, gestiond la creacion del Departa-
mento de Bromatologia y Nutricion Experimental,
que se concretd en 1964. Ejercio la direccion del
nuevo Departamento donde se constituyeron en
forma independiente las Catedras de Bromatologia
y la de Nutricién con su cuerpo propio de Profesores
y personal docente, incorporando la asignatura Nu-
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tricion en los planes de estudio de Farmacia y de
Bioquimica.

La Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UBA, por su iniciativa fue la primera en el pais que
incluy6 Nutricion en los planes de estudio de las Ca-
rreras de Farmacia y de Bioquimica, asi como las
Residencias Bioquimicas en Nutricién y en Broma-
tologia y la prestacion de servicios en Nutricion y
Bromatologia.

Constituy6 un grupo de trabajo con jovenes pro-
fesionales que continuaron bajo su direccion las in-
vestigaciones iniciadas en Wisconsin. Dirigio
numerosas Tesis doctorales de los docentes e inves-
tigadores que luego continuaron su trayectoria cien-
tifica en el pais y en el exterior, extendiendo la linea
de investigacion en Nutricion Experimental a la in-
vestigacion clinica en el drea de recuperacion nutri-
cional de nifios desnutridos y de Evaluacion
bioquimica del estado nutricional. Muchos de sus
discipulos continuaron con los trabajos de docencia
e investigacion en el pais y en el exterior, promo-
viendo la inclusion de los estudios de Bioquimica
nutricional en los planes de estudio de las carreras
de Farmacia y de Bioquimica de diversas Universi-
dades Nacionales.
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Fue Decano de la Facultad de Farmacia y Bio-
quimica en 1979-1983 y ocio emérito y fundador
de la Sociedad Latinoamericana de Nutricion
(SLAN), ejerciendo su Presidencia en 1981-1982.
Particip6 activamente en los foros académicos de
la region involucrados con la salud y la nutricion,
desde aspectos relacionados con la produccion de
alimentos, su tecnologia, hasta la clinica y la epi-
demiologia nutricional, incluyendo aspectos de
salud publica. Fue Presidente emérito y socio fun-
dador del Capitulo Argentino de la Sociedad Lati-
noamericana de Nutricion (CASLAN), creada en
1976, Miembro del Directorio de CONICET (PK)
(1980-1983) y del New York Academy of Sciences
de EE.UU. Recibid premios a trabajos sobre prote-
inas y aminoacidos en nutricion, sobre Bromatolo-
gia y el Premio Konex 1983: Bromatologia,
Nutricion y Tecnologia de Alimentos.

Se incorpor6 como miembro de numero de la
Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica,
siendo Presidente en el periodo 2002— 2004. Desde
la Academia promovi6 la importancia de las Acade-
mias Nacionales y fue designado Miembro de la
Academia Real de Madrid, de Catalufia, Chile y

Perti y Presidente de Honor de las Academias Ibe-
roamericanas de Farmacia.

Tuvo la vision de la importancia de la Nutricion
en la Tecnologia de Alimentos y logrd la creacion
de la Licenciatura en Industria Alimentaria, como
especializacion de postgrado. Dicha carrera fue sus-
tituida en 1994, por la actual Maestria en Bromato-
logia y Tecnologia de la Industrializacion de los
Alimentos, carrera compartida con la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la UBA.

La Facultad de Farmacia y Bioquimica le debe
el inicio de las lineas de Investigacion de las Cate-
dras de Bromatologia y de Nutricion que tienen con-
tinuidad y siguen llevandose a cabo en el &mbito de
la UBA y de otras Universidades Nacionales. Sus
discipulos le deben el agradecimiento de haberles
inculcado el interés por la docencia y la investiga-
cion dentro de los conceptos éticos y morales que
marcaron su trayectoria y esperamos que las jovenes
generaciones puedan continuar su trayectoria bajo
los mismos criterios.

Maria Luz Pita Martin de Portela
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

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

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

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

REQUISITOS PARA LA PRESENTACION
DE MANUSCRITOS VIA ELECTRONICA

Resumen de requisitos:

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

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

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

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

RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

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

INTRODUCCION

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

MATERIALES Y METODOS

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

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

RESULTADOS

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

DISCUSION

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

CONCLUSIONES

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

AGRADECIMIENTOS

Mencione la procedencia del apoyo recibido en forma de
subvenciones (equipos, reactivos, medicamentos) y a las ins-
tituciones financiadoras del estudio, dependencia e institu-
ciones que apoyaron su ejecucion, asi como a personas y
colaboradores.

TABLAS Y FIGURAS

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

REFERENCIAS

En el texto numere las referencias consecutivamente si-
guiendo el orden en que se mencionan por primera vez y se
identificaran mediante nimeros arabigos entre paréntesis.
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Las Referencias seran listadas al final del manuscrito en
orden numérico, no en orden alfabético. La veracidad de la
informacion contenida en ésta seccion es responsabilidad del
autor (de los autores).

COSTO POR PAGINA

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

Debido a que no existe al presente una traduc-
cion oficial al espafiol, se transcribe por razones de
espacio, solo el titulo del documento que sigue:
UNIFORM REQUIREMENTS FOR MANUS-
CRIPTS SUBMITTED TO BIOMEDICAL
JOURNALS: WRITING AND EDITING FOR
BIOMEDICAL PUBLICATION. Updated Octo-
ber 2008. Para una lectura completa de esta version,
los autores deben acudir al siguiente sitio:
http://www.icmje.org
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