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EDITORIAL
LA CIENCIA DE LA NUTRICION EN AMERICA LATINA

Desde hace ya algin tiempo se ha podido notar que el mayor niimero de
articulos que se publican en Archivos Latinoamericanos de Nutricién
corresponden al drea de Ciencia y Tecnologta de Alimentos, mientras que el
numero de articulos que enfocan el campo de la Nutricién propiamente dicho,
es relativamente escaso y —lo que es mds— con cierta tendencia a disminuir
con el tiempo. Los siguientes datos constituyen prueba de esta aseveracién. En.
1987, del total de articulos publicados ese ano, alrededor del 57% versaban
sobre Ciencias de Alimentos, mientras que solo cerca del 24% se centraban en
Nutricion, y lo mismo ocurrié en 1988 y 1989.

Los arttculos en Ciencia y -Tecnologta de Alimentos, sin embargo, en
general tienen un componente nutricional, ya que el alimento objeto de estudio
no solo fue sometido a pruebas de procesamiento y evaluacién sensorial, sino
también ha sido sometido a cierto tipo de evaluacion nutricional. Esto sugiere
que en los cienttficos y tecnologos de alimentos se ha creado conciencia de que
el alimento es mds que s6lo un portador de sabor, funcionalidad y saciedad del
hambre; el alimento también es un vehtculo de nutrientes y nutricién. Por
consiguiente, por ese lado el drea de nutricién debe considerarse afortunada.

No obstante, lo que es preocupante es la poca cantidad de articulos que
versan sobre la ciencia de la nutricién. En el pasado, como debemos manifes-
tar, log artticulos en este campo de interés eran relativamente abundantes, por
lo general refiriéndose al problema de la deficiencia protetnico-caldrica que
exist{a antes, y que aun hoy persiste. Hoy dta, el énfasis radica en el aplicar los
conocimientos adquiridos para ayudar a la solucién del problema, pero se ha
&enerado muy poca nueva informacién al respecto. Todo ello es el reflejo del
poco interés que en la actualidad se percibe en la ciencia de la nutricion, lo que
también ha afectado el dinamismo que en algin tiempo existié en la Sociedad
Latinoamericana de Nutricién. ‘

El drea de la Ciencia de la Nutricion presenta oportunidades en materia
de investigacion, pues ademds de los problemas de mala nutricién, ya son
comunes o estdn en incremento los problemas nutricionales por exceso de
consumo o por consumo inadecuado de alimentos. Algunos rubros que podrian
investigarse son los efectos del consumo de aceites saturados de productos como
palma africana que cada dta abunda mds y se encuentra disponible en la
Region. Existen todavta deficiencias de vitamina A, pero poco se ha hecho por
establecer la biodisponibilidad de las fuentes de carotenosde las que se dispone
en América Latina. Existen también deficiencias en elementos como Zn y Fe,
¥ el consumo de FD es relativamente alto en grandes sectores de la poblacion.
Cada dfa el consumo de los alimentos denominados “fast foods”, fritos,
aumenta, y no se sabe nada en cuanto al efecto que a largo plazo esto pueda
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tener en la salud. En fin, existen muchos rubros de investigacion en Nutrici¢n
Bdsica o Aplicada que ameritan ser estudiados. Para lograrlo se requiere de
varias actividades, entre ellas la de renovar el interés en la Ciencia de Ig
Nutricién en América Latina, y revivir el dinamismo que caracterizara g lg
SLAN, los centros de Nutricion, y las Universidades.

ALAN estard siempre presto a servir su propdsito principal, que no es otro
que el de mantener debidamente informados a los cientificos interesados en
Nutricién y ciencias afines, ast como el de contribuir positivamente a ung
comunicacion cientifica activa, que es tan necesaria y que juega un papel cuyq
importancia no puede menoscabarse, en el desarrollo de América Latina.

Ricardo Bressani
Editor General
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CARACTERISTICAS QUIMICAS Y BIOQUIMICAS DE LA
BIOMASA MICROBIANA

Carlos Rolz!

Instituto Centroamericano de Investigacién
y Tecnologia Industrial (ICAITI),
Guatemala, Guatemala, C.A.

RESUMEN

La composiciéon quimica y bioquimica de la biomasa microbiana determi-
nari su potencial nutricional, el cual varia segin las diferentes especies de
microorganismos, la fuente de nutrientes, y la forma empleada para su
crecimiento, asi como también por efectos del proceso durante el propio
crecimiento o posteriores durante la recuperacién de la biomasa. Se detalla
la composicién quimica de los productos de biomasa microbiana producidos
comercialmente o en instalaciones piloto demostrativas, clasificindolos
segiin procedencia de algas, bacterias, levaduras u hongos. Finalmente, se
resefia informacion sobre el efecto que algunos parimetros ejercen en la
composiciéon de la biomasa, que ilustra tendencias observadas experimen-
talmente, sin llegar a constituir una revisiéon exhaustiva de la literatura
técnica,

INTRODUCCION

La biomasa de microorganismos ha sido considerada desde el
Punto de vista nutricional como una de las posibles fuentes no tradi-
cionales de proteina. Este hecho se refleja en el término comiinmente
empleado para identificarla: “PUC” (proteinas unicelulares),
traducido literalmente del equivalente anglosajén “SCP” (single-cell
Protein), que fuera concebido y universalmente aceptado en dos
reuniones de expertos, celebradas a nivel internacional (1, 2).

. No obstante, aparte de la proteina, la biomasa microbiana con-
tienecantidades apreciables de carbohidratosy lipidos, generalmente

Manuscrito modificado recibid;): 29-10-817.

1 Jefe, Divisién de Investigacién Aplicada, Instituto Centroamericano de Investigacién y
Tecnologia Industrial (ICAITT), Apartado Postal 1552, Guatemala, Guatemala, C.A.
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como biopolimeros heterogéneos que forman parte de las diferentes

estructuras intracelulares y de la pared celular. Dichos compuestos,

,:luntamenw con la proteina, son fuentes de energia o calorias de la
ieta.

Por otro lado, y en menor cantidad estdn los dcidos nucléicos, lag
vitaminas y los minerales. En algunos casos se atribuye también la
existencia de ciertos factores estimulantes del crecimiento no iden.
tificados, aun cuando como lo menciona Mateles (3), éste todavia es
un tema de controversia entre diferentes especialistas.

Por todo lo expuesto, el término proteinas unicelulares (“PUC"),
no sélo estd incorrectamente aplicado, yaque hay microorganismos
multicelulares de interés comercial, sino que es discriminante en
cuanto al potencial nutricional del producto.

La composicién quimica y bioquimica de la blomasa microbiana
determinard su potencial nutricional. La misma varia naturalmente
no sélo entre diferentes especies de microorganismos, sino también
entre miembros de una sola especie. Atiin m4s, la composicién celular
depende de la fuente de nutrientes empleada y de la forma de
crecimiento utilizado, incluyendo algunos pardmetros externos como
la temperatura y otros efectos de procesamiento ulteriores a la
recuperacién de la biomasa. Finalmente, también existe la posibili-
dad de alterarla composicién quimica por manipulacién genética del
microorganismo en cuestion,

Cualquier comparacién entre microorganismos o entre microor-
ganismos y otras fuentes proteinicas tradicionales o no tradicio-
nales, no deja, pues, de ser ciertamente irrelevante si no se especifi-
can en detalle todas las variables mencionadas. Alin con esa ad-
vertencia, brevemente se ilustran a continuacién los rangos de
composicién de la biomasa microbiana, para luego describir en
detalle los efectos de algunas variables sobre dichos valores.

DISTRIBUCION DE LOS MACROCOMPONENTES

La biomasa de microorganismos recuperada de cultivos en su
fase exponencial de crecimiento.usualmente consiste de 2-3% de
ADN, 10-15% de ARN, 40-60% proteina, 15-20% de polisacdridos, y 10-
15% de lipidos en base seca (4). Frecuentemente se ha citado la
oomposncnén elemental de bacterias y levaduras como: carbono, 45-
53%; oxigeno, 19-32%; nitrégeno, 7.5-14%; hidrégeno, 6.0-7.3%, y mine-
rales 4.8-8.0%.

En la Tabla 1 se ofrecen las cifras correspondientes a los rangos
en que se encuentran los principales macrocomponentes de la bio-
masa de algas, bacterias, hongos y levaduras. Como era de esperar,
los rangos son bastante amplios y atin asi no son limitantes por las
razones antes expuestas. Los mayores contenidos proteinicos se
logran con bacterias, las que también muestran una mayor propor-
cién de dcidos nucléicos originados por una velocidad mayor de
reproduccién de su masa.
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TABLA 1

COMPOSICION DE LOS MACROCOMPONENTES FRECUENTEMENTE
CITADOS DE LA BIOMASA MICROBIANA EN BASE SECA

Microorganismos (Il:,:o::;;) Acidos nucléicos  Lipidos  Cenizas
Algas 45-73 3-8 2-20 §-10
Bacterias 40-83 6-20 221 3-10
Hongos 30-50 ‘418 2.8 3-14
Levaduras 40-68 3-15 124 810
Referencias

Kilhberg (5) Cuadro 1, p. 433. . MacLennan ef al. (70) Cuadro 1, p. 22
MacLaren (67) Cuadro 2, p. 595. Rehm (71) Cuadro 2, p. 311.

Rogers (68) Cuadro 1, p. 111. Praeve y Faust (72) Cuadro 3, p. 555.
Drews (69) Cuadro2,p.16. . Roth (73) Cuadro 3, p. 124.

COMPOSICION QUIMICA DE PRODUCTOS
PRODUCIDOS INDUSTRIALMENTE

La composicién quimica de los productos de biomasa microbiana
se proporciona en las Tablas 2 a 5. A continuacién se listan y han sido
producidos comercialmente o en instalaciones piloto operadas por
cierto tiempo prudencial.

Algas

[A]* Localizadas en el sudeste asidtico operan fabricas pequeiias
que cultivan algas, principalmente Chlorella sp, bajo condiciones
autotréficas, heterotréficas y mezclas de ambos, diseiadas para su
Incorporacién en ciertos alimentos dietéticos para humanos (8-10).

[B] En el Instituto de Tecnologia de Israel (Technion), se ha
desarrollado tecnologia para producir biomasa de algas en lagunas
con alta tasa de oxidacién, empleando como substrato aguas negras
municipales (11). Aunque existe una poblacién mixta microbiana,
bajo ciertas condiciones predomina una especie de alga sobre las
demsds. Cientificos de la Organizacién de Investigacién Agricola,
Centro Volcani en Bet Dagan han informado sobre la composicién de
biomasa, consistente principalmente de Chlorella, separada por cen-
El)fugacién y deshidratada en un secador de tambores rotatorios (12,

[C] En el Centro de Estudios de Microorganismos Autotréficos

2 Las letras maytisculas identifican a los diferentes productos en las Tablas co-
rrespondientes.




COMPOSICION QUIMICA DE ALGAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE

TABLA 2

O EN UNIDADES PILOTO
Productos de biomasa
Macrocomponentes
(g/100 g base seca) [A} Chlorella® [B] Chlorella® [C] Scenedesmus? [D] Scenedesmus®
acutus 8M acutus 273-3a
Proteina cruda 54-58 57.4 53.8 46-64
Proteina verdadera 40-41 - 43.9 48
Grasa 6-16 6.9 11.7 8-14
Fibra cruda 4 22 - 3-12
Extracto libre de nitrégeno 15-29 - - 4-10
Ceniza 69 . . 6-17
Acidos nucléicos 6 . - - 3-6
Clorofila 2-4 - . _
Carotenoides 0.3-0.5 0.12-0.26 0.49 0.4
Xantofila - 0.65-1.10 - .
Vitaminas
(mg/100 g base seca)
Tiamina 0.6-2.3 . 1.2 1.3-8.2
Riboflavina 2-6 . 3.6 3.4-36.6
Piridoxina > 0.1-3.2 - 1.1 2.5
Niacina 10-22 . 16.7 12
Acido pantoténico >1-10 - - 1.5
Acido félico > 0.1-4 - - 0.7
Biotina 15-64 x 10° - . 20-200 x 10°
Cianocobalamina trazas - trazas 0.04-0.44
Acido ascérbico 18-370 - 181 1635
Provitamina A (UD) 82-91 x 10* - - -
Gamatocoferol 26-33 - 185 14
Minerales

(g/100 g base seca)
Calcio 0.5 0.8 02 0.6 0.5 -4.0
Fésforo 14 -1.8 1.17 - 0.55-3.1
Magnesio 1.7 22 - 0.5 0.5
Sodio 0.03-0.04 - 0.1 0.05
Potasio 08 -1.0 - 1.3 1.0
Azufre 08 -1.0 - - 0.5
Hierro (mg) 0.05-0.06 . . 0.2-0.66

Aminodcidos

(g/16 g nitrégeno)
Alanina 42- 74 - 9.7 5.83-104
Arginina 5.8-102 62 6.3 4.6- 7.1
Aspartato 6.9- 88 - 11.1 6.5- 9.7
Cistina 0.7- 0.9 0.3 08 06-18
Fenilalanina 32- 5.1 4.4 6.4 3.6- 58
Glutamato . 8.0- 18 - 53 6.7-10.7
Glicina 49- 65 5.0 7.0 3.4- 62
Histidina 1.4- 3.0 19 23 1.5-2.1
Isoleucina 3.1- 64 4.0 4.9 22- 4.6
Leucina 6.8- 9.7 75 10.6 5.0-10.1
Lisina 4.9- 94 59 6.9 5.0- 6.4
Metionina 1.0- 18 2.0 2.7 14-2.1

(Continua)
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(Continuacién Tabla 2)

Prolina 22- 6.4 - 53 3.1- 6.1
Serina 3.0- 4.1 - 4.8 3.2- 854
Treonina 3.6- 4.3 4.7 58 3.0- 88
Tirosina 2.6- 4.1 38 4.8 2.0- 3.6
Triptofano ' 10- 18 - 12 03- 1.8
Valina 4.8- 6.0 5.3 6.9 4.7- 74
Acidos grasos
(/100 g de grasa)
Palmitico (16:0) - 20.5¢ 149 -
Palmitoléico (16:1) . - 10.9 1.2 .
Estedrico (18:0) - 4.7 0.6 .
Oléico (18:1) - 102 8.0 -
Linoléico (18:2) ' - 14.9 19.7 .
Linolénico (18:3) - 29.5 ' 30.0 -

a Tomado de los datos de Chlorella regularis 8-50 crecida auto y heterotréficamente por Endo y Shirota (74). Complemen-
tado por datos de Chlorella sp de referencias japonesas €itadas por Waslein (75), Cuadros 2a y 4 y Cuadros 1 al 3 de
Mitsuda et al. (76). :

b Tomados de los Cuadros 1 al 8 de Lipstein y Hurwitz (12, 18) y Cuadro 2 de Yannaiet al. (77).

¢ Unécido graso noidentificado que se sospecha con cadena de 17 carbones y un doble unién (17:1) contribuyé con 9.2%.

d Tomado de Cuadro 1 de Battagliniet al. (15) y de datos de Capellaet al. (78) segiin se encuentran anotados en el Cuadro
3 de Materassi et al. (79).

e En Scenedesmus acutus 8M se informan también los dcidos grasos (16:3) y (16:4) con 4.3 y 20.3% respectivamente.

f Tomado de Cuadros 1y 2 de Soeder (80); Cuadros 1-4 de Becker (81); Cuadros 2y 3 de Walz y Brune (82); Cuadro 2 de
Becker (83); Cuadros 1-4 de Payeret al. (84), y Cuadros 1y 2 de Klafset al. (85).
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TABLA 3

COMPOSICION QUIMICA DE BACTERIAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE O EN UNIDADES PILOTO

Productos de biomasa
Macrocomponentes 1A] Sptrut 1851 Sptr 1C] Lactobashs (D) Motbylophila® (K] Copa bagteri 9 Methyd (G) Mnthy ,
(g/100 g base seca) maxtma - - methylotrophas e lare methanclica
Proteina cruda 55-70 56 - - 78 80 80-85 81
Proteina verdadera 48-61 - - 64 71 69-73 87
Grasa 4.7 1 9.2 9.6 8-10 -
Fibra cruda 0.1-3.6 58 - ’ <11 0 - -
Extracto libre de nitrégeno 30 194 . - - - -
Ceniza 6.4-9.0 72 - 10.9 8.1 8-12 75
Acidos nucléicos 2.9-4.8 . - 16.0° 14.8 10-15 .
Clorofila 0.6-0.8 0.9 - - - - .
Carotenoides 04 0.3 . - « - -
Xantofila 0.1-0.2 - - - - - -
Vitaminas
(mg/100 g base seca) ‘
Tiamina 855 S4 - 05 88 - -
Riboflavina 4.0 3.0 . 40 118 - -
Piridoxina 03 0.5 . 0.2 1.9 - -
Niacina 11.€ - . 8.7 38.9 - .
Acido pantoténico 1.1 0.9 - 1.1 4.5 - .
Acido félico 0.08 0.03 . 15 02 - -
Biotina 0.04 . - 03 08 - -
Cianocobalamina 0.02 - - < 0.01 0.06 - -
(Continiia)
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(Continuacién Tabla 8)

Acido ascérbico - - - - - - .
Beta caroteno 0.15-0.19 - - - - - -
Gama tocoferol 19 138 - - 72 - -
Inositol 35 86.7 - - 200.0 - .
Minerales
(g/100 g base seca) A
Calcio 0.10-0.23 0.08 - 14 0.08 0.1 -
Fésforo 0.76-0.98 0.78 - 2.7 : 24 24 -
Magnesio 0.14-0.19 - - 024 0.35 - -
Sodio : 0.03-0.04 - - 022 0.10 - -
Potasio 1.3 -15 - - 020 0.70 - -
Hierro 0.05-0.06 . - 0.04 0.04 - -
Aminodcidos
(g/16 g nitrégeno)
Alanina ) 5.0- 6.1 7.4 6.0- 98 6.9 5.8-6.9 - -
Arginina 45- 9.3 8.6 3.0- 53 8.1 38.8-5.1 34 6.3
Aspartato 6.0-15.2 94 7.0-14.6 8.9 7.9-88 - -
Cistina . 0.6- 22 04 0.0- 1.0 0.7 0.6 c 0.7
Fenilalanina 2.8- 40 4.3 2.6- 42 8.8 3.8-3.8 8.1 43
Glutamato 8.2-21.8 15.0 9.1-14.8 10.6 8.4-9.7 - -
Glicina 32- 4.0 8.0 84- 44 8.8 48-8.5 5.1 -
Histidina 08- 16 20 14- 2.5 18 ' 12-1.9 2.8 18
Isoleucina 8.7- 45 8.7 4.1-132 4.6 4.1-45 36 53
Leucina 88- 7.7 8.7 15- 8.0 ‘78 6.4-7.1 6.6 8.8
Lisina 8.0- 45 4.8 48-104 8.7 4.4-8.0 62 72
Metionina 18- 22 2.8 1.5- 22 1.8 1.8-2.3 2.5 28
Prolina 2.7- 3.2 3.6 24- 36 8.1 2.7-8.8 - -
Serina 83.2- 4.3 4.8 23- 3.2 3.1 2.7-3.4 - -
Treonina 82- 45 4.9 - 4.6 3.5-4.3 48 54
Tirosina 3.9 44 22- 42 3.1 2.8-3.5 851 8.8
Triptofano : 08- 13 18 - . 14 1.6-1.7 15 -
Valina 42- 6.0 68 42- 6.7 5.6 5.05-5.4 48 7.0
Acidos grasos
(g/100 g de grasa)
Léurico (12:0) 04 . - £ . 4 -
Miristico (14:0) 1.0- 1.1 . - 24 . . -
Palmitico (16:0) - 83.4-37.1 - : - 38.8 48.3-50.4 41 -
Palmitoléico (16:1) ' 3.0- 36 - - 34.1 36.1-87.1 51 -
Palmitolinoéico (16:2) 3.6- 438 - - - - - .
Estedrico (18:0) trazas- 06 - - . - - -
Oléico (18:1) 40- 58 - . 5.9 1.3 . .
Linoléico (18:2) 22.1-24.2 - - 5.9 - . -
Linolénico (18.3) 18.1-21.0 - - ' - . - .
a Tomado de Tabla 1 de Herndndez y Shimada (86); Cuadros 1 al § de Durand-Chastel (87); Cuadro 1 de Santillin (88).
b Tomado de los Cuadros 1y 2 y el Apéndice de Yoshida y Hoshii (89).
¢ Tomado del Cuadro 1 de Erdman (19).
d Informacién suministrada directamente por ICI, 12/7/83.
e Tomado de Cuadro 11 de Faust y Prave (20).
f Otros dcidos grasos presentes C12, C14:1, C15, C17, C18, C18:3. _
g Tomado de Cuadros § al 8 de Ohkouchi et al. (28) y Cuadro 8 de Urakami et al (90).
h Otros dcidos grasos presentes: C19:0, hidroxi 3-OH 10 y ciclopropano 17:0.
i La cifra correspondiente a metionina incluye la cistina segiin el texto en Faust et al. (20).
j Otros icidos grasos presentes: C14, C17:1, C18, C:18:1, C18.2, C18:3, C19.
k Tomado de Cuadro 1 de Ericssonet al (91) y Cuadro 1 de Mogren (82).
1 Informado como Cisteina.
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TABLA 4-A

COMPOSICION QUIMICA DE LEVADURAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE

O EN UNIDADES PILOTO
Productos de biomasa
(A) ®B) ©) D) (E)
Macrocomponentes Kluyveromyces® Candida® Endomycopsis* Candida® Candidd
(/100 g base seca) fragilis intermedia fibuligera mds lipolytica lipolytica
Candida utilis
Proteina cruda 51-58 41-9 48.0 6€0-70 58.4
Proteina verdadera -— -— — - —_
Grasa 3-75 59 3.0 1.5-10 9.6
Fibra cruda —_ —_— 10 — 29
Extracto libre de '
nitrégeno 27.5-32.5° —_— 38.5¢ 208 —_
Ceniza 6.5-8.5 16.7 83 6-7.9 5.1
Acidos nucléicos 2.9 — 4.0 -— 45
Vitaminas
(mg/100 g base seca)
Tiamina 1.0-1.5 0.3 14.5 -— 0.5
Riboflavina 2.5-5.0 7.8 8.0 — 42
Piridoxina 0.8-1.2 0.7 35 — 2.7
Niacina 85-45 22.2 43.0 — 13.0
Acido pantoténico 8-15 — —_ -— 9.9
Acido félico 1.8-2.0 —_— 2.0 -_— —_
Biotina 0.04-0.09 0.04 -_— _— —
Cianocobalamina 0.5-1.5x10 % 3.1x10°* - - 11.1x10°
Acido ascérbico - 20-380 -_— - - -_—
Beta caroteno -_— —_— -_— ol -
Gama tocoferol 25-48 -—_ — - -
Inositol -— — -_— - -
Minerales
(/100 g base seca)
Calcio 0.05-0.15 —_— -_— 0.01-0.08 —
Fésforo 1.1-1.6 — — 1.6-18 —_
Magnesio 0.1-0.15 — - —_ -
Sodio 0.1-0.25 —_ - — —_—
Potasio 2.2-2.45 —_— —_— -— —
Hierro 0.6x10%° - -— —_— _—
Aminodcidos
(g/18 g nitrégeno)
Alanina 51 52 — -— -—
Arginina - 44 36 4.8 8.0-5.1 29
Aspartato 83 9.8 10.8 - —_—
Cistina 13 17 10 0.9-1.1 —_—
Fenilalanina 84 4.0 54 4.3-4.8 4.7%
Glutamato 18.1 14.7 18.8 —_ -—
Glicina 3.1 81 _— — 33
(Continia)
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(Continta Tabla 4-a)
Histidina : 1.7 — 2.0 2.1 29
Isoleucina 22 81 43 5.1-5.83 3.8
- Leucina 52 78 78 74-7.8 40
Lisina 6.6 ' 6.7 68 7.4-7.8 5.4
Metionina 0.9 13 15 1.8-1.8 12
Prolina 34 8.7 —_— — —
Serina 4.1 8.1 —_ —_— —
Tirosina 38 —_— ' 48 3.6-4.0 —
Treonina 4.0 8.7 54 4.9-5.4 34
Triptofano - 1.0 _ 18 1.3-1.4 03
Valina 28 5.3 42 5.8-5.9 34
Acidos grasos
(/100 g de grasa)
Léurico (12:0) 024 — —_— i —
Miristico (14:0) 1.0 . — — —_ -
Palmitico (16:0) 19.2 -— -— — -_—
Palmitoléico (16:1) 84 — —_— —_ —
Estedrico (18:0) V 28 —_— -— — -—
Oléico (18:1) - 82.8 -_— -_— — -_—
Linoléico (18:2) 23.5 —_ - - —_—
Linolénico (18:3) ) 8.8 —_— —_ — -_—
Ver notas en Tabla 4-C

TABLA 4-B
COMPOSICION QUIMICA DE LEVADURAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE
O EN UNIDADES PILOTO
Productos de biomasa
(@) @ 1y ()] 0))
Macrocomponentes Candida™ Pichia Candida* Pichia® Torulopsis®
(/100 g base seca) _ maltosa pastoris © boldini aganobi methanoescule
Proteina cruda 54.1 61.0 61.0-640 85.3 88.6
Proteina verdadera - 57.0 —_— R —_
Grasa 28 5.0 508 8.0 72
Fibra cruda 38 -_— 1.1 3.3 2.7
Extracto libre de
nitrégeno 27.9 172 22.7-28.7 : — —_
Ceniza 71 71 72 78 7.9
Acidos nucléicos -_— 48 85 82 7.8
Vitaminas
(mg/100 g base seca)
Tiamina -_— -_— —_ 18.7 108
Riboflavina —_— -_— -— 21.9 30.8
Piridoxina — — — 1.8 : 18
Niacina — -— — 71.8 83.8

(Contintia)
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(Continuacién Tabla 4-b)

Acido pantoténico
Acido félico
Biotina
Cianocobalamina
Acido ascérbico
Beta carcteno
Gama tocoferol
Inositol

Minerales
(2/100 g base seca)

Calcio
Fésforo
Magnesio
Sodio
Potasio
Hierro

Aminodcidos
(g/16 g nitrégeno)

Alanina
Arginina
Aspartato
Cistina
Fenilalanina
Glutamato

Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Acidos grasos
(g/100 g de grasa)

Laurico (12:0)
Miristico (14:0)
Palmitico (16:0)
Palmitoléico (16:1)
Estearico (18:0)
Oléico (18:1)
Linoléico (18:2)
Linolénico (18:0)

6.1
4.5-5.1
9.4
1.5-1.8
43-4.4
139

4.8
2.2-2.4
4.6-5.4
6.9-7.1
7.0-7.8
12-14

- 4.4

4.7
3.3-3.8
5.1-5.4
1.0-1.2
5.4-5.5

58
58
118
2.1

4.3
13.2

4.1
22

4.8
6.8
72
15
3.8
4.6
4.1
48
1.8
4.9

02r
0.2-0.3
21.6-21.8
18.7-22.6
0.6-1.4
19.4-23.1
292-299

6.4
32.4x10*
50.7x10*

0.8x10*

800

0.033
18
022
0.1
22
0.034

58
5.0
9.2
1.5

4.3
12.4

4.6
2.1
4.7
72
6.8
1.9
38
4.9
4.1
. 4.8
18
52

15.8
73

21.6
34.2
178

35
150:0x10*
67.3x10°*
4.8x10*

600

0.03
2-1
0.18

0.1
24
0.03

5.7
4.5
9.4
18
4.2
11.8

4.4
21
4.7
70
6.8

16
3.7
4.4
3.7
4.4
18
5.0

12.8
19

39.4
342

Ver notas en Tabla 4-C ,
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TABLA 4-C

COMPOSICION QUIMICA DE LEVADURAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE

O EN UNIDADES PILOTO
Productos de biomasa
(0)] X) L) M) ™ )
Macrocomponentes Hansenula? Candida® Cepa det Candida™  Kluyveromyces®  Hansenula®
(2/100 g base seca) polymorpha  Ethanothermophilus propiedad utilis fragilis anémala
Proteina cruda 55.0 55.8 62 57.5 45 64-70
Proteina verdadera _ —_ 57 46.8 —_ —_
Grasa ' 8.1 78 5 6.5 — 0.7
Fibra cruda 4.0 03 — 45 —_ 0.6
Extracto libre de
nitrégeno —_ 24.0 18" 21.5-22.5 - 25
Ceniza ) 8.5 84 11 8.12 —_— 9-10v
Acidos nucléicos 7.1 _ -— — 8 5-8
Vitaminas
(mg/100 g base seca)
Tiamina 13.6 04 88 — 15 —
Riboflavina 53.6 34 21.2 4.9 5 —_
Piridoxina 14 2.0 5.6 4.2 - -_
Niacina 84.5 39.5 64.0 38.7 40 —_
Acido pantoténico 75 9.3 68 21.1 8 —_—
Acido félico 49.0x10* 02 28 1.1 —_ —
Biotina 25.9x10* 0.06 0.1 0.1 0.2 —
Cianocobalamina 1.1x10° 9.4x10°* 0.4x10* 0.1x10* 50x10* -
Acido ascérbico —_ — —_ —_
Beta caroteno —_ — —_ — —_— :
Gama tocoferol —_ 200 —_ —_ — —
Inositol 1300 1200 3842 0.5 225 —
Minerales
(g/100 g base seca)
Ca'llcio 0.022 —_ 0.09 —_ 1.7 0.11
Fosforo. 1.8 —_ 25 2.0 1.3 1.95
Mag.'nesm 0.19 —_ 0.3 — 0.18 0.06
Sod!o. 0.1 — 0.01 — 0.7 0.2
P?t&SIO 23 — 2.5 —_ 2.2 2.1
Hierro 0.03 - 0.034 - 0.45x10°* 0.61x10?
Aminodcidos
(g/16 g nitrégeno)
Alanina 59 52 6.0- 7.1 59 - —_
Arginina 53 52 42- 6.1 72 32 3.6
Aspartato 9.7 9.7 102-11.4 8.0 —_ —_—
Cistina 1.5 04 0.6- 0.9 0.6 — _—
Fenilalanina 4.6 4.9 3.9- 54 3.7 3.5 8.7
Glutamato 114 14.6 13.3-13.6 16.2 13.1 —_—
Glicina 4.6 4.7 4.9- 62 5.1 —_
Histidina 23 1.3 2.4- 28 20 270 15

(Continua)
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(Continuacién Tabla 4-¢)

Isoleucina 4.7 52 4.9-6.7 43 43 8.1
Leucina 72 72 7.7-8.68 7.0 7.8 6.4
Lisina 8.7 72 6874 - 12 6.9 10.4
Metionina 16 1.6 12-1.8 19 14 1.3
Prolina 4.1 32 3.9-4.8 4.1 -— —_
Serina 46 43 29-4.7 43 -— —
Tirosina 42 29 3.5-4.8 33 2 —_
Treonina 4.9 4.9 43-5.1 47 52 4.5
Triptofano 14 13 11 —_ 18 13
Valina 8.6 6.1 5.8-74 53 48 54

Acidos grasos
(g/100 g de grasa)

" Léurico (12:0) — — - —_ — -
Miristico (14:0) — 02 —_ -— - —
Palmitico (16:0) 48.3 112 8 —_— —_— —
Palmitoléico (16:1) 36.1 88 7 —_ -—_ —
Estearico (18:0) - 1.0 1 - -— —
Oléico (18:1) -— 29.8 87 -— _— —_
Linoléico (182) _— 23.2 387 —_ — —_—
Linolénico (18:3) - 23.1 9 — - —
a Datos tomados directamente del panfleto informativo de Protibel publicado por Bel Industries, Division Produits

Industriels des Fromageriea. BP. 20208 75361 Cedex 08, Francia.

b Dichosvalores serefieren especificamente a carbohidratos, distribuidos asi: 47% glucogalactanos, 20% galactoman-

B 0

| e

<gerang WOBE =w- -

NY Mg

ano, 17: de glucomanano y de glicégeno.

Se informa también los valores siguientes: zinc 0.45 x 10 y cobre 0.25 x 10* /100 g y una serie de microelementos.
Seinforma también de la presencia de dcidobutirico (C4), pentadecanéico (C15), heptadecanéico (C17),araquidénico
(C20) y elcosenéico (C20:1). '
Tomado de los Cuadros 10 y 11 de Meyrath y Bayer (22).
Tomado de los Cuadros 2 y 8 de Skogman (23).
Informado como carbohidratos.

Tomado de Cuadro 1 de Shaclady (83), Cuadros 1y 2 de Shaclady (84, 95), Cuadros 1 y 2 de Shaclady (98) y Cuadro
3 de Levi et al. (97).

Las levaduras que emplean carbohidratos como substratos, aunque no estin libres de dcidos grasos con niimero

- impar de dtomos de carbono, generalmente poseen una mayoria de icidos grasos con un niimero par de 4tomos de

carbono. Sin embargo, la biomasa que se ha reproducido en alcanos contiene cantidades significativas de dcidos
grasos con una longitud de su cadena similar a la del substrato empleado (97).

Tomado del Cuadro 2 de Birckenstaedt et al. (25).

Datos de fenilalanina mas tirosina.

Dato de metionina mis cistina. :

Tomado del Cuadro 3 de Takata (98) y Cuadro 8 de Levi ef ol. (97).

Informado como carbohidratos.

Tomado de los Cuadros 1-3 de Cardiniet al. (89) y Cuadro 2 de Cardini ef al. (100).

Se informa de la presencia en proporciones pequeiias de dcidos cdprico, tridecanéico, pentadecandico, heptadeca
y heptadecenéico. '

Tomado de los Cuadros 5§ al 8 de Onkouchi et al. (28).

Tomado de los Cuadros 2 y 3 de Masuda ef al. (29) y Cuadros 2, 3y § de Masuda (30).

Se informa de la presencia de pequeiias cantidades de dcidos tetradecenéico y heptadecanéico.

Informacién suministrada directamente por Corporacién Provesta, 15/7/83.

Informado como carbohidratos.

Se informa la presencia de pequefias cantidades de heptadecenédico y trazas de miristico, pentadecanéico, hexad-
icenéico, heptadecanéico, monadecanéico y monadicenédico. '

Informacién suministrada directamente por Pure Culture Products, Inc., 6/9/83.

Informado como carbohidratos (por diferencia). _

Informacién suministrada directamente por Amber Laboratories, 29/7/83.

. Tomado de Cuadro 1 de Heisel (101) y Cuadro 1 (102).
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TABLA 5

COMPOSICION QUIMICA DE BACTERIAS PRODUCIDAS COMERCIALMENTE O EN UNIDADES PILOTO

Productos de biomasa
Macrocomponentes [A] Agaricus® Pleurotus® [B] Fusarium® [C] Paecilomyces* [D] Chaetomium*®
(g/100 g base seca) sp sp graminearum varioti cellulolyticum
Proteina cruda 16.4-62.4 12.7-43.4 54.1 (58.4) 48-63 39
Proteina verdadera - - 429 (48.1) - -
Grasa 0.4- 8.0 1.0- 94 10 (124) 14 2
Fibra cruda 48-12.4 7.5-278 14.7 (24.68) 8-9 18
Extracto libre de nitrégeno 26.7-601.2 46.6-81.9 - (2.7 25-35 -
Cenizas 7.7-12.0 58-158 61 (88 58 11
Acidos nucléicos - - 613 (1.1 7-10 -
Clorofila - - - . - .
Carotenoides - - - - - -
Xantofila - . - - - -
Vitaminas
(mg/100 g base seca)
Tiamina 0.3-8.9 48 - (0.04) 0.6-0.08 -
Riboflavina 8.7-5.2 4.7 . (0.9) 3.6-7.0 -
Piridoxina trazas - - (0.5) 1.0-2.5 -
Niacina 42.8-57.0 108.7 - 1.4) 27.8-48.8 -
Acido pantoténico trazas - - (1.0) 2.6-6.0 -
Acido félico trazas - - (0.03) 1.2-2.0 -
Biotina trazas - - (0.07) 02 .
Cianocobalamina - - - (0.08) . -
Acido ascérbico 26.5-81.9 - - -
Beta caroteno - - - . .
Gama tocoferol - - - . .
Minerales
(g/100 g base seca)
Calcio 0.02-8.04 0.03 0.14 (0.2 0.25-0.30 0.14
Fésforo 0.79-1.58 185 1.58 (1.1) 1.8 1.68
Magnesio - - - (0.1) 0.1 0.12
Sodio 0.64-2.45 0.84 0.05 (0.02) 0.1 -
Potasio 1.21-4.76 8.79 - (0.08) 1.0-1.4 3.05
Hierro < 0.01-0.18 0.02 0.03 (trazas) . 0.02 -
Aminodcidos
(g/18 g nitrégenoc)
Alamm 7.0 6.8 - (6.3) 59 8.3
Arginina 6.6 8.7 - 1.7 6.1-6.5 855
Aspartato 88 9.1 - (9.9) 8.1 8.6
Cistina 1.1 4.6 18 (0.8) 0.6-1.0 12
Fenilalanina 4.3 8.1 44 (4.8) 8.7-4.2 6.6
Glutamato 18.6 154 - (11.5; 12.0 10.7
Glicina 4.8 44 - (4.6) 42 44
Histidina 24 1.7 - (8.9) 22 2.1
Isoleucina 42 48 48 8.1) 3.8-4.6 38

(Continvia)
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(Continuacién Tabla 5)

Leucina 6.7 68 65 (8.8) '6.7-7.1 6.4
Lisina 68 4.5 75 (8.1) 6.1-6.6 6.1
Metionina 1.0 14 1.9 2.2) 1.3-1.8 18
Prolina 8.7 4.4 - 4.7 4.0 56
Serina 4.7 4.6 - (5.1) 44 5.1
Treonina 4.0 44 5.1 (5.5) 42-4.8 5.7
Tirosina 28 3.0 4.1 3.9) 3.2-3.5 4.3
Triptofano 18 11 - 1.7) 14-1.5 1.6
Valina 4.5 5.0 72 5.9) 4.6-5.1 44
Acidos grasos
(g/100 g de grasa)

Ldéurico (12:0) - - . . .
Miristico (14:0) - - . . -
Palmitico (16:0) . - - (18.46) - -
Palmitoléico (16:1) , - - - - .
Estedrico (18:0) . . - ( 297) . .
Oléico (18:1) - - - (16.09) . -
Linoléico (18:2) 63-74 . - - (5041 - -
Linolénico (18:3) - . . - (12.07) - -
a Tomado de los Cuadros 1 al 3 de Crisan y Sands (34) y el Cuadro 3 de Hayes y Wright (35).
b Informado como carbohidratos.
¢ Tomado del Cuadro 8 de Anderson (103) y del Cuadro 3 de Duthie (104).
d Tomado de Cuadro de Romantschuk (36), Cuadro 1 de Romantschuk y Lehtomaki (37), Cuadro 2 de Heger (105), Cuadro 2 de

Kiishinen ef al. (108) y Cuadro 1 de Jaervinenet al. (107), Cuadros 1, 2 y 68 de Salo (108), Cuadro 1 de Lehtomaki (109).
e Informacién proporcionada directamente por Envirocon Ltd (#300-475 W Georgia St., Vancouver BC V6B 4M9, Canadi).
f Informaciénproporcionada directamente por RHM Research Limited (The Lord Rank Research Centre, Lincoln Road, High

Wycombe, Bucks HP12 3QR, England) Acidos nucléicos como ARN, fibra cruda como fibra de detergente neutro y extracto libre

de nitrégeno como aznicares solubles en agua.
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VOL. XL (JUNIO, 1990) No. 2 169

del Instituto de Microbiologia Agrariay Técnica dela Universidad de

Florencia, Italia, se ha producido biomasa de algas en plantas piloto,

como parte de un programa mss amplio de purificacién de efluentes
14).

( La composicién quimica del alga Scenedesmus acutus 8M pre-

servada por criodeshidratacién ha sido discutida por Battaglini et al.

(15) de 1a Facultad Agraria de Perugia, Italia.

[D] Desde 1970 el Gobierno de la Repiiblica Federal de Alemania
apoy6la transferencia de tecnologia para cultivar algas desarrollada
en Dortmund, grupo que ya no se encuentra activo y que en parte fue
trasladado al Institut fur Biotechnologie en Julich, hacia condi-
ciones locales encontradas en India, Tailandia y Peri. Una de las
algas producidas fue Scenedesmus acutus 273-3a cuya composicién
quimica representativa se encuentra anotada en la Tabla 2.

Bacterias

[A] El alga verde-azul (o cianobacteria) Spirulina sp se produce
envarios lugares. En el Lago Texcoco, cercano a 1a ciudad de México,
secultivala S. maxima 0 8. geitleriJ. de Toni en los canales del caracol,
o evaporador solar de la compaiifia Sosa Texcoco, S.A. El producto
listado en 1a Tabla 3 ha sido preservado mediante deshidratacién por
aspersién en corriente de aire caliente. '

. [B] LaCompaiiia Dainippon Ink & Chemicals, Inc. del Japén ha
experimentado con la produccién de biomasa de Spirulina sp preser-
vada por deshidratacién con aire.

[C] Enel campodelos alimentosfermentados(16,17) lasbacterias
licticas juegan un papel muy importante en el desarrollo de los
caracteres organolépticos propios de dichos productos (18), aunque
poco se ha publicado de la composicién quimica de dicha biomasa y
sus caracteristicas nutricionales. La distribucién de aminodcidos,
3‘l\ecient‘emem:e informada por Erdman et al. (19), se detalla en la Tabla

(D] La empresa Imperial Chemical Industries (ICI) ha desarro-
llado un proceso comercial para producir biomasa de la bacteria
Methylophilus methylotrophus en metanol, como substrato. El producto
comercial se denomina “Pruteen” y se produce en una planta piloto
de 50,000 tpa® que se complet6 en 1980.

[E] La compaiiia Mitsubishi Gas Chemical Co. Inc. en Tokio,
Japén, ha operado una planta piloto en cooperacién con Hitachi,
Ltd., en 1a cual se ha producido biomasa de varias cepas de bacterias
capaces de metabolizar el metanol.

[F1 Las firmas Hoechst AG y Uhde GmbH de la Repiblica Fe-
deral de Alemania patrocinadas por el Ministerio de Investigacién'y
Tecnologl’a de ese pais, han operado una planta piloto de 1000 tpa en

que han producido biomasa de bacterias en metanol. El producto
¢ denomina “Probion” (20).

!tpa = Toneladas métricas por afio.
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[G] Por otra parte, la empresa Norprotein de investigacién y
desarrollo fue formada por la compaiiia sueca AB Marabou y el grupo
quimico noruego Norsk Hydro a.s., con el fin de desarroliar tecno-.
logia para producir biomasa bacteriana a partir de metanol. El
desarrollo llegé a una planta piloto pequeiia, pero en 1978/79 se
decidié suspender el proyecto.

[H) Un proyectocomuntoentreExxonyNestec,utﬂJzélabactena

" Acitenobacter calcoaceticus y como substratos etanol y carbohidratos. Se
opero a escala de planta piloto y se llevaron a cabo extensas pruebas
toxicolégicas, asi como de procesamiento para desarrollo de produc-
tos alimenticios. El proyecto fue cancelado hace varios aftos.

[I] "‘Asimismo, la compaiiia Shell desarrollé un proceso para pro-
ducir biomasa de un cultivo mixto de bacterias, empleando como
substrato metano y gas natural. El proceso se llevé a una escala de
pequeiia planta piloto en el Centro de Investigaciones de Sitting-
bourne, Inglaterra.

‘ [J] Por dltimo, en el Instituto de Investigaciéon Cientifica de
Kuwait se ha llevado a escala de planta piloto, un proceso de cultivo
mixto en metanol con dos bacterias termotolerantes localmente
aisladas (21).

Levaduras

fA] La compaiiia Bel Industries en Paris, Francia, ha desarro-
llado tecnologia para producir biomasa de Kluyveromyces fragilis en
suero de queso desproteinizado. El producto se denomina “Protibel”,
se ha producido desde 1956 en una fibrica localizada en Vendome, y
en 1977 se construyeron dos plantas mds en Sable sur Sarthe y en
Saint-Brice en Cogles, Francia. La biomasa es separada por centrifu-
gacion en dos etapas con un lavado con agua intermedio. Luego
existen dos alternativas: a) filtracién, plasmélisis, secado en tam-
bores rotatorios, compactacién y empaque, y b) concentracién y
plasm6lisis seguida de deshidratacién en aire caliente y empaque.

[B] En Klagenfurt, Austria, se encuentira en operaciéon una em-

presa que produce biomasa de Candida intermedia, empleando el
proceso llamado Vienna-Unterhartner-Molkerei (22). No se separala
biomasa, 8ino que el efluente del biorreactor se concentra hasta una
humedad final de 12%, después de una termolisis.

. [C] El proceso Symba utiliza dos levaduras, Endomycopsis fi fibu-
ligery Candida utilis en efluentes de naturaleza amilicea desarrollado
por la Compaiiia del Azicar de Suecia y la compaiiia de.ingenieria
suiza Chemap Co. La planta funcioné en Suecia en el periodo 1973-
1979 (23).

- (D] La British Petroleum desarrollé tecnologia en el periodo
1963-1978 para producir biomasa de levaduras empleando hidrocar-
buros como substratos. La cepa de levadura empleada fue Candida
lipolytica y el producto comercial se denominé “Toprina”. Se operéd

.una planta asociada a la refineria Lavera en Francia en un proceso
no aséptico, empleando gas-oil como ‘substrato, Otra planta en
Grangemouth, Escocia, se operé como proceso alterno con n parafi
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pas como substrato y en un proceso aséptico. La escala de produccién
llegé a ser de 100,000 toneladas por ailo. Se han citado razones
econémicas por el aumento en los precios del petréleo, asi como
decisiones negativas de los Gobiernos de Italia y Jap6n como resul-
tado de 1a presién de grupos de consumidores y de seguridad en la
composicién del producto, como las principales causas de que esta
tecnologia haya sido abandonada porla Compaiiia que 1a desarrollé.
Si fueron con certeza éstas las \inicas razones, o si hubo otras de
cardcter politico-econémico, debido a la franca competencia en el
mercado europeoy japonés de este producto con la harina de soya en
las formulaciones de concentrados para animales, es muy dificil o
pricticamente imposible de confirmar. Quiera que no, la incégnita
de la duda persistird y las plantas comerciales construidas por las
compaiiias italianas: Italproteina y Liquichimica asi como las de
British Petroleum, quedan como testigos de este desarrollo
tecnolégico.

[E] Durante los afios 1970 a 1973, un consorcio de compaiiias que
consiste de Hoechst, Uhde y Gelsenberg, desarrollaron un proceso
para producir levaduras, usando N-parafinas como substrato. La
cepa escogida fuela Candida lipolytica FH-H-5027 (24). La biomasa pro-
ducida en una planta piloto de 20 tpa se separa por centrifugacién en
dos etapas; luego sufre una termélisis, y finalmente se deshidrata en
un secador por aspersion en aire caliente (25).

[(F1 La empresa japonesa Dainippon Ink and Chemicals Inc.
(DIC), llevé a cabo una investigacién a escala de laboratorio y planta
piloto en los afios 1960 y 1970, con el objeto de desarrollar tecnologia
para producir biomasa de levadura en N-parafinas. En marzo de 1975
se formé una nueva compailia denominada Roniprot, entre DIC y
CIMCCL (Centrala Industriala de Medicamente, Cosmetice, Colo-
ranti si Lacuri) de Rumania, la cual instalé una planta de 60,000 tpa
en la ciudad de Curtea de Arges, la cual se encuentra en operacién.
Labiomasa de la levadura Candida paraffinica se separa por centrifu-
gacién en varias etapas con lavados con agua intermedios, se ter-
moliza, se concentra en un evaporador, y se seca por aspersién en aire
caliente (26). :

[G] Kanegafuchi Chemical Industry Co.Ltd.de Japén desarrollé
una tecnologia para producir Candida maltosa en N-parafinasy diseiié
la planta de Liquichimica SpA.

[H] ElInstituto Francés del Petréleo (IFP) por su parte, estudié
elproceso de producirlevaduras de N-parafinas desde el comienzo de
ladécada de los aiios 60 (27). Sin embargo, desde 1972 se ha cambiado
de substrato poniendo énfasis en el metanol. El microorganismo
empleado es la Pichia pastoris IFP 208, cultivada a 35°C a un pH entre
3y 3.5.La biomasa se separa en un decantador primario, filtra y lava
con agua. La suspensién entonces se termoliza y se deshidrata con
aspersién en aire caliente. El desarrollo se ha hecho en conjunto con
El, CFR y Technip. Se han operado tres plantas piloto localizadas en
Francia, Austria e India.

[I1 Las compaiifas Societa Italiana Resine-SIR SpA y Euteco
Impianti SpA de Milén, Italia, desarrollaron la tecnologia para
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producir Candida boidini SIR L170 en metanol en la década delos ailos
70, y han operado por varios aiios una planta piloto continua,

[J1 Por otro lado, en Tokio, Japén, la compaiiia Mitsubishi Gas
Chemical Co. Inc. desarrollé desde 1969, conjuntamente con el Insti.
tuto de Investigaciones en Fermentacién de MITI del Gobierno
japonés, tecnologia para producir levadura de metanol en forma
continua. En 1974 se construyé una planta piloto que operé jun.
tamente con Hitachi Ltd y se emplearon tres cepas de levaduras:
Pichia aganobi y-1023, Torulopsis methanoescule MT-8 y Hansenula poly-
morpha U-32. La biomasa se recupera por centrifugacion, se termoliza
ysedeshidrata en aspersién enaire caliente. El polvo seco se granula,
mezcldndolo con la crema de levadura separada en l1a centrifuga (28).

[K] Asimismo, la Mitsubishi Petrochemical Co. ha desarrollado
la tecnologia para producir biomasa de las levaduras Candida etha-
nothermophilum y C. acidothermophilum en etanol. La biomasa se re-
cupera por centrifugacién en dos etapas con un lavado intermedio
con agua; luego se concentra en un filtro rotatorio al vacio, para
finalmente, deshidratarse por aspersién en aire caliente. Se operé
una planta piloto de 50 tpa (29, 30).

[L] La Corporacién Provesta subsidiaria de la Compaiiia Phil-
lips Petroleum ha desarrollado  también tecnologia para producir
biomasa de levaduras en metanol o etanol (aunque el proceso puede
ser empleado con glucosa o sacarosa). La cepa de levadura es de
propiedad de la Compaiiia, obtenida a través de mutaciones, y estd
adaptada a un crecimiento continuo a altas densidades (120 a 150 gl
}) 1o que permite que todo el flujo del fermentador sea pasteurizado
y secado por aspersién en aire caliente. El producto final destinado
a la alimentacién animal generalmente se comparte y se granula. El
nombre comercial del producto es “Provesteen”.

[M] Pure Culture Products, Inc. es una subsidiaria de Amoco
Chemical Corp. que a su vez pertenece ala Compaiiia Standard Oil de
Indiana, y opera desde 1975 una planta comercial con una capacidad
nominal de 7,500 tpa para producir Candida utilis usando etanol como
substrato. La biomasa que se produce continuamente se separa por
centrifugacioén, se pasteuriza y se deshidrata por aspersién en aire
caliente. Luego el producto se procesa para obtener productos desti-
nados al consumo humano, como ingrediente que proporciona cier-
tas caracteristicas de sabor, funcionales y/o nutricionales. Los pro-
ductos comerciales se denominan “Torutein”, “Toruway” (mezclado
con suero ‘de leche), “Boost”, “Zyest” (autolizados), “Pur-Cultur” y
“Chezyer”.

[N] La Compaiiia Amber Laboratories, que es propiedad de Uni-
versal Food Corporation, produce biomasa de Kluyveromyces fragilis
en suero de leche. La biomasa se produce en forma de lotes con
adicién continua de substrato, se recupera por centrifugacion, se
inactiva por pasteurizacién, y se deshidrata por aspersién en aire
caliente. El producto comercial se conoce como “Nutrex 540",

[0O] La Compaiiia Linde AG ha desarrollado tecnologia para
producir Hansenula anomala en etanol, empleando oxigeno puro. La
densidad celular es de 100 gl'. La biomasa se recupera por centrifu-
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gacion o filtrado para luego deshidratarse en un secador al vacio de
dos etapas especialmente diseitado en el cual el producto se granula.
Existe en operacién una planta piloto en Hoellriegelskreuth y una
planta experimental de 120 tpa.

[P] En varios paises de economia centralizada la produccién de
levaduras es una industria de gran volumen, principalmente en
Rusia, Checoslovaquia, Repiiblica Democrédtica Alemana,y Cuba. En
el primero se emplean como substrato licores hidrolizados de madera
ehidrocarburos. En eliiltimo se usan las mieles finales de ingenio; se
produce también una miel enriquecida con biomasa mezcldndose
durante la formulacién de concentrados para animales (31).

[Q] La Compaiiia Tate y Lyle (Research and Development Ltd)
ha diseiiado y construido una planta para tratar efluentes de una
fibrica de confites empleando una cepa de Candida utilis. La ca-
pacidad es de 1-1.5 toneladas diarias del producto seco en un de-
shidratador de tambores rotatorios (32). La tecnologia fue desarro-
llada desde el laboratorio y planta piloto (33).

Hongos

[A] La produccién de setas y su consumo por el humano es una
actividad distribuida en préicticamente todo el globo terrdqueo.
Algunas especies se producen en forma controladay en algunos casos
con un grado alto de mecanizacion. Por otro lado, otras se recogen de
sus ecosistemas en donde crecen en una forma silvestre y natural.
Entre ambos extremos existe una gran variedad de casos. La com-
posicién quimica de su biomasa varia influenciada por muchos
factores como lo explican Crisan y Sands (34) y Hayes y Wright (35).
De estos autores se ha resumido la informacién de Agaricus sp. y de
Pleurotus sp.

(B] La compaiiia Rank-Hovis-McDougall ha desarrollado un
proceso para producir hongos filamentosos para consumo humano
de carbohidratos especialmente hidrolizados de almidén, y se ha
operado una planta piloto durante varios aifios. La biomasa de
Fusariwm graminearun A315, que es una de las cepas de hongos fi-
nalmente escogidas, se separa por filtracién, se lava y se seca por
aspersién en aire caliente. Luego, la biomasa se procesa y acondi-
ciona para lograr propiedades funcionales especiales.

[C] En Finlandia, con el patrocinio del grupo privado SITU se
desarroll6 en 1963 la tecnologia para producir el hongo filamentoso
Paecilomyces varioti en los licores residuales del proceso sulfito para
elaborar papel. Se encuentra una planta en operacién en Manta.
Durante algunos afios funcioné otra planta en Jamsanroski. La
Producci6n es continua y la biomasa se recupera en un filtro rotato-
Tio en donde se lava, luego se prensa para eliminar agua, y se
deshidrata con aire caliente (36, 37).

(D] La compaiiia Envirocon Ltd de Vancouver, Canadd, ha
construido una planta piloto de media tonelada por dia para crecer
elhongo Chaetomium cellulolyticum en efluentes de plantas de papel. El
Proceso es el denominado Waterloo por ser cientificos del Depar-
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tamento de Ingenieria Quimica de dicha universidad, los inventores
delmismo (38, 39). La operaci6n, tanto portandascomo semicontinua,
seencuentra sujeta aoptimizacién,y el producto estd evaludandoseen
pruebas de alimentacién animal.

Efecto de Algunos Pardmetros sobre la Composicién

Es un hecho conocido que durante el crecimiento por tandas de
los microorganismos, 1a concentracién de nutrientes en el medio dis-
minuye; a su vez la velocidad especifica de crecimiento varia antes y
después de la fase exponencial. Recientemente, Martini, Martini y
Miller (40) evaluaron para ocho especies diferentes de levadurasla
variacion en el contenido total y la distribucién de aminoécidos, asi
como el contenido de ARN al tomar muestras en: a) la parte media del
crecimiento exponencial; b) la parte final de la fase exponencial, y ¢)
la fase estacionaria. Como puede observarse en la Tabla 6, hubo
tendencia a disminuir en los contenidos de aminodcidos totales y
ARN. El descenso de este iiltimo pardmetro fue m4s significativo en
K. fragilis, S. castelli, C. utilisy S. uvarum. En cuanto a los aminoédcidos
individuales, se observé una tendencia general hacia un ligero
descenso, mds marcado en triptofano, glutamato, lisina, prolina y
arginina. El ARN en la célula juega un papel primario en la sintesis
proteinica. Légico es entonces, que mientras mds rdpida sea esa
sintesis protefnica, mds alto sea el contenido de ARN. El primerfactor
es proporcional a la velocidad especifica de crecimiento, por lo que
el descenso que muestra la Tabla 6 para el ARN ya habia sido previsto.
Datos para C. utilis en cultivo continuo han sido presentados por
Alroy y Tannenbaum (41) y Paredes, Camargo y Ornelas (42). N6tese
cémo el descenso de ARN con la velocidad de crecimiento influye
sobre el cociente ARN:contenido total de aminodcidos. Dichos va-
lores son representativos de los informados anteriormente en la
literatura. Los cambios leves en el contenido de los aminodcidos
especificos no son ficilmente explicables. Como comentan Alroy y
Tannenbaum (43,44) era de preveralgiin cambio si existiese un grupo
de proteinas, como las proteinas de los ribosomas, que debido a su
interaccién con los dcidos nucléicos, tuviesen una relacién definida

- entre su composiciéon y su funcién. Estos autores también encon-
traron una disminucién de la lisina y la arginina al disminuir la tasa
especifica de crecimiento en C. utilis. Los datos de Martini, Martiniy
Miller (40) son interesantes ya que muchos esquemas no tradicio-
nales de produccién de biomasa, aplicables a substratos renovables
en paises tropicales, se han desarrollado empleando esquemas de
operacién por tandas. Estos datos permiten definir un criterio al-
terno para fijar el tiempo de cada tanda como aquél en el que se
minimice el cociente ARN:aminodcidos, por 1os problemas nutricio-
nales que presentan los dcidos nucléicos.

Magalhaes, Vairo y Borzani (45, 46) estudiaron el efecto de 1a
adicién de nitrégeno ' a mieles de purga convertidas a etanol por le-

- vaduras, sobre el contenido de aminodcidos de la biomasa de levadu-

ras resultante. El contenido total de aminodcidos aumenté en un 40%



TABLA 6

VARIACION DE ALGUNOS COMPONENTES NITROGENADOS
EN ESPECIES DE LEVADURAS DURANTE SU FASE DE
CRECIMIENTO"

Fasede  Contenido total Contenido Coclente »
Cepa de levadura crecimiento ' de aminogcidos de ARN  ARN: aminodécidos Lisina Triptofano Glutamato Prolina Alanina

K. fragilis MFE® 44.4 14.0 0.32 19 0.7 52 1.8 3.3
UCD 71.58 FFE 44.6 12.7 028 18 0.9 5.7 19 34
FE 414 9.3 022 1.7 0.6 4.4 14 2.9

S. cerevisiae MFE 848 6.3 0.18 2.9 0.3 4.9 17 2.3
UCD C88 FFE 29.2 6.1 021 2.1 0.4 3.9 1.3 2.0
FE ' 33.3 58 0.17 1.9 0.4 - 40 14 2.3

" C. utilis MFE 43.3 9.1 1 021 1.8 0.6 5.8 1.7 3.1
UCD C35 FFE 39.4 6.9 0.18 1.7 0.4 4.9 1.5 3.0
FE 89.0 62 0.16 - 1.6 0.5 42 1.6 2.9

C. castelli MFE 424 12.7 0.30 2.0 0.4 5.9 1.5 2.8
UCD 88.7 FFE 42.4 8.9 0.21 2.1 0.4 5.1 1.5 2.6
FE 38.8 7.9 0.20 15 0.8 4.4 14 2.6

S. uvarum MFE 51.1 14.0 027 22 0.5 72 2.1 3.7
IMAT-PG1802 FFE 50.4 112 0.22 2.5 0.4 6.7 2.0 382
FE 49.0 112 0.23 2.3 0.4 8.7 1.8 3.3

(Continiia)
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(Continuacién Tabla 6)

S. ludwigi MFE
IMAT-PG2675 FFE
FE
P. membranafaciens MFE
UCD 57.22 FFE
FE
L. starkeyi MFE
UCD 51.55 FFE

FE

36.6
33.6
33.3

385.4
32.5
33.9

31.6
23.2
23.4

75
72
7.0

8.5
7.9
63

52
52
55

0.20
0.21
021

0.24

024

0.19

0.16
0.22
024

2.1
1.5
14

1.8
1.6
1.5

12
1.0
0.9

02
0.4
03

04
0.5
04

03
0.3
0.4

54
4.4
4.6

52
3.7
3.9

74
2.5
4.4

12
1.1
1.1

1.5
1.3
1.3

1.2
0.7
0.8

23
24
24

3.2
25
2.5

1.9
1.7
15

a Tomado de Martini et al. (40). Datos expresados como g/100 g de peso seco celular.

b MFE = Media fase exponencial (velocidad especifica de crecimiento méxima; FFE = Final fase exponencial (inicio del

.descenso de la tasa especifica de crecimiento; FE = Fase estacionaria = Tasa especifica de crecimiento menor).

9/1
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al emplear sulfato de amonio y en un 59% al emplear urea. Los ami-
nodcxdos que mds aumentaron fueron la alanina y el glutamato,
segun se aprecia en la Tabla 7. Los esquemas pmductores de etanol y
biomasa a partir de mieles de purgsa'son una alternativa interesante

los paises tropicales, por lo que los datos obtenidos por Borzani
y colaboradores en S&o Paulo, Brasil, son de mucho interés. Santos
Oliveira (47) encontrd que la adicién de 400 pg de pantotenato de
calcioal inicio de una tanda de crecimiento de Candida utilis en mieles
de purga de caiiaconla adicién de nitrégeno (inorgdnico uorgédnico),
incrementaban el contenido de cenizas, levemente el nitrégeno
proteinico y la riboflavina (ver Tabla 8). Nétese también en la misma
Tabla 8 que el nitrégeno inorgdnico se transforma mds eficiente-
mente en proteina celular que los aminodcidos presentes en el medio,
aunque la distribuciéon de algunos aminodcidos de interés perma-
nece casi igual en ambos casos. Jigami, Suzuki y Nakasato (48) han
demostrado que la fuente de carbonoy energia afecta el contenido de
lipidos neutros y la distribucién de dcidos grasos de los componentes

TABLA 7

CAMBIO DE ALGUNOS AMINOACIDOS DE LA LEVADURA DE
DESTILERIA AL SUPLEMENTAR MIELES DE PURGA DE CANA
CON NITROGENO INORGANICO*

' Ms4és sulfato de
Aminodcido Control® amonio® Mis urea‘
Alanina 1.88 3.79 4.50
Arginina 143 2.02 238
Aspartato 353 - 4.50 4.71
Fenilalanina 1.54 1.792 188
Glicina 144 1.91 2.07
Glutamato 3.83 8.89 8.52
Histidina 0.67 0.79 1.08
Isoleucina 141 1.98 2.16
Leucina 229 298 324
Lisina 245 3.36 3.60
Metionina 0.46 0.54 0.68
Prolina 1.18 1.50 1.64
Serina 1.76 2.16 245
Tirosing 1.30 2.62 1.70
Treonina 1.79 2.16 2.38
Valina 1.88 2.49 2.74

a Tomado de Magalhaes et al. (45). Datos expresados como %.

b Concentracion de nitrégeno: 0.56 gl (cantidad original presente en las
mieles).

¢ Adicién de sulfato de amonio hasta llegar a 1.20 g,

d Adicién de urea hasta llegar a 1.20 gl'.



TABLA 8

EFECTO DE LA ADICION DE PANTOTENATO DE CALCIO SOBRE ALGUNOS
PARAMETROS ANALITICOS DE LA BIOMASA DE LEVADURA®*

Fuente de nitrégeno
Sulfato de ‘ » Acido
Item Amoniaco amonio Urea glutamico

1) @) 1) 2) 1 @) 1) 2
Cenizas, % 9.56 1155 9.22 8.89 7.70 11.15 7.49 8.46
Nitrégeno proteinico, % 5.61 8.07 531 5.30 5.97 5.85 4.44 4.34
Riboflavina, g/1000 g 53.8 8.0 54.0 73.0 - 58.0 64.0 49.0 55.0
Lisina, g/16 g nitrégeno 7.8 9.4 8.7 89 ~ 84 88 9.4 9.2
Metionina g/16 g nitrégeno 1.8 1.8 17 15 1.4 1.3 19 1.8
Triptofano g/16 g nitrégeno 1.1 12 1.5 14 1.0 1.1 1.8 1.6

(1) Sin pantotenato de calcio.
(2) Con pantotenato de ealcio.

a Tomado de los Cuadros 2, 8, 4 y 6 de Santos Oliveira (47).
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lipidos individuales de la biomasa de Candida guillermondii. Célulag
crecidas en 0.8% p/v de metanol a 30°C en presencia de 0.025% de
sulfato de amonio contenian 12% de lipidos totales, 67% de los cuales
eran lipidos neutros. En cambio al crecer en glucosa (0.74%) o etanol
(0.563% p/v), 1a biomasa contenia 21-22% de lipidos totales, 80% de los
cuales eran lipidos neutros. La distribucién de dcidos grasos puede
observarse en la Tabla 9; el efecto del etanol es aumentar el dcido
oleico y reducen el contenido de dcido palmitico. E1 metanol dismi-
nuye drédsticamente el 4cido oleico, aumentando el palmitoleico y el
linoleico. Los efectos de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en
la composicién quimica de los lipidos en biomasa de hongos filamen-
tosos también han sido estudiados recientemente por Bhatia y Ar-
neja (49) en Fusarium oxysporum, y Farag et al. (50) en Tolyposporium
ehrenbergii y Sphacelatheca reiliana. Estos datos son de interés por la
posibilidad de diseiiar sistemas en log cuales pueda producirsge si-
multéneamente biomasa microbiana como fuente de lipidos y pro-
teina. Farag ef al. (50) han discutido las caracteristicas similares y de
variabilidad en la composicién de dcidos grasos encontrados en
diferentes especies de hongos. Los dcidos grasos saturados palmitico,
estedrico y araquidico y los insaturados (16:1, 18:1 y 18:2) estuvieron
presentes en todas las especies. El dcido oléico fue el componente
individual mayoritario. La fraccién insaponificable de la grasa a su
vez estuvo formada por una fraccién de hidrocarburos, que consti-
tuy6 el 30 al 81%, y una fraccién de esteroles.

Weaver, Kroger y Kneebone (51) analizaron el contenido de pro-
teina y aminodcidos de nueve cepas representativas de las cuatro
variedades de la especie comercial de ceta Agaricus bisporus (Lange)
producidos en el Estado de Pensilvania. El contenido de proteina
crudavarié entre 19.4y 38.8% en base seca. La sumatoria de aminodci-
dos entre 19.8 y 30.6 en % en base seca. En la Tabla 10 se observa la dis-
tribucién de aminodcidos entre las cepas, la que da una idea de la
variacién esperadaydelaimportancia que tiene el escogeradecuada-
mente la cepa a emplear.

Cuando la temperatura del medio disminuye, la insaturacién de
los 4cidos grasos deberia aumentaryla longitud de las cadenas de los
dcidos grasos deberia disminuir con el objeto de mantener las grasas
en estado liquido. Moon y Hammond (52) y Okuyama et al. (563) han
obtenido datos experimentales de este efecto con levaduras. Los
Primeros autores, trabajando con Candida curvata y Trichgosporon
Cutaneum, encontraron que la insaturacién era levemente mayor a
15°C que a temperaturas cercanas a 30°C con excepcién de la cepa T.
Cutaneum 40. El cociente palmitato: estearato que deberia subir al
bajar la temperatura se mantuvo constante o decrecié con excepcién
de T. cutaneum 24, en el que si subié. Los segundos autores encon-

n que en Saccharomyces cerevisiae a 30°C este cociente es de 1.5
Subiendo hasta 5.5 a 5°C. Chavant, Sancholle y Montant (54) resumen
los datos experimentales para hongos filamentosos terméfilos,
meséfilos y psicréfilos, que confirman ambas tendencias. La insatu-
racién se manifiesta generalmente con un aumento en la proporcién
de dcidos grasos 18:2y 18:3. Por otro lado las membranas de bacterias



COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN % DE LA FRACCION DE TRIGLICERIDOS

TABLA 9

EN LA BIOMASA DE C. guillermondii*

Acidos grasos
Fuente de carbono® 14:0 15:0 16:0 16:1 17:0 17:1 18:0 18:1 18:2 18:3
G 02 0.1 17.2 5.6 0.8 1.8 24 47.5 18.5 5.4
E 02 0.1 111 38 —° 02 2.7 57.7 19.8 45
M 0.6 02 | 14.4 10.9 —_ 0.9 0.8 334 35.5 33

a Tomado del Cuadro 2 de Jigami et al (48).
b G =glucosa, E = etanol, M = metanol.
¢ No fue detectado.
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TABLA 10

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE NUEVE CEPAS DE

Agaricus bisporus®

Cepa
Aminoécidos ‘ - Promedio
D26 324 310 340 318 348 322 321 341
Alanina 9.7 8.6 10.7 9.1 10.7 2.5 10.9 88 9.1 9.6
Arginina 53 6.0 4.1 5.8 43 55 8.0 65 6.0 8.5
Aspartato 112 10.9 112 i12 10.2 10.5 10.5 10.3 10.1 10.7
Fenilalanina 4.6 44 4.7 45 4.7 4.3 42 4.3 41 44
Glicina 4.9 4.9 8.7 53 5.0 5.0 4.6 5.0 5.0 5.1
Glutamato 14.3 18.5 - 168 18.1 14.5 17.1 183 17.0 18.1 17.2
Histidina 22 2.5 16 2.0 1.7 22 22 2.3 23 22
Isoleucina 4.7 4.3 4.6 .43 4.3 4.1 4.0 3.9 4.0 4.3
Leucina 72 7.0 7.9 75 7.7 71 6.7 73 6.7 72
Lisina 121 10.8 8.1 84 7 9.8 10.9 112 10.9 10.0
Prolina 5.6 54 4.8 5.6 10.4 6.1 54 5.7 54 6.1
Serina 5.1 4.8 58 53 54 53 5.1 5.6 4.6 52
Treonina 5.0 4.7 5.8 52 5.1 4.7 4.8 4.7 4.3 4.9
Tirosina 2.6 25 2.9 23 25 2.3 2.1 2.2 2.1 2.2
Valina 55 48 5.9 8.1 5.8 53 83 5.1 52 5.3

a. Tomado de los Cuadros 1y 4 de Weaveret al. (51). Datos expresados como g/100 g proteina.
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termoacidofilicas, como el grupo Caldariella, estdén formadas por
lipidos no comunes basados en tetraéteres macrociclicos que con.
tienen pares de cadenas isoprenéicas bifuncionales (55) que, al
parecer, son caracteristicos en las denominadas “arcaebacterias”
(56). El caso de buscar microorganismos termofilicos es de interés
para paises tropicales, en donde los costos de enfriamiento pueden
llegar a duplicarse en el caso de operar a temperaturas mesofilicas,
Hamdan y Salman (21) ofrecen perfiles de algunos aminodcidos en
funcién de la temperatura para una bacteria aislada localmente y
crecida en metanol en cultivo continuo. Los resultados muestran una
tendencia a maximizar el contenido de los mismos alrededor de 44°C,

Lapropagacion de la biomasa en ciertos substratos puede inducir
ala acumulacién de compuestos que generalmente se encuentran en
muy pequeilas cantidades. Tal el caso de la acumulacién de dcidos
grasos de carbono impar en la grasa de levaduras, que han empleado
como fuente de carbono y energia parafinas o alcanos de cadena con
un mimero de dtomos de carbono impar. Estos datos pueden obser-
varse en la Tabla 11, en la que se compara la distribucién de dcidos
grasos de varias cepas de levaduras y en donde puede observarse la
alta proporcién de C15:0 y C17:1eniC.rugosa crecida en alcano C15. En
principio este hecho causé alarms# por sus posibles efectos adversos
nutricionales, pero los mismos se minimizaron al encontrarlos tam-
bién en diversos alimentos. '

Lafraccién insaponificable es generalmente elevada en hongosy
puede llegar a ser mayoritaria, como se ilustra en la Tabla 12. El
ergosterol es el esterol mds frecuentemente encontrado y mayori-
tario. Los esteroles I, Il y IV se encuentran también en las levaduras,
y conforman el 89% de la fracc¢ién esteroidal de Candida tropicalis
crecida en n-alcanos (567).

Esindudable que las setas u hongos perfectos comestibles tienen
importancia en 1a dieta humana y un enorme potencial como fuente
de nutrientes. Los compuestos nitrogenados no-proteinicos presen-
tes en los mismos estdn formados principalmente por aminodcidos
libres, quitina, dcidos nucléicos, amoniaco, algunas aminas, sales
cuaternarias de amonio, voldtiles y ciertas vitaminas (58). Estos com-
puestos nitrogenados no-proteinicos pueden oscilar desde 10-13 en
Boletus edulis, hasta 50-53% del nitrégeno total en Tricholoma nodum
(58). Li y Chang (59) encontraron que la cantidad de dcidos nucléicos
en Agaricus bisporus, Pleurotus cystidiosus, Pleurotus sajor-caju y Volva-
riella volvacea variaba desde 2,6 hasta 4.1% en base seca, lo que loshace
los microorganismos con menor porcentaje relativo. De las vitaminas
que contienen nitrégeno, la niacina, el 4cido pantoténico, la ribofla-
vina y la tiamina son mayoritarias (58). Aun cuando las setas no son
las mejores fuentes de estas vitaminas, pueden llegar a ser importan-
tes, por ejemplo en dietas vegetarianas o pobres en alimentos de
origen animal. Makinen, Kurkela y Parikka (60) han estudiado el
contenido de tiamina en nueve variedades diferentes, encontrando
que varia desde 0.39 hasta 1.1 mg/100 g de materia seca. Dicho
contenido es una funcién de las operaciones post-cosecha y de
procesamiento posteriores, tema que se discutird en otra opor



DISTRIBUCION !l:)E ACIDOS GRASOS EN ALGUNAS LEVADURAS

TABLA 11

DIFERENTES SUBSTRATOS*
Candida rugosa® Lipomyces kononenkoae® Candida boidini® Hansenula polymorpha®
(fase exponencial) (fase estacionaria inicial) (fase estacionaria tardia) (fase estacionaria tardia)
Acido graso Glucosa Alcano C,; Alcano C,; Almidén soluble Metanol Glucosa Metanol Glucosa

10:0 t 0.71 t - - - - -
10:1 t - - - - . - -
11:0 t t t - - - . -
11:1 t . . - - - - -
12:0 t t t t 0.5 t 1.0 t
12:1 - - - - . - . -
12:2 0.55 0.30 . . . . - -
13:0 . . t 13-1.8 - . - -
13:1 .« - 0.88 - - . - -
14:0 t t t 0.8-1.1 0.6 1.0 t 02
14:1 t . - t 0.4 t t -
15:0 0.42 t 31.59 t 02 t 02 t
15:1 - - 1.56 - - - - -
16:0 10.57 23.90 t 20.0-25.3 18.7-19.2 19.0 13.5-14.8 15.6
16:1 7.31 28.97 t 4.7- 88 17.5-28.8 19.9 2.5-4.5 6.3
16:2 0.51 3.93 - 2.0- 42 3.0- 3.1 2.9 1.7-2.1 t
17:0 t - 2.24 t - - t -
17:1 0.70 1.27 32.53 . - - - ’ -
18:0 1.52 0.87 25.81 1.6- 3.7 2.3-3.1 5.0 1.9-4.7 7.5
18:1 28.02 13.71 1.62 33.5-46.9 29.8-30.5 10.9 38.3-52.3 24.9
18:2 48.49 21.48 3.77 6.3-25.7 13.2-28.4 41.3 22.9-35.5 41.2
18:3 - 04 t 1.8-2.3 42

a0 T'e

Expresados como % de la materia grasa total.

Tomado de los Cuadros 1-3 de lidaet al. (110).

Tomado del Cuadro 8 de Hossack y Spencer-Martins (111).
Tomado del Cuadro 2 de Rattray y Hambleton (112)
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TABLA 12
DISTRIBUCION DE ESTEROLES EN HONGOS*

8}

Materia® Esteroles?®
Hongo Lipidos totales®  insaponificable ) { 1 m v v VI
1. Piptorus betulinus 17.6 74.8 - 734 26.6 - - -
2. Coriolus pargamenus 0.7 25.0 59.3 - - 40.7 - -
8. Coriolus versicolor 05 50.0 49.0 31.0 - 20.0 . -
4. Coriolus heteromorphus 2.1 172 - 70.1 299 - - -
8. Formitopsis cytisina 1.0 40.0 733  26.7 - - . .
8. Formitopsis pinicola 2.1 164 70.8 - - 29.2 - -
7. Microporus flabelliformis 1.5 12.5 68.4 - 31.6 - . -
8. Gloephyllum saepiarium 0.3 514 454 342 - 20.4 - -
9. Cryptoderma citrinum 1.5 10.0 575 221 - 20.4 - -
10. Grifola frondosa 1.5 50.0 80.3 - - 19.7 - -
11. Hygrocybe punicea 3.6 112 78.8 - . 21.2 - . -
12. Lampteromyces japonicus 15.6 24.7 45.6 . 54.4 - . .
18. Leucopaxillus giganteus 2.9 22.5 85.9 - 7.3 - 6.8 -
14. Lentinus edodes 53 26.9 83.6 - 16.4 - . -
18. Flamulina velutipes 5.0 15.5 45.3 141 10.5 - - 30.1
18. Amanita caesarea 110 7.0 82.5 . 17.5 . - -
17. Coprinus atramentarius 2.5 181 24.5 . 75.5 - - -
18. Russula foetens - 10.7 70.9 - 29.1 - - -
19. Russula nigricans 74 8.9 83.8 - 182 - - - -
20. Russula senecis 58 26.5 84.5 - - 15.5 - -
a Tomado de los Cuadros 2 y 5 de Yokokawa (113) y de los Cundroc 1y 2 de Yokokawa y Mitsuhoshi (114).
b Como % de la materia seca.
¢ Como % de los lipidos totales.
d Como % de la fraccion esteroidal; I = @

V = colesta-7T-en-3B-0l; VI = ergosta 5,8 tnen-3 B-ol.

osterol; I - ergosta -7.22-dien-3p-ol; Il = ergosta-5.7-dien-38-ol; IV = ergosts-7-en-3f-ol;
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tunidad. Los mismos aminodcidos que conforman la proteina son los
que generalmente ocurren como aminoécidos libres, llegando a
representar entre 0.5 y 2.0 de la materia seca (58). También estdn
presentes aminodcidos no comunes y ciertos derivados de éstos, por
ejemplo la agaritina o derivado que contienen el grupo funcional de
lasfenilhidrazinasy que amenudo seencuentraen el hongo comercial
A. bisporus (61). Existen también aminas voldtiles y otros compuestos
azufrados derivados del nitrofenil (68); sin embargo, 108 compuestos
voldtiles que conforman el aroma caracteristico de las setas son una
mezcla muy compleja en la que la mayoria son los alcoholes y cetonas
de ocho carbones conjuntamente con el alcohol y aldehido bencilico,
el hexanol y el 3.metilbutanol (62). Estos compuestos se originan
enzimdticamente de dcidos grasos insaturados C,, (63). La asimila-
cién de metales presentes en los substratos y su traslado hacia las
partes fructificantes ha sido tema de interés especialmente enfocado
a metales téxico-pesados como el mercurio y el cadmio. Brunnert y
Zadrazil (64) recientemente estudiaron este fené6meno en varios
hongos y demostraron que son capaces de acumular cadmio y mercu-
rio a niveles bastante elevados. La asimilacién depende de la va-
riedad de setas, la concentracién en el substrato, y el grado de
biodegradacién del mismo.

El contenido de vitaminas de algunos microorganismos foto-
sintéticos (algas y cianobacterias) cultivados en el laboratorio se
exponen en la Tabla 13. La biomasa de estos microorganismos supera
en su contenido de tiamina, riboflavina, dcido félico y caroteno a
muchas hortalizas. Tienen aproximadamente igual o un poco menor
el contenido de dcido ascorbico. No obstante, las cifras absolutas de
estos compuestos dependen de las condiciones de cultivo y, en
muchos casos existe un equilibrio entre la excrecién al medio de
cultivo y 1a asimilacién del medio hacia la célula, por ejemplo el caso
delaacumulacién de riboflavina porlalevadura Candida guilliermon-
dii (65). Cuando las levaduras Candida lipolytica y Candida boidini se
desarrollaron en diferentes substratos con la adicién de nitrégeno,
fésforo, magnesjo y extracto de levadura, mostraron contenidos
similares de cenizas, y no se encontraron diferencias significativas
en la concentracién de los elementos (66), (Tabla 14).

La literatura técnica sobre los aspectos de la variacién de la
composicién quimica de la biomasa microbiana como causa directa
delas condiciones generales de cultivo es extensa, y los ejemplos que
en este trabajo han sido mencionados brevemente sirven como una
Pequeiia muestra.



TABLA 13
CONTENIDO VITAMINICO DE ALGUNOS MICROORGANISMOS FOTOSINTETICOS'

Vitaminas
Acido Acido Acido
Microorganismo ascérbico Caroteno Tiamina Riboflavina félico nicotinico

Algas

Chlorella vulgaris 242 1686 4.3 59 1.67 29.2

Platimonas viridis 54 153 2.0 3.0 - -
Cianobacterias

Synechococcus elongatus 185 186 20 4.1 55 18.9

Spirulina platensis 212 234 48 6.6 6.7 9.1

Cyanidium caldarium 66 112 22 4.8 02 814

a Tomado del Cuadro 1 de Bayanova y Trobachev (115). Expresados como mg% de materia seca.
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TABLA 14

ELEMENTOS MINERALES EN LA BIOMASA DE C. lipolytica Y C. boidini
COMPARADA CON LEVADURA DE PANIFICACION COMERCIAL*

Elemento ::‘::f‘i’:::l;’: C. lipolytica C. boidini
(S. cerevisiae) Glucosa C,+C,¢ Glucosa Xilosa Etanol Metanol
K 20,100 10,800 11,700 20,500 19,200 10,400 15,500
Na 592 116 78 74 91 64 64
Mg 1,246 572 1,088 2,760 1,739 1,395 2,636
Ca 392 204 135 253 245 373 434
P 23,800 29,300 30,500 39,500 34,200 35,200 39,600
Fe 56 66 112 149 120 109 253
Ca | 5 8 4 12 15 32 21
Zn 204 59 59 193 167 135 204
cd 03 05 08 13 2.5 12 2.6
S 2,100 1,200 1,800 2,100 2,000 1,600 1,700
Cenizas, % 5.9 44 49 7.4 75 5.3 5.9

a Tomado del Cuadro 1 de Mannino y Cavazzoni (65). Datos expresados en ppm base seca.
b Mezcla en partes iguales de pentadecano y esadecano.
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SUMMARY

CHEMICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF
MICROBIAL BIOMASS PRODUCTS

The nutritional potential of microbial biomass products is determined
by their chemical and biochemical characteristics. The same vary according
to the microbial species, the source of nutrients employed for their growth,
the operational mode of bioreactor and, finally, due to processing effects
during growth or in the unit operations employed for its recovery. In this
review, a detailed chemical description is given for those microbial biomass
products from algae, bacteria, yeast and fungi, which have been either
commercially produced or produced for demonstration purposes in pilot in-
stallations. Lastly, the effect of some operational parameters over the bio-
mass chemical composition are illustrated in order to show general tenden-
cies that have been experimentally observed, without a claim to be an
exhaustive literature review of all aspects involved.
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RESUMEN

Con el propésito de evaluar la prevencion de caries a través de un
importante elemento de la nutricién infantil como es la leche, se estudiaron
las posibilidades biolégicas, tecnolégicas y de costos relativos cuando ésta se
suplementa con fluoruro (f), utilizando monofluorfosfato de sodio (MFP)
como fluorante en dicho producto. A través de encuestasy anilisis quimicos,
se determiné el rango de ingesta de F en la poblacién preescolar chilena de
;ivel socioeconémico bajo ybajo-medio, obteniéndose valores de 0.15-0.35 mg

/dia.

De determiné la absorcién relativa de F'a partir de los elementos
dietarios que lo contienen en mayor proporcién, obteniéndose valores de
058 y 0.32 en ayunas y co-administrado con alimentos sélidos con té,
respectivamente, y un valor de 0.34 para el pescado, considerindose que el
valor de absorcién del F (como fluoruro de sodio) en agua y en ayunas, es de
1.00. El estudio en cuestién demostré que la absorcién de F (como MFP) en
leche, es equivalente a la de F (como FNa) en agua.

Se estimaron los costos relativos (para la situacién en Chile) de la
fluoracién de leche y de la fluoracién de aguas, encontrindose que la
fortificacion de la leche es por lo menos 1,000 veces mas econémica que la
fluoracién de agua.

Se concluye que para la prevencién de caries, la fluoracién de leche es-
Una alternativa mis econémica y viable que la fluoracién de aguas, para

08 paises en vias de desarrollo.
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INTRODUCCION

La incidencia de caries en Chile, medida a través del indice de
piezas dentarias cariadas, obturadas o perdidas (indice COP) es de
15.2 para la poblacién mayor de 15 aiios (1). Por lo masiva, esta
situaciéon constituye un importante problema de salud piiblica.

Existe consenso a nivel mundial que la suplementacién con
fluoruro desde muy temprana edad contribuye significativamente a
la reduccién.de la incidencia de caries (2), generando en las piezas
permanentes un esmalte dentario mds resistente al ataque de los
diversos agentes cariogénicos. Si esta suplementacién se combina
con medidas educativas adecuadas de higiene oral y consumo de
dietas en las que se minimicen los componentes cariogénicos, seria
posible resolver en gran medida el problema antes seiialado.

En muchos paises desarrollados que cuentan con los recursos
econémicos y de infraestructura necesarios, la suplementacién de
fluoruro se ha venido llevando a cabo a través de agua potable. Sin
embargo, esta forma de suplementacién ha generado controversiay,
en particular, bajo las condiciones chilenas se ha estimado que esta
técnica resultaria costosa y poco eficiente (3).

Teniendo en cuenta la existencia del Programa Nacional de
Alimentacién Complementaria (PNAC) que distribuye productos
ldcteos en forma gratuita a un 80% de la poblacién infantil aproxi-
madamente (4), se considerd pertinente estudiar la viabilidad que
tendria fortificar con fluoruro un producto nutricional que estd
dirigido precisamente al grupo etario que mds beneficio obtiene de
esta suplementacién, i.e. los preescolares.

Los principales objetivos del presente estudio ha sido obtener
datos de la ingesta de fluoruro a través de la dieta habitual de la po-
blacién infantil; determinar la biodisponibilidad o absorcién de
dicho elemento en aquellos alimentos que lo contienen en mayor
cantidad; hacer una estimacién de costos comparativos para la
fluoracién de leche respecto de la fluoracién de aguas, y determinar
las propiedades de un nuevo agente fluorante, el monofluorfosfato de
sodio (MFP) en leche, ya que los datos de la literatura internacional
(5, 6) indican que laleche no es un vehiculo adecuado para suplemen-
tacién con fluoruro cuando el agente fluorante es el fluoruro de sodio
(FNa).

MATERIAL Y METODOS

El estudio de ingesta de fluoruro a través de la dieta de preesco-
lares chilenos pertenecientes a un estrato socioeconémico medio s¢
llevé a cabo a través de encuestas alimentarias de recordatorio de 24
horas, aplicadas a los padres de los nifios. La cantidad de alimento$
proporcionada por la Junta Nacional de Jardines Infantiles (JUNJI.)
se tomo de las pautas de alimentacion que dicha Institucién sum!-
nistra por igual a todos los nifios. Se obtuvieron muestras de 1as
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diferentes dietas, y se determind la concentracién de fluoruro total
de 1as mismas. Se establecieron también las concentraciones de
fluoruro en diversos elementos liquidos de las dietas.

Se seleccionaron los elementos dietarios con mayor concentra-
ci6n de fluoruro para estimar la biodisponibilidad de este elemento.
Dichas determinaciones fueron realizadas en animales de laborato-
rio y en nifios preescolares de 3 a 5 aiios. Asimismo, se determiné la
biodisponibilidad o absorcién relativa del MFP en leche respecto de
]la del FNa en agua, tanto en ratas como en preescolares. Las deter-
minaciones analiticas de fluoruro en alimentos, bebidas, tejido éseo,
orina, etc. han sido descritas en detalle en trabajos previos (7-9).

Asimismo,los aspectosinherentesalos estudios de biodisponibili-
dad y sus detalles experimentales han sido también expuestos en otra
publicacién (9).

RESULTADOS

Losresultados que se detallan en 1la Tabla 1 indican las concentra-
ciones de fluoruro total soluble (F) en diferentes bebidas de consumo
habitual porla poblacién infantil. Se puede advertir claramente que
de todas ellas, el té es 1a bebida que contiene la concentracién msdis
altadeF, seguida de ciertasleches especiales de consumo muy escaso
por parte de la mayoria de la poblacién infantil. La leche Purita
Cereal es el producto que distribuye el PNAC, y segiin se observa, su
contenido de F es relativamente bajo.

La Tabla 2 muestra las concentraciones de fluoruro total en
diferentes alimentos, simples o compuestos, de consumo habitual
entre la poblacién infantil, expresadas como microgramos por gramo
(base seca), y como miligramos el fluoruro ingerido por 100 gramos
del alimento, tal como éste se sirve. Los productos marinos acusanlos
valores mds altos, por lo que es importante determinar la biodis-
ponibilidad de F en ellos.

La frecuencia de consumo de diferentes alimentos por preesco-
lares de nivel socioeconémico medio y bajo, respectivamente, se
aprecia en las Tablas 8 y 4. A partir de los datos expuestos en las
Tablas 1 a4, sepuede estimarlaingesta promedio diaria de F en nifios
menores de seis afios.

La Tabla 5 muestra la estabilidad del F (como MFP) en la leche en
polvo preparada a escala piloto, durante seis meses, en el Centro
Tecnolégico de la Leche, Universidad Austral de Chile, habiéndose
mantenido el producto en bolsas de polietileno cerradas. En todas las

as seilaladas al serreconstituidas las muestras con agua potable,
un panel (que incluia tres nifios) encontré muy aceptables las ca-
Tacteristicas organolépticas del producto. La Tabla 6 indica las bio-
disponibilidades de F (como MFP) en leche, relativa al F (como FNa)
€n agua, y en ayunas, que es considerada como 100% biodisponible
(10) en experimentos de dosis miiltiples con animales de laboratorio,
Y en dosis uinica con nifios preescolares, cuando ambos agentes
fluorantes son ingeridos juntamente con los alimentos sélidos o en
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TABLA 1
CONCENTRACION DE F EN BEBIDAS

Muestra Conc. F (mg x It) + DE

Agua potable 0.15 - 0.26 t 6% (a)
Agua potable Va. regién (fluorada) 0.71 - 1-12 t 3% (a)
Coca-Cola 0.08 t 0.01 (b)
Orange Crush 0.12 + 0.01 (b)
Jugo Sip Sup 0.15. + 0.01 (b)
Andifrut 0.13 + 001 (b)
Agua ténica Canada Dry 0.03 + 0.02 (b)
Bilz 0.05 1+ 001 (b)
Ginger Ale Scheppes 0.11 + 001 (b)
Fanta 0.11 +0.02 (b)
Sprite 0.09 1 0.02 (b)

Té (infusiones preparadas con tés
de diferentes marcas, preciosy

tipos, con agua potable no
fluorada) 120-39 + 3% (a)
Leche Dos 1.10 + 0.04 (c¢)
Calo Choc 0.60 + 0.02 (c)
Loncoleche enriquecida 0.48 1+ 0.02 (d)
Loncoleche natural 0.05 1+ 0.01 (d)
Loncoleche descremada 0.08 + 0.01 (d)

Leche Purita Dos Alamos para
lactantes y embarazadas 0.13 t 0.01 (¢)
Purita Cereal (La Estampa) 0.13 + 0.01 (c)

(a) Rangoy desviacién estindar porcentual para 30-40 muestras obtenidas
a lo largo de tres meses.

(b) Valores medios de tres determinaciones.

(¢) Productos en polvo reconstituidos con agua potable del Area Metropo-
litana.

(d) Leches fluidas.

ayunas. Adem4s, se indica la absorcién relativa del F en téy jurel tipo
salmén enlatado, en nifios preescolares, comparada con el F (como
FNa) en aguay en ayunas (para los detalles de estas determinaciones
véaseref.9). ‘

Finalmente, la Tabla 7 incluye estimaciones de costos de agente
fluorante para las condiciones chilenas, para un sistema de fluora-
cién de aguas a nivel nacional, excluyendo la Regién I y Il en el
extremo norte del pais, dado que el contenido natural de F del agua
potablehace innecesario tal procedimiento. Estas estimacionesestdn
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TABLA 2

201

INGESTA DE FLUORURO A TRAVES DE LOS ALIMENTOS

Muestra ugF/g Mat. seca mg F ingerido*
base seca % 100 g prep.
Puré de garbanzos 0.70 90.1 0.063
Pescado c/salsa blanca 0.95 84.0 0.080
Pescado al jugo 0.53 86.2 0.046
Pollo arvejado 101 83.1 0.084
Arroz 0.22 81.0 0.018
Porotos c/tallarines 020 87.2 0.017
Consomé con huevo 0.46 93.2 0.043
Galletas de trigo 0.20 98.6 0.020
Arroz con leche 0.20 94.2 0.019
Pan 0.22 83.0 0.019
Tallarines 0.22 92.5 0.020
Charquicén con cochayuyo 0.91 92.5 0.084
Puré de lentejas 0.20 89.2 0.018
Colado/pescado 1.20 18.3 0.020
Colado pollo/verdura 7.14 15.2 0.108
Colado carne/verdura 0.68 174 0.012
Picado carne, fideo, verdura 148 15.5 0.023
Picado pollo, verdura/arroz 11.10 16.6 0.184
Huevo duro (clara) 1.10 13.8 0.018
Huevo duro (yema) 020 46.9 0.009
Pera 155 15.6 0.024
Sopa de verduras 1.77 12.6 0.022
Puré c/huevo 0.82 26.5 0.022
Sopa de verduras con pollo 1.74 14.8 0.026
Crema verdura c/pollo 1.81 16.0 0.029
Carbonada seca o/pollo 3.00 144 0.043
Carbonada seca c/huevo 0.97 19.2 0.019
Sopa de verduras c/huevo 1.36 13.1 0.018
Charquicédn c/huevo 0.87 19.6 0.017
Porotos ¢/mote 0.77 22.7 0.017
Lentejas c/arroz 0.80 20.9 0.017
Jurel tipo salmén enlatado 26.80 70.0 1.880
Carne vacuno* 034 70.1 0.010
Fiambres (cecinas)* 0.75 57.0 0.030
Pescado (merluza) 1.71 80.2 0.035
Congrio 0.88 81.4 0.018
Almejas 75.1 0.740

3.03

* Valores promedio de 10 muestras de diferentes cortes o tipos.
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TABLA 3

TABLA DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE DIFERENTES ALIMENTOS
EN PREESCOLARES DE NIVEL SOCIOECONOMICO MEDIO

Alimento X Consumo Alimento X Consumo
(g/dia) (g/dia)
Leche pasteurizada 37920 Leche polvo 18% MG 3.60
Yoghurt 56.80 Queso (Guda) 9.90
Queso rallado 0.14 Huevo 3320
Carne (asiento) 5.90 Carne (filete) 5.60
Carne (lomo) 16.90 Pollo 25.60
Jamén 0.65 Paté 028
Merluza o pescado 11.80 Porotos 11.10
Garbanzo 1.70 Lerteja 8.60
Arroz . 87.40 Avena 2.50
Maizena 0.07 Pan hallulla 32.60
Pan molde 10.10 Pan marraqueta 128.00
Fideos 1.30 Tallarines 20.90
Galletas oblea 3.30 Galletas tritén 2.50
Galletas vino 2.90 Acelga 1.70
Betarraga 1.90 Cebolla 3.40
Choclo 3.10 Lechuga 4.00
Poroto verde 7.90 Tomate 86.60
Zapallo 5.90 Papa 30.70
Zanahoria 1.50 Manzana 106.50
Durazno 15.50 Melén tuna 11.80
Naranja 9.60 Palta 2.60
Pepino dulce 1.40 Pera 8.30
Pliatano 21.30 Tuna 6.70
Uva 21.50 Almendra 0.97
Caldo de ave 8.60 Milo 3.40
Colado pollo/verdura 2.60 Azicar 19.30
Miel 0.27 Mermelada damasco 1.50
Mermelada durazno 1.80 Aceite 8.30
Mantequilla 4.90 Mayonesa 0.13
Jalea 0.69 Jugos 19.40*
Coca-Cola 57.10* Chocolate 0.36*
Té 150.00* Polenta 041
Margarina 3.36 Manjar 0.20

* ml/dia.
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TABLA 4
TABLA DE FRECUENCIA DE CONSUMO EN PREESCOLARES DE AL-
IMENTOS PROVISTOS
POR LA JUNJI
Alimento Frecuencia Cantidad
Leche o sustituto Diaria 500 cc
Frutas 2 veces/semana 100 g c/vez
Carne (vacuno, pescado, etc.) 2 veces/semana 30 g c/vez
Verdura y/o papas Diaria 150 g c/vez
Cereales fariniceos Diaria 40 g c/vez
Huevo 1 vez/semana 50g
Postre de leche 1 vez/semana 100-150 g/racién
Jalea 2 veces/semana 20 g c/vez
Pan Diaria 28 g
Aceite Diaria 13g
Jugo Diaria 150 cc
Galleta u otro Diaria 40g
TABLA 5

VALORES DE CONCENTRACION DE FLUORURO TOTAL EN LECHE
EN POLVO EN FUNCION DEL TIEMPO

Fecha anslisis Conc. F (mg/kg) + DE
20.08.87 (Valor inicial) 26.31 0.8
27.05.88 272+ 0.8
11.06.87 26.9 + 0.4
17.08.87 270+ 0.8
30.06.87 26.1+ 0.5
07.07.87 269+ 0.3
23.07.87 272+ 0.3
08.08.87 268+ 0.5
27.08.87 269 + 0.4
14.09.87 272104
30.09.87 273+0.4
13.10.87 270+ 0.5
30.10.87 26.9 + 0.6
13.11.87 2751+ 0.3

NOTA: En todos los casos Inas muestras fueron analizadas por triplicado. El
resultado teérico esperado segin dosificacién es 26.0 mg/kg.
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TABLA 6
BIODISPONIBILIDADES RELATIVAS DE F

MFP FNa ¥ F
Grupo (leche) (agua) (té) (pescado)
Animales (ayunas) 098(a) 1.00(a) 0.58 (b)
Animales (con alimento sélido) 1.00 053 (b) 0.32 ()
Nifios (ayunas) 0.996 (a) 1.00 (a) N.C.
Nifios (con alimento sélido) 1.00 0.58 (b) 0.34 (b)

(a) Diferencias no significativas (prueba “t”).
(b) Diferencias significativas; P < 0.001 (prueba “t”).
N.C. = No corresponde.

basadas en datos oficiales (11, 12) y en el caso de fluoracién de leche,
a través del PNAC. Se indican las hipétesis de cédlculo.

DISCUSION

A partir de los valores informados en las Tablas 1-4, es factible
estimar que en la Regién Metropolitana, la ingesta tipica promedio
de F para preescolares de los niveles socioeconémicos bajo y bajo-
medio, se encuentra en el rango de 0.15-0.35 mg diarios, rango que
estd por debajo de los niveles recomendados para prevencién de
caries (13). Cuando se tiene en cuenta que la absorcién ponderada a
través del tracto gastrointestinal es aproximadamente 0.5 veces el
valor delaingesta de F, nos encontramos que desde un punto de vista
cariostdtico, existe un claro déficit de F en la dieta infantil. En
consecuencia, para una proteccién anticaries eficaz, se hace nece-
sario suplementar con dosis 6ptimas de F, a los nifios menores de 6-
8 afios. Estudios previos (5, 6) habian sefialado que 1a leche no era un
vehiculo adecuado de fluoracién dado que el F (como FNa) era mal
absorbido. No obstante, los resultados que se detallan en 1a Tabla 6 (9)
indican que cuando se utiliza MFP como agente fluorante en leche, la
absorcién de F es completa. Los requerimientos de estabilidad del
agente de fortificacién son muy adecuados (Tabla 5), y la empresa
ldctea patrocinante de este estudio ha implementado satisfactoria-
mente los aspectos tecnolégicos para procesar el nuevo producto en
escala industrial. Estos hechos demuestran la factibilidad técnicay
biolégica de utilizar un vehiculo nutricional infantil importante
como es 1a leche, para suplementar el F necesario para la prevencién
de caries.
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TABLA 7

COSTOS ANUALES DE AGENTE FLUORANTE

Caso I: Fluoracién de aguas

Datos de cidlculo:

a)

b)

c)
d)

El volumen de agua potable promedio diario por habitante es de 450
litros (11).

El niimero de habitantes en Chile con acceso a agua potable, excluyendo
Ia.y Ha. Regiones, es de 10,000,000 (12).

El costo promedio de agente fluorante (FNa) es de 400 $/kg.

La concentracién de fluoruro en agua potable sers en promedio de 1 mg/
1t.

Costo anual = 450 — 12898 L a0 1 10¢ J—— x 10.10
dia persona

personas x 365 dias/aiflo x 400 $/kg FNa = 1,454,400,000 $/aiio.

Este costo es aproximadamente equivalente a 6,000,000 de délares/aiio.

Caso II: Fluoracién de leche

Datos de cédlculo:

a)

b)
c)
d)

e)

El alcance del Programa de distribucién de leche en polvo es de 2,000,000
de nifios.

El consumo promedio de cada niiio es de 250 ml/dia.
El rendimiento de 1 kg de leche en polvo es de 10 litros de leche fluida. -

De acuerdo a los datos del presente estudio, la concentracién 6ptima de
MTFP en leche en polvo es 190 mg (MFP)kg de leche en polvo.

El costo del MFP (farmacopea) es 800 $'kg.

Costo Anuak: 2 x 10 nifios x 0.25 It. leche/dia nifio x 365 dia/afio x 1 kg leche
polvo/10 It leche fluida x 190 x 1¢f kg MFP/kg leche polvo x 600 kg MFP
= Aprox. 2,000,000 $/aiio.

Esta cifra equivale aproximadamente a 8,300 délares/afio.
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Finalmente, un aspecto muy importante cuando se llega al punto
delaimplementacién de un Programa General de Salud Publica esla
estimacién de costos,

Los valores seiialados en la Tabla 7 indican que el sistema de
fluoracién de aguas tradicional, exitosamente implementado en los
EUAy en otros paises desarrollados, es relativamente costoso y poco
adecuado para algunos paises en vias de desarrollo. En efecto, para
una poblacién de 10,000,000 de habitantes con acceso a sistemas de
agua potable, el costo anual de agente fluorante es de aproximada-
mente 6,000,000 de délares. Si tenemos en cuenta que sélo el 0.5% (o
menos) del volumen total de agua potabilizada es ingerida efectiva-
mente, concluimos que el 99.5% del agente fluorante (5,970,000 US$/
afio) se pierde en el medio ambiente. Si a este costo se le agregan los
costos de inversiéon, amortizacién, mantenimiento y funcionamiento
de los equipos donificadores para aproximadamente 300 plantas de
potabilizacién, en el caso chileno, ademss de los costos de instrumen-
tal de control de las concentraciones de F en agua y el personal
humano necesario para operar el sistema, es ficil apreciar que los
costos de esta alternativa se elevan sustancialmente.

Por otra parte, al analizar los costos de fluoracién de leche vemos
que el costo anual del agente fluorante es de solamente 8,300 délares
y se ha estimado que los costos de equipos, accesorios para el proceso
de fluoracién deleche en escala industrial se elevan a US$15,000 para
una planta que produce 4,000 toneladas de leche en polvo anuales.
Esto permite reducir fuertemente los costos de control de calidad y
minimizar los posibles riesgos de sobredosis que existen en el casode
la fluoracién de aguas.

En algunos paises (Colombia, Suecia) se ha implementado la
fluoracién de la sal de mesa como medio de prevenci6n de caries. Los
autores del presente trabajo no pudieron obtener datos precisos
sobre los costos de este método, y tampoco en cuanto a la eficacia de
su cobertura para poblaciones preescolares. Es por ello que no se le
ha incluido en la comparacién de la Tabla 7.

La discusién precedente permite llegar a la conclusién que la
fortificacién con F de leche para la poblacién infantil, a través de un
Programa responsable supervisado por las Autoridades de Salud, es
una alternativa muy econémica y beneficiosa para algunos paises en
vias de desarrollo.
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SUMMARY
CARIES PREVENTION THROUGH A NUTRITIONAL VEHICLE

In order to evaluate the efficacy of fluoridated milk as a cariostatic
nutritional product, the biological and technical possibilities of adding
fluoride (F) as monofiuorophosphate (MFP) to milk were studied, together
with a preliminary cost estimation for this procedure. F ingestion by pre-
school children pertaining to the low and medium-low levels of population
was estimated through polls and chemical annslyses. The values of F ingestion
obtained were in the range of 0.15-0.30 mg/day.

The bioavailability of F in those dietary elements which have the highest
F concentration was determined. Taking a value 0of1.00 for F absorption from
sodium fluoride (NaF) in water, relative values 0£0.58 and 0.32 were obtained
for tea ingestion on a fasting stomach, and together with solid food, respec-
tively. The corresponding value for fish was 0.34. Through another bioavaila-
bility experiment it was shown that the abzorption of F (from MFP) in milk,
ic as high as that of F (from NaF) in wator.

By méans of a comparative cost estimation study, it was found that, for
the Chilean situation, milk fluoridation is, at least, 1,000 times more eco-
nomic than water fluoridation.

It is concluded that milk fluoridation is an economical and viable

alternative for eome less developed countries.
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SUMMARY

School-age children in Chile received 30 g of wheat-flour biscuits daily
through a National School Lunch Program. To improve iron nutrition, these
biscuits were fortified with 6% of a bovine hemoglobin concentrate. Hemo-
globin iron bioavailability, measured with a double isotope technique,
showed that heme-iron abeorption in fortified biscuits was high (19.7%).

In a pilot field trial, a cohort of 215 school-children received fortified
biscuits (30g) daily during two school periods, and their iron nutrition status
was compared with that of children who received non-fortified biscuits
(n=212). Acceptability of both types of biscuits was excellent. Initially, both
groupshad comparably good iron nutrition. The fortified children presented
higher mean ferritin values at the end of the first and second school periods.
Good iron stores (serum ferritin > 20ug/1t) were present in 92% and 789% of the
fortified and control subjects, respectively (P < 0,004), -

The high-iron bioavailability, the good organoleptic characteristics and
the biological effect on iron nutriture make this product an appealing
alternative to combat iron deficiency.
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INTRODUCTION

Iron deficiency continues to be prevalent throughout the world,
affecting particularly infants, children and pregnant women (1).
Food fortification with iron constitutes the most efficient and prac-
tical method for preventing iron deficiency in a community (2). Thus
far, iron fortification has been carried out with inorganic salts or
reduced iron particles (3); nevertheless, a major limitation of these
fortificants lies in the decreased bioavailability induced by diets
with a high content of inhibiting factors (4, 5). Several studies have
determined thatbioavailability of heme ironinthe dietishigherthan
that of inorganic iron (6, 7). Additionally, the use of heme iron as a
fortificant is appealing since bovine hemoglobin is largely wasted
during the commercial slaughter operation. Industrial methods to
collect and process the blood obtaining a bovine hemoglobin concen-
trate (BHC) had been developed in our laboratory (8), enabling us to
initiate large-scale fortification trials.

In Chile, school children receive daily 30 g of biscuits (wheat
flour) plus milk or a milk substitute beverage through a supplemen-
tary feeding program. This program is national in scope, reaches a
significant proportion of the nutritionally vulnerable population
and has enjoyed long standing support.

Previous national prevalence studies had shown that 7% of school
children were anemic and 32% had transferrin saturation below 15%
(9). Since biscuits were a daily component of the children’s diet, it
seemed to be the ideal vehicle to fortify with the bovine hemoglobin
concentrate.

In this study, we measured the absorption of iron from BHC
fortified biscuits and assessed its acceptability and biiological effect
on iron nutrition status in a school-children field study.

MATERIAL AND METHODS
Characteristics of Heme Iron-Fortified Biscuits |

Preparation of tagged and untagged bovine hemoglobin concentrates— To
obtain untagged BHC, bovine blood was collected in a bucket with
sterile precautions at the time of slaughter with sodium citrate as
anticoagulant to yield a final concentration of 2.5 g/t of blood. The
collected blood was maintained at 5°C and separated within 3-6 hr
into plasma and red blood cell fractions in a laboratory refrigerated
centrifuge at 2000 x g for 30 min. The plasma was discarded and red
cells were washed three times, with 0.9% NaCl. This preparation was
freeze-dried in an Atlas LKB Autovac Gauge (3294B) at 30°C chamber
temperature and 0.1 mm Hg chamber pressure (8).

To obtain intrinsically tagged hemoglobin, 4 mCi of 3’Fe in the
form of ferric chloride (specific activity 0.15 mCi/mg) were injected
intravenously into the jugular vein of a 7 day-old calf. Fifteen days
later, the calf was slaughtered and radioactive ABHC (specific activ-



VOL. XL (JUNIO, 1890) No. 2 211

TABLE 1
COMPOSITION OF BHC-FORTIFIED AND NON-FORTIFIED BISCUITS

Fortified Non-fortified
% %
Wheat flour 55.3 61.0
Bovine hemoglobin concentrate (BHC) 8.7 0.0
Liquid sugar 28.6 28.6
Hydrogenated lard 9.5 9.5
Vanilla essence 0.13 0.18
Sodium bicarbonate 0.50 0.50
Monocalcium phosphate 0.15 0.15
Antioxidants 0.03 0.03

TABLE 2

PROXIMATE COMPOSITION AND IRON CONTENT OF
BHC-FORTIFIED AND NON-FORTIFIED BISCUITS

Fortified Non-fortified
Moisture (%) 4.6 6.4
Protein (Nx6.25) (%) 13.5 84
Ether extract (%) 110 11.0
Ash (%) 11 1.0
Nitrogen-free extract (%) 69.8 73.3
Fe (mg/100g) 19.3 2.3

ity 4.3 uCi/mg Fe) was prepared by freeze-drying the red cells as pre-
viously described (10).

Biscuit composition — Wheat flour biscuits were fortified with 6% of
BHC (Table 1). Chemical analysis showed an eight-times higher iron
content and a 1.8 greater protein content in the fortified biscuit. BHC
fortification improved content of all essential amino acids, except
isoleucine (Table 2).

Apsorption Studies

Fifteen well nourished children in apparent good health, ranging
in age from 2 to 7y (mean age=5.4 y) participated. Written, informed
consent was obtained from both parents before the study. Two boys
were anemic (hemoglobin <120 g/it). Iron status in the rest of the
children was normal.
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Absorption measurements — Iron absorption from BHC fortified
biscuits and from a reference dose of ferrous ascorbate were meas-
ured. One kilogram of labelled biscuits was prepared using 60 g of a
mixture of nonradioactive BHC with labelled BHC, to give an activity
of 2.1Ci 3Fe per 30 g of biscuits. These tagged biscuits were hand-
made and cooked in a domestic oven. On day 1, subjects received 30
g of the fortified biscuits containing 5.5 mg of elemental iron labelled
with 2.1 1Ci **Fe; on day 2, they drank an aqueous solution of a stan-
dard containing 3 mg of iron as ferrous sulfite, in a 2:1 molar ratio of
ascorbic acid to iron, labeled with 0.7 uCi of ®FeSO, (New England
Nuclear). i

The preparations were consumed on congecutive mornings after
an overnight fast, and no food and beverage other than water was
permitted four hours thereafter. On day 15, venous blood samples
were obtained to determine the hematologic characteristics of the
subjects, and to measure the radioactivity incorporated into erythro-
cytes. Duplicate 10 ml blood samples and triplicate aliquots of the
?reparations ingested were processed for differential counting of

5Fe and 5°Fe using the method of Eakins and Brown (11). The activity
of radioisotopes in the processed samples was determined using a
liquid scintillation spectrometer (Nuclear Chicago). The percentage
absorption values were calculated from the radioactivity present in the
circulating erythrocytes, assuming 70 ml/kg blood volume and 90%
red cell utilization of radio iron (12). Serum iron and iron binding
capacity were measured by the colorimetric method of Fischer and
Price (13). Serum ferritin was quantitated using a radioimmunoassay
(Travenol Laboratories, Inc, Cambridge, MA).

Field Trial

A pilot field trial with the 6% BHC fortified biscuits was con-
ducted in two schools in the city of Santiago, Chile. The two schools
were selected on the basis of theirlocation in a low income area of the
city, having adequate coverage by the food supplementary program,
and the willingness of parents and teachers to participate in the
study. The latter had a duration of two school years (May-November
1980 and March-October 1981). Children in one school (Public School
Nt 181) received 30 g of BHC fortified biscuits (3 units) together with
a glass of milk or milk substitute. In the control school (Public School
N® 183), children continued receiving the standard non-fortified
biscuits (30 g). Biscuits were given on school days only (approxi-
mately 180 days/year) and eaten under the supervision of a teacher to
ensure consumption. Children were asked to leave the uneaten
biscuits in the dining area. Once a week, a research nurse measured
acceptance of the biscuit by direct observation of their consumption.

Iron nutrition status and anthropometry (weight and height)
were measured in all six to nine year-old children and 10-12 year-old
girls from each school (fortified and unfortified) (Table 3). They were
evaluated at the beginning of the study (0 month), at the end of the
first school period (7 months) and finally, at the end of the second
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TABLE 3
AGE AND SEX AT THE BEGINING OF THE FOLLOW-UP

Fortified group Non-fortified group
Age

(yrs) Boys Girlo Boys Girls

6 13 18 21 20

7 26 26 18 19

8 27 23 30 21

9 19 16 16 22

16-12 —_— 47 - 45
Total 88 130 85 127

school period (15 monthg) of the study. Hemoglobin (Coulter model
ZBI, Hialeah, FL), iron concentration and iron binding capacity (13),
as well as serum ferritin (Travenol Laboratories Inc, Cambridge,
MA), were measured.

The iron absorption studies and field trial protocols were in
accordance with the standards of the Institute of Nutrition and Food
Technology’s Ethics Committee of Human Research. Furthermore,
the radioactive test doses were approved by the Chilean Commission
of Nuclear Energy.

RESULTS

The mean iron absorption from BHC fortified biscuit was high,
with a geometric mean of 19.7% (Table 4).

The two school-children groups, in the follow-up study, had a
similar age and sex distribution (Table 3). Weight and height were
also similar at the beginning and at the end of the follow-up. The
percentage of subjects with a weight to height ratio below the 10th
percentile of NCHS standards was below 2.5% in both schools.

The acceptability of the fortified biscuits was excellent. On the
average, less than 2% of the served cookies were left uneaten through-
out the two years of study, with no significant differences between
the fortified and unfortified products (Figure 1).

There were no initial differences between the groups neither in
hemoglobin concentration nor in serum ferritin; however, transfer-
rin saturation was significantly higher in the non-fortified group
(Table 5). Hemoglobin values were uniformly high in both groups,
and nochild had anemia (hemoglobin concentration at different ages
according to Dallman and Siimes) (14). At the end of the first school
period mean serum ferritin values were significantly higher
(p < 0.05) in the fortified group. At the end of the trial, there was a
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TABLE 4

IRON ABSORPTION FROM BHC-FORTIFIED BISCUITS
OBTAINED IN THE LABORATORY

Iron absorption
(% of dose)

Fortified Ferrous
Subject Age Hb Fe/IBC SF* biscuit ascorbate

No years (gl) (%)  (uglt) 7y B) AB
1 ] 130 304 60 22.9 67.7 0.34
2 3 135 29.5 33 25.5 43.2 0.59
3 6 131 48.9 29 24.8 37.3 0.66
4 4 118 272 48 12.3 36.0 0.34
5 2 122 —_ — 52.5 385.7 147
(] 7 129 19.8 47 21.8 35.1 0.62
7 5 128 24.6 56 23.5 31.3 0.78
8 5 142 41.2 47 19.3 29.6 0.65
$ ) 134 22.8 52 21.6 28.3 0.76

10 5 128 22.8 37 17.7 27.7 0.64
11 7 130 32.5 66 18.5 26.8 0.69
12 7 128 40.4 52 22.3 25.2 0.88
13 7 119 26.2 85 9.8 21.4 0.46
14 (] 138 23.6 40 16.0 18.5 0.86
15 5 138 27.2 87 118 184 0.64
Mean 5 130 29.8 47 19.7¢ 30.4* 0.65
SD 2 (] 8.1 38-59 13.4-29.0 22.0-42.0 -—

* Values are geometric means and range of 1 SD.

small, but statistically significant, higher hemoglobin concentration
in the group consuming fortified biscuits.

When hemoglobin and serum ferritin were depicted using cumu-
lative plots (Figures 2 and 38), no differences were evident at the
initial evaluation. Nevertheless, there was a significantly lower per-
centage of subjects below 20 pg/it of serum ferritin in the fortified
group at 7 mo (18% v 25%, p < 0.04) and at 15 mo (8% v 21% p < 0.004).
Serum ferritin values over 20 ug/lt were considered indicative of ade-
quate iron stores.

DISCUSSION

There are several reasons that favor the use of hemoglobin iron
as an appealing alternative in the prevention of iron deficiency
anemia: hemoglobin iron is better tolerated than non-heme iron;
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Acceptability of fortified and control biscuits, expressed as the
percentage of children consuming 80g of biscuits

when added to test meals heme iron is better absorbed than non-
hemeiron and its absorption is not affected by food iron inhibitors (6,
D.

Because the diet of Chilean children consists mainly of cereal and
vegetables, it was estimated that adding non-heme iron to their diet
would not be significantly effective, especially when limited to the
amounts that could he satisfactorily incorporated into a vehicle.
Cereals (wheat flour and infant cereals) are fortified with electro-
lytic iron or iron salts. Recently, based on the relatively poor bi-
oavailability of elemental Fe powder added to these vehicles, it has
been suggested that this fortificant may be unsuitable for the preven-
tion of iron deficiency in infancy (15). Iron salts, which present an
adequate bioavailability (as FeS0), confer a very short shelf-life to
the vehicle. An equivalent amount of hemoglobin iron, it was hy-
pothesized, would be significantly more effective.

The use of hemoglobin as a food fortificant was suggested by
Reizenstein in 1975 (16). Iron absorption from hemoglobin-fortified
sausages, hamburgers, bread and liver paté was investigated in a
very small group of subjects (17). The findings of these studies
indicated that the use of hemoglobin for the fortification of meat
products resulted in satisfactory iron absorption; however, when
using bread as a vehicle, the bioavailability was poor. Nevertheless,
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TABLE 5

HEMATOLOGIC VALUES FOR SCHOOL CHILDREN

FROM 6 TO 12 YEARS OF AGE

Fortified group Non-fortified group
Hemoglobin (g/L)
0 month 1383+ 7.5 NS 13721+ 7.6
(212)* (210)
7 months 137.2+ 7.4 NS 13751 7.6
(207) (208)
15 months 136.5+ 6.9 < 0.05 1348+ 8.2
(180) (169)
Fe/IBC (%)
0 month 24.6 + 8.0 < 0.01 268 + 8.0
(206) (209)
7 months 276183 NS 27.8 £ 8.7
(204) (208)
15 months 30.7 + 8.8 NS 3141105
(176) (158)
Serum ferritin (ug/it)*
0 month 27 (17-42) NS 27 (15-47)
(120) (108)
7 months 31 (20-47) < 0.05 26 (15-47)
(120) (1086)
15 months 31 (2047) NS 28 (14-53)
(106)

(120)

* Number of subjects. # Geometric mean and 1 SD range.
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these studies have the serious methodological limitation given by the
small number of subjects in the groups (n=3 or 4). When hemoglobin
iron was heated to the temperature necessary forthe baking of bread,
iron absorption was presumably reduced (17).

In 1977, Hertrampf, Amar and Steckel initiated investigations
oriented to the possible use of hemoglobin in food fortification in
Chile. Initially, the studies were focused on the fortification of milk
(10). The bioavailability of hemoglobin iron was high (geometric
mean 18.8%), in a group of iron-deficient infants. Hemoglobin added
to liquid milk, however, produced rapid rancidity due to the oxida-
tion of fat in the milk.

The existence of a National Program delivering biscuits to chil-
dren in our country, in addition to their lower fat content, made
biscuits a suitable vehicle for fortification with heme-iron.

Prior to the iron absorption studies, we established that fortifica-
tion of biscuits with hemoglobin at a 6% concentration maintained
good organoleptic characteristics for up to seven months when kept
at ambient temperature, in oxygen and light-proof packaging (8).

The present study shows the high bioavailability of heme iron
added to wheat-flour biscuits. When children consume 30 g of bis-
cuits, the iron provided daily would be aproximately 1 mg. This
amount would supply the total iron requirements (18).

It should be noted that high bioavailability was obtained in spite
of the baking process, and that the biscuits were not consumed with
meat. Martinez-Torres and Layrisse (19), as well as Hallberget al. (20)
reported that heme-iron absorption is usually fairly poor in the
absence of meat. The bioavailability of BHC is better than non-heme
iron compounds generally utilized in the fortification of wheat flour
and its processing products (21, 22). This better bioavailability is
particulary important with respect to recent results obtained by
Hallberg, Brune and Rossander (21), that show poor absorption of
carbonyl iron compounds widely used in the fortification of cereals.

Our study shows the feasibility of the biscuit as a vehicle, since its
consumption was constant and over a long period of time. Children
given 30 g daily of BHC-fortified biscuits during two school periods
increased their iron stores when compared to a control group. Other
hematological changes were less evident, because the two groups of
children had very good iron status at the begining of the study. Based
on these results, it would be predicted that the effect of BHC-fortified
biscuits in a population with a poor iron status will be more evident.

The improvement of the total iron endowment obtained with the
BHC-fortified biscuits in school-children will allow them to confront
successfully the greater requirements imposed during adolescence.

In conclusion, we have established the high iron bioavailability of
biscuits fortified with hemoglobin iron, its good acceptability, and its
biological effect upon iron nutriture. These characteristics makeita
promising product to be employed in the combat of iron deficiency.
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RESUMEN

GALLETAS FORTIFICADAS CON HEMOGLOBINA:
BIODISPONIBILIDAD Y EFECTO SOBRE LA NUTRICION
DE HIERRO EN ESCOLARES

En Chile, los escolares reciben diariamente 30 g de galletas de harina de
trigo en un Programa de Desayunos Escolares. Estas galletas fueron fortifi-
cadas con 6% de hemoglobina de vacuno. La biodisponibilidad del hierro,
determinada mediante una técnica dobleisotépica, mostré una elevada
absorcién del hierro heminico en las galletas fortificadas (19.7%).

En un estudio piloto, a un grupo de 218 escolares se les administrd
diariamente la galleta fortificada (30 g) durante dos periodos escolares,
comparindose su estrado nutricional férrico con 212 nifios que recibieron
galletas no fortificadas. La aceptabilidad de 1a galleta fortificada fue ex-
celente. Al inicio ambos grupos presentaron una nutricién de hierro com-
parablemente buena. Al término del primer y segundo periodo escolar, el
grupo fortificado acusé promedios de ferritina sérica msis elevados. Los
depésitos de hierro eran suficientes (ferritina sérica 2 20 ig/lt) en el 2y 79%
de los sujetos fortificados, y controles, respectivamente (P < 0.004).

La alta biodisponibilidad del hierro de esta galleta, sus 6ptimas condi-
ciones organolépticas y su efecto sobre la nutricién de hierro, hacen de este
producto una alternativa promisoria para la prevencién de la deficiencia de
hierro.
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RESUMO

A biodisponibilidade de zinco em dieta regional de Sao Paulo, da popu-
lagéio com renda menor que 2 (dois) salarios minimos, foi estudada em ratos
albinos Wistar, recém-desmamados, com peso ao redor de 47.0g. Foram
formados trés grupos de animais, um experimental, que recebeu ragio a base
da dieta regional de Sio Paulo (DRSP), ad libitum, e 0s outros dois contréles,
que receberam racgiio & base de caseina suplementada com metionina (CA),
“pair feeding” e ad libitum, por um periodo de 80 dias. As ragdes continham
11% de proteina e 11 mg de zinco/’kg. Para se avaliar a biodisponibilidade de
zinco utilizou-se o Indice de absorgiéio aparente de zinco e o nivel de zinco na
carcaca. Observou-se que a biodisponibilidade de zinco da racdo DRSP é
baixa quando comparada com a ragéo contrdle CA. Houve uma correlagiao
positiva significativa entre a quantidade absorvida de zinco e o nivel de zinco
na carcaga.
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INTRODUCAO

Em 1961, Prasad, Halsted e Nadim (1), reconheceram a essenciali-
dade de zinco para humanos e a partir desta época, a deficiéncia
deste elemento tem sido observada em criangas (2), adolescentes (3),
adultos (4), gestantes (5), vegetarianos (6) e em algumas condic¢des
patolégicas (7).

Como consequéncia desta deficiéncia, sfio descritos: reducgifio de
crescimento, anorexia, ataxia,lesdes bucais,alopecia, acrodermatite,
hipogonadismo e reducéo da fungio imunitdria (8, 9). Tambén tem
sido observadas, diminuig¢do da sintese de DNA, RNA e proteinas,
reducgiio dos niveis de zinco no soro, urina, saliva, 0ssos, pelos e em
alguns 6rgdos, bem como reduciio na concentraciio ou aumento do
“turnover” das metaloenzimas dependentes de zinco (10-12).

A deficiéncia de origem alimentar, deve-se ao alto consumo de
vegetais, principalmente cereais e leguminosas, associada ao baixo
consumo de alimentos de origem animal. Os vegetais possuem com-
ponentes comofitatos, oxalatos,fibras que podem reduzir a absorgéio
e utilizaciio de zinco (13, 14).

No Brasil também tem-se constatado deficiéncia de zinco em
estudos isolados (15-17), supondo-se portanto que os fatores determi-
nantes sejam a baixa ingestéo de zinco e a redu¢éo na biodisponibili-
dade.

Assim, propusemo-nos a verificar o teore a biodisponibilidade de
zinco, da dieta consumida pela populaciio com renda até 2 (dois)
Saldrios Minimos mensais, da regifo de S&o Paulo.

Animais

Utilizou-se 28 ratos albinos machos, da linhagem Wistar, recém-
desmamados, pesando 47g + 3.0. Foram mantidos, por um periodo de
60 dias em gaiolas metabdélicas individuais de aco inox, & tempera-
tura de 23°C com ciclo claro-escuro.

Ragoes

Aragio controle & base de caseina suplementada com DL-metio-
nina, foi preparada de acordo com a composic¢io percentual descrita
na Tabela 1 e oferecida em pé. As misturas salina e vitaminica foram
elaboradas segundo as especificagdes do Committee on Laboratory
Animal Diets/NRC (18). Os percentuais de proteina e zinco foram
ajustados aos da racio DRSP.

A racio DRSP (Tabela 2) foi elaborada segundo o ENDEF (19),
sendo os alimentos preparados da forma habitualmente utilizada
pela populacdo, a fim de se tentar reproduzir as rea¢cdes quimicas que
normalmente ocorrem no processo de cocgio, sendo entfio secos em
estufa ventilada a 60°C e pulverizados, homogeneizados e oferecida
empd.Ambas asragtes foram conservadasen geladeira em sacos her-
meticamente fechados.
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TABELA 1
COMPOSICAO DA RACAO A BASE DE CASEINA

Componentes %
Caseina 18.3
DL-metionina 0.13
Sacarose 10.0
Fibra 1.0
Oleo de soja 8.0
Mistura salina* 4.0
Mistura vitaminica 1.0
Amido de milho, q.s.p. 100.0

* A mistura salina foi elaborada sem a adigéo de zinco, a fim de se ajustar
este elemento ao nivel da DRSP,

TABELA 2

COMPOSICAO DA DIETA REGIONAL DE SAO PAULO

Componentes %
Cereais e derivados 36.1
Raizes e tubérculos 58
Agicar 10.7
Feijao 9.7
Hortali¢as

folhosas 2.0

niio folhosas 6.3
Frutas 852
Carnes 8.7
Ovos 1.3
Leite e derivados 9.3
Oleo 38
Miscelineas 3.8
Fezes

Foram coletadas diariamente apés o quinto dia do experimento,
e armazenadas em frascos individuais de polietileno A temperatura
ambiente. Ao final do experimento, as fezes foram limpas, secas em
estufa a 105°C, pesadas, pulverizadas em moinho de ago inox e con-
servadas em frascos de polietileno a temperatura ambiente, até
ansdlise de zinco.
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Carcaca

Apés o sacrificio, os animais foram eviscerados sendo suas car-
cacas pesadas e secas em estufa a 105°C. Apés desengorduradas e
pulverizadas em moinho de ago inox, foram conservadas em frascos
de polietileno a temperatura ambiente até andlise.

Lavagem de Vidraria e Pldsticos

A vidraria e pldsticos utilizados durante o experimento foram
cuidadosamente lavadas em banho de dcido nitrico a 30%, a fim de
minimizar a contaminagédo por metais (20, 21).

Andlise das Ragdes

As racgdes foram analisadas quanto ao teor de cada componente,
em triplicata, segundo os métodos descritos pelo Instituto Adolfo
Lutz (20) e Association of Official Analytical Chemists (22).

Andlise de Zinco

O teor de zinco foi determinado por espectrofotometria de ab-
sor¢do atomica (Perkin Elmer, Mod. 460) por leitura direta, em
solugdes de amostras oxidadas por via seca a 550°C em mufla, solu-
bilizadas com 4cido nitrico, diluidas com dgua deionizada segundo
método preconizado pelo Instituto Adolfo Lutz (20), e lidas nas
condi¢des de calibragdo especificadas para o zinco.

Avaliacdo da Biodisponibilidade de Zinco

Foram utilizados o8 seguintes pardémetros: 1 - Indice de absorgio
aparente de zinco (23) obtidos através da andlise do zinco ingerido
e excretado nas fezes. 2 - Nivel de zinco na carcaca (24).
Andlise Estatistica*

Foram realizadas andlises de varifincia ou teste de Tukey, teste
de Brown-Forsythe ou Schefé e coeficiente de correlagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento encontram-se nas Tabe-
las de 3 a 5.

4 Realizada pelo Departamento de Estatfstica do IME/USP.
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Composigdo das Ragoes

Asracdes apresentaram a composicio contida na Tabela 3. Pode-
se observar que as racoes apresentaram-se isocaldricas, isoprotéicas
e com 0 mesmo teor de zinco, diferindo apenas quanto ao teor de
lipideos e fibra. Embora o teor de lipidios da racdo DRSP tenha sido
inferior ao daracdo CA, o nivel obtidos é considerado adequado pela
National Research Council (18), e o valor calérico das rac¢des foi se-
melhante. Quanto ao teor de fibra, as recomendag¢ées para ratos
variam de 1 a 10% (18-22), portanto o8 niveis foram adequados.

TABELA 3

COMPOSICAO DAS RACOES A BASE DE CASEINA (CA)
E A BASE DA DIETA REGIONAL DE SAO PAULO (DRSP)

Componentes DRSP CA
Energia (kcal) 379.1 889.0
Umidade (%) 5.6 9.6
Proteina (%) 11.5 11.8
Lipidios (%) 5.6 8.0
Carboidratos (%) 70.7 5.5
Fibra (%) 3.9 1.1
Minerais totais (%) 2.7 3.0
Zinco (mg/kg) 11.1 11.6
Caractertsticas dos Animais

Os animais dos grupos controle 1 e 2mostraram-se bastante ativos
e déceis, tendo apresentado pelagem brilhante espessa e limpa
durante o experimento, enquanto que os animais do grupo experi-
mental apresentaram pelagem sem brilho, suja e rarefeita. Alguns
animais apresentaram uma acentuada perda de pelo na regiao dor-
sal, entretanto, como este nio é um sinal patognomonico da defi-
ciéncia de zinco, ndo podemos afirmar que tenha existido tal defi-
ciéncia baseados neste sinal.

Avaliagdo da Biodisponibilidade de Zinco

1. Ingestdo, excregdo, absor¢do e tndice da absor¢Go aparente de zinco
(Tabela 4). Verificamos que os valores de zinco ingeridos pelos grupos
experimental e controle 1 “pair feeding” nio apresentaram difer-
encas estatisticas significativas entre si, e foram menores que os do
grupo controle 2, ad libitum (p < 0.05), de acordo como esperado.
Também, observamos um aumento na excre¢io fecal de zinco no
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TABELA 4

VALORES MEDIOS E DESVIOS PADRAO DO ZINCO INGERIDO (znlI)
FECAL (ZnF) E ABSORVIDO (ZnA) DO INDICE DE ABSORCAO APAR-
ENTE DE ZINCO (IAapZn) EM ANIMAIS ALIMENTADOS COM RACOES A
BASE DE CASEINA (CA) E DA DIETA REGIONAL DE SAO PAULO (DRSP)
DURANTE 60 DIAS DE EXPERIENCIA

Zinco (mg)
Grupos - IAapZn
Ingerido Fecal Absorvido  ZnA/Znl. 100
Experimental a 7.0 a 62 a 08 a 1110
ad libitum
(DRSP) 1 0.4 + 0.5 £ 0.5 +17.81
(6)* 6) (6) 6)
Controle 1 a 73 b 3.0 b 43 b 58.36
“pair feeding”
(CA) 1 0.0 +0.3 +0.4 1+ 4.28
(6) (6) ®) (6)
Controle 2 b 12.8 a 5.1 c 7.7 a 60.05
ad libitum
(CA) . + 1.0 + 1.2 +12 + 7.94

(6) 6) (6) (8)

Em cada coluna os valores com subscrito diferente sdo significativamente
diferentes, ao nivel de p < 0.05.
* Numero de animais.

grupo experimental, provavelmente devido A& presén¢a de outros
componentes da dieta como fibra, fitato, oxalatos, bem como da
" interagiio com outros metais. O aumento da excreg¢éo de zinco no
grupo controle 2, ad libitum, deveu-se provavelmente ao aumento da
ingestdo destes elemento e ao maior volume de fezes eliminadas.

A absorgio de zinco foi menor para o grupo experimental, sendo
19% do obtido para o grupo controle 1 “pair feeding” e 18.4% do grupo
controle 2, ad libitum.

O indice de absor¢do aparente de zinco foi menor para o grupo
experimental (11%) e maior para os grupos controle (59%). Os resul-
~ tados obtidos para a DRSP estéio de acordo com os de outros autores
(25-27), que obtiveram valores compreendidos entre 9 e 31% para
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alimentos isolados e dietas mistas.

A regressfo linear entre a quantidade de zinco ingerida e absor-
vida demonstrou a existéncia de uma tendéncia de elevacio da
absor¢iio com 0 aumento da ingestiio de zinco (y = -4.081 + 0.920X),
havendo uma correlagéo altamente significativa (n=18, r=0.866, p <
0.005). '

2. Niveldezinco na carcaca (Tabela 5) - Os valores obtidos apresen-
taram diferencas estatisticas significativas entre os grupos sendo
menores para o grupo experimental e maiores para os grupos con-
trole 1 “pair feeding” e 2, ad libitum. Os valores de zinco total na
carcaca também foram estatisticamente diferentes para todos os
grupos. A regressio linear entre a quantidade absorvida e o nivel

TABELA 5

VALORES MEDIOS E DESVIOS PADRAO DO PESO DA CARCACA SECA,
NIVEL DE ZINCO EM kg/g DE CARCACA SECA, ZINCO TOTAL
NA CARCACA DOS ANIMAIS SACRIFICADOS NO INICIO DA
EXPERIENCIA E DOS ALIMENTADOS COM RACAO A BASE DE
CASEINA (CA) E DA DIETA REGIONAL DE SAO PAULO (DRSP)
DURANTE 60 DIAS DE EXPERIENCIA

Carcaca seca . Zinco
Grupos @ ug/g de carcaca seca Carcaca (mg)
a 98 a 9280 a 0.98
Zero + 0.6 1+ 3.31 +0.17
(10)* (10) (10)
Experimental b 46.3 a 9439 b 4.10
ad libitum + 8.8 + 4.28 + 0.61
(DRSP) 1)) ) 6)
Controle 1 b 3550 b 116.08 c 6.53
“pair feeding” +3.0 1 4.36 +0.64
(CA) (6) 6) 6)
Controle 2 c 828 c 123.58 d 1022
ad libitum + 8.2 + 8.83 +2.96
(CA) ® (6) ©)

Em cada coluna os valores com subscritos diferentes sio significativamente
diferentes, ao nivel de p = < 0.05.
* Nimero de animais.
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total de zinco na carcaca, demonstrou tendéncia de elevagéio do nivel
deste elemento na carcaga com o aumento da absorgio de zinco (Yo
4.122 + 0.567X), houve correlacio significativa (n=18, r=0.8023, p=0.05).
Nossas observac¢oes concordam com os resultados obtidos por outros
autores (27-30), em que ratos, submetidos & deficiéncia de zinco,
apresentaram reducio na concentragiio deste elemento na carcaca,
e quanto maior a quantidade ingerida de zinco, maior sua concen-
tracdo.

CONCLUSOES

Com base no exposto, podemos concluir que a biodisponibilidade
de zinco na DRSP foi baixa e existiu correlacio positiva significativa
entre a quantidade de zinco absorvida e o nivel de zinco na carcaca.

SUMMARY

ZINC BIOAVAILABILITY IN THE REGIONAL
DIET OF SAO PAULO

Zinc bioavailability in the diet of the population of Sio Paulo area, with
income lower than two minimum salaries, was studied in Wistar rats,
recently weaned, with an average weight of 47.0 g. Three groups formed the
experimental protocol: for 60 days. The experimental groups was fed ad
libitum with a diet based on the diet of Sio Paulo (DRSP), control 1 - “pair
feeding” and control 2, ad libitum, with a diet of casein supplemented with
methionine (CA). The diets contained 11% protein and 11 mg of zinc per kg of
diet. To investigate zinc bioavailability, the apparent zinc absorption index
and zinc content in the carcass, were used. Zinc bioavailability in the DRSP
diet is low in comparison to the control diet CA. A significantly positive
correlation between zinc intake and zinc level in the carcass, was obgerved.
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EFECTO DEL AUMENTO DE LOS ACIDOS GRASOS
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RESUMEN

Se estudié el efecto dela alimentacién de ratas macho, cepa Wistar,desde
los 24 a los 52 dias de edad, con dietas de frijol deficienteo en aminodcidos
azufrados o suplementados con 0.8% DL-metionina y con dos concentra-
ciones de aceite de maiz, 2%y 20% (g/kg dieta), cobre el contenido de glutatién
en higado (GSH) y sobre la actividad de gama glutamil transpeptidasa renal
(GGTP) (E.C.2.3.22.). Los resultados indicaron que las ratas alimentadas con
la dieta de frijol con 2% de aceite de maiz, disminuyeron significativamente
el contenido de GSH hepitico y la actividad de GGTP renal.

La suplementacién con 0.3% de metionina y/o el incremento al 20% del
aceite de maiz en la dieta, estimularon significativamente el contenido de
GSH hepitico y 1a actividad transpeptidisica en el rifién.

Se postula que el aumento de los dcidos grasos poliinsaturados estimulé
laactividad de GGTP como una manera de aumentar la biodisponibilidad de
sustratos para sintesis de novo de GSH hepitico, necesario para la pro-
tecciéon de la formacién de hidroperéxidos atribuido‘al incremento de los
écidos gracos poliinsaturados a nivel celular.
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INTRODUCCION

El consumo diario de proteinas en las poblaciones de los paises
en vias de desarrollo resulta adecuado si se le compara con el nivel
seguro de ingesta propuesto por FAO/OMS/UNU 1985. No obstante,
las proteinas base de esas dietas habitualmente son limitantes en
aminodcidos azufrados y/o lisina. El mayor problema de los paises
pobres, en cambio, esla deficiente ingesta calérica de sus habitantes;
por ello, se ha propuesto elevar la densidad energética sobre la base
de aumentar el contenido de grasa, particularmente de aceite vege-
tal.

Los écidos grasos poliinsaturados contenidos en los aceites son
susceptibles de peroxidarse, de tal manera que un aumento en el con-
sumo de éstos incrementaria la probabilidad de formar hidro-
perdxidos a nivel celular. Para evitar esta alteracién, la célula
recurre a la accién concertada de varios sistemas de proteccién
celular, entre los cuales se encuentra el glutatién (GSH), tripéptido
cuya caracteristica estructural es contener grupos sulfhidrilo y un
enlace gama glutamilo (1). E1 GSH se metaboliza a través del ciclo
gama glutamilo, ciclo de importancia enla degradaciény sintesis del
GSH, y el que es catalizado por seis enzimas (2). La primera enzima
en la ruta del catabolismo y utilizacién del GSH es la gama glutamil
transpeptidasa (GGTP) (E.C.2.3.2.2.). El higado, por su baja actividad
transpeptidasa, exporta GSH hacia el plasma, mientras que elrifién
que est4 muy bien equipado de GGTP, utiliza efectivamente el GSH
del plasma, segmentdndolo en sus aminodcidos constitutivos, los que
vuelven a circular para una sintesis posterior de novo de GSH (2). La
actividad de la GGTP se eleva cuando se induce la utilizacién de GSH
(8). Puesto que las funciones del glutatién son la de proteger contra
losintermediarios —oxigenoreactivos,radicaleslibres y compuestos
téxicos— se debe considerar que un aumento en el nivel de glutatién
celular podria ser benéfico bajo ciertas condiciones (4).

Con estos antecedentes, estudiamos el efecto de aumentar el
consumo de aceite de maiz rico en dcidos grasos poliinsaturados
omega 6, en el contenido de GSH hepéticoy en el actividad de GGTP
renal, en ratas alimentadas con dietas elaboradas con frijol, deficien-
tes en aminodcidos azufrados, o con dietas suplementadas con metio-
nina.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 ratas macho cepa Wistar, de 22 a 24 dias de edad,
las que se dividieron en cinco grupos de ocho ratas cada uno. Cada
grupo consumié durante 28 dias una de las cinco dietas descritas en
la Tabla 1. Las ratas ‘de todos los grupos se ubicaron en jaulas indi-
viduales con libre acceso al agua bebida y ala dieta asignada. Se con-
trolé6 la temperatura (25°C), humedad (75%) y luz (12 horas de luz/12
horas de obscuridad) del vivero. Durante la experiencia se regisiro
la evolucién ponderal y la ingesta individual de cada dieta. El
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TABLA 1

COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES!

Ingredientes Dietas i
(en gramos) 1 2 3 4 5
a) Aceite maiz 20 200 20 200 100
b) Frijol solo460 460 . — —_
Frijol + 0.3% metionina _ —_— 460 460 —_
Caseina 118
Maicena 420 240 417 237 679
Celulosa 350 50 50 50 50
Vitaminas*10 10 10 10 10
Minerales** 40 40 40 40 40
DL-metionina —_ —_ 3 3 3
Total 1000 1000 - 1000 1000 1000

1 En las dietas suplementadas con DL-metionina, ésta se incorporé a
expensas de la maicena.

* lgdemezcla vitaminicacontiene:vitaminaA, 1000 U.L; vitamina D, 100
U.L; vitamina E, 10 U.L; vitamina K (menadiona), 0.5 mg; tiamina, 0.5
mg; riboflavina, 1.0 mg; piridoxina, 0.4 mg; 4cido pantoténico, 4.0 mg;
niacina, 4.0 mg; colina, 200 mg; inositol, 25 mg; dcido para aminoben-
zoico, 10 mg; vitamina B ., 2 ug.; biotina, 0.02 mg y dcido félico, 0.2 mg.

** Mezcla de minerales g/kg dieta: CaCO,, 12.2; K,HPO,, 13.1;
CaHPO 2H.0, 3.1; NaCl, 6.8; MgSO,. 7H,0, 4.1; citrato férrico, 0.41;
MnSO,, 0.2; ZnCl, 0.030; CuSO,, 0.02; KI, 0.004; COCl,, 0.001; KAl (SO,
0.0002; NaF, 0.004; Na SeO,, 0.0008.

a) Elaceite de maiz usado en esta experiencia estaba libre de peréxidos.

b) Elfrijol se preparé sometiéndolo a remojo previo de 12 horas. El agua

de remojo se descarté y se reemplazé por agua fresca en la que se
cocieron durante 2 horas a ebullicién. El poroto blando se secé en co-
rriente de aire caliente, luego se transformé en un polvo fino previa
molienda en un molino Thomas-Wiley.

Grupo 5 —cuya dieta fue caseina suplementada con 0.3% DL-metio-
nina— se consideré como control. Las dietas se prepararon una vez
alasemanayfueron almacenadasde inmediato en cdmara frigorifica
a —20°C. Cada dieta se proporcioné diariamente ad libitum, y cada
maiiana se descarté todolo que elanimal habiadejadoen el comedero
el dia anterior.

Despuésde 28 dias de iniciarla experiencia, todaslasratasfueron
sacrificadas previo ayuno de 12 horas. Se les extrajo sangre por
puncién cardiaca usando heparina como anticoagulante, y los higa-
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dos se eliminaron rdpidamente para determinar su contenido de
GSH, segiin Reed et al. (5). Se extrajeron los rifiones, se homogenei-
zaron en buffer Tris 0.1 M, pH 8.0,y se determiné la actividad de GGTP
en el sobrenadante, de acuerdo a la técnica de Meister y Tate (6). La
proteina del sobrenadante se estableci6 segiin Lowry et al. (7). Luego,
se calcul6 el promedio y la desviacién estdndar de los resuitados, y
se aplicé 1a prueba “t” de Student para determinar las significancias
entre los promedios.

RESULTADOS

La ingesta de proteina, aminodcidos azufrados, dcidos grasos
poliinsaturados y alfa tocoferol en los cinco grupos de ratas, se
informa en la Tabla 2. Segun se observa, los Grupos 1, 4 y § consu-

TABLA 2

INGESTA DE PROTEINA, AMINOACIDOS AZUFRADOS ACIDOS GRASOS
POLINSATURADOS Y TOCOFEROL (VIT. E) DURANTE 28 DIAS
EN LOS CINCO GRUPOS EXPERIMENTALES

Proteina Aminodcidos AGPI* Tocoferol
No. Grupos (g/28 dias) azufrados (g/28 dias) (mg/28 dias)
{mg/28 dias)
d a a a
1- Frijol+ 27.96 + 8.22 522 + 60.1 3201+ 038 28.65+3.30
2% aceite ‘
maiz
a a b a
2- Frijol + 21.81t 2.48 4081+ 432 23572+272 80.53+3.23
20% aceite
maiz
b b a b
3 - Frijol + 40.53 + 4.72 1,884+ 219 460+ 0.54 40.07 £ 4.67
0.3% metio-
nina + 2%
aceite maiz
c b b b
4- Frijol+ 26.93 + 5.44 1,300+ 263 31.80+6842 37.74117.62
0.3% metio-
nina + 20%

aceite maiz

d c c
8- Caseina + 28.83 + .81 1,881+ 226 1924+ 231 38885 +5.1
0.3% metio-
nina + 10%
aceite maiz

Valores promedio t+ desviacién estindar de 8 animales por grupo.

Las diferencias de los promedios analizados verticalmente que no tienen
letra comin, son estadisticamente significativas (P < 0.05).

Si la misma letra figura sobre el promedio, las diferencias entre los prome-
dios no son estadisticamente significativas.

* AGPI = Acidos grasos poliinsaturados omega 6.
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mieron cantidades similares de proteina. El Grupo 2, cuya dieta con-
tenia 20% de aceite de maiz, consumié significativamente menos
proteina, y el Grupo 3, suplementado con metionina y con 2% de
aceite de maiz, consumié significativamente més proteina que los
otros cuatro grupos. La ingesta de lipidos estuvo directamente rela-
cionada con el contenido de aceite de las diferentes dietas. La ingesta
de alfa tocoferol fue similar en los Grupos 1y 2, y significativamente
menor que en los otros tres grupos.

La Tabla 3 da cuenta del peso del higado y el contenido de GSH
en sangre e higado, después de 28 dias de alimentar a cada uno de los
cinco grupos con sus respectivas dietas. Puede advertirse que el

TABLA 3

PESO DEL HIGADO, CONTENIDO DE GLUTATION (GSH)
EN HIGADO (umol/g) Y EN SANGRE (umoVml) DESPUES DE
28 DJIAS DE ALIMENTAR CON CINCO DIETAS

EXPERIMENTALES
G Peso higado GSH higado GSH sangre
rupos (g/28 dias) (umolg) (umol/ml)
a* a a
1. Frijol+2% 3.80 + 0.45 0.873 + 0.21 1.095+ 0.11
aceite maiz
a b b
2 - Frijol + 20% 38.08 + 0.65 149 027 0.667 + 0.10
aceite maiz
b b a
8- Frijol + 0.3% 6.65 + 1.08 148 +0.39 0.987 £ 0.10
DL-metionina +
2% aceite maiz
b c b
4- Frijol + 0.3% 6.24 +1.03 2.73 +1.02 0.739 + 0.11
DL-metionina +
20% aceite maiz
b d b
5- Caseina + 0.3% 6.45 + 1.09 3.78 +0.64 0.754 + 0.11

DL-metionina +
10% aceite maiz

* Valores promedio + desviacién estindar obtenida de 8 animales en cada

grupo.
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tamaiio del higado de los grupos suplementados con 0.3% de metio-
nina duplicé el peso delos grupog deficientes en aminodcidos azufra-
dos. El contenido de GSH hepdtico del Grupo 1 que consumid dieta
con frijol y 2% de aceite, se encontré significativamente disminuido
respecto a los otros cuatro grupos. El contenido de GSH en higado se
elevé en los grupos con frijol suplementado con metionina y en los
grupos que aumentaron el consumo de aceite de maiz del 2% al 20%;
sin embargo, esa alza no alcanzé el contenido del Grupo Control
(Grupo 5).

La concentracién de GSH en sangre total se encontré mds altaen
los grupos que consumieron la dieta con 2% de aceite y significativa-
mente m4is baja cuando el contenido de aceite de 1a dieta ascendié al
20%, disminucién que dio valores similares a los del Grupo Control.

La actividad de GGTP renal y el peso de cada rifién se exponen
en la Tabla 4. La actividad especifica de la enzima (umol/de sustrato
transformado/mg proteina) fue similar en los cinco grupos con dife-

TABLA 4
PESO RINON Y ACTIVIDAD DE GAMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA
(GGT) EN RINON DE RATAS ALIMENTADAS CON
CINCO DIETAS EXPERIMENTALES

Actividad de gama glutamil transpeptidaco (GGT)

Grupos GGT GGT Peco rifién
(umol/g 6rganc) (umol/mg prot-1) (mp/1 rifién)
8‘
1- Frijol + 2% aceite 329 + 51.7 9.67 + 1.56 364+ 60
maiz
b
2 - Frijol + 20% aceite 442+ 71.2 9.93 + 1.93 442+ 171
maiz
c
8. Frijjol + 0.3% DL- 409 + 44.5 9.45 + 1.08 637 + 61
metionina + 2%
aceite maiz
b
4 - Frijol + 0.3% DL- 448 + 572 9.73 + 2.00 612188
metioninag + 20%
aceite maiz
b
§ - Caseina + 0.3% DL- 387+ 77.0 9.13+1.72 581+ 66
metionina + 2% '
aceite maiz

* Promedio + desviacién estindar de 8 animales en cada grupo.
Lasdiferencias de los promedios analizados que no tienen la misma letrn
sobreescrita son estadisticamente significativas (P < 0.05). Los que
tienen la misma letra sobreescrita sobre el promedio no con es-
tadisticamente significativas.
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rentes tratamientos dietéticos. La actividad de la enzima expresada
por gramo de érgano se vio estimulada por la suplementacién de la
dieta con 0.3% de metionina, y por el incremento del contenido del
aceite de maiz de las dietas consumidas por los Grupos 2 y 4,
alcanzando en estos grupos actividades comparables al Grupo Con-
trol. El peso de los rifiones se duplicé en los tres grupos que consu-
mieron dietas suplementadas con metionina, respecto a los grupos
cuyas dietas no fueron suplementadas con metionina.

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el consumo de una
dieta preparada con proteina de frijol y con 2% de aceite de maiz dis-
minuy6 el contenido de GSH hepsdtico y la actividad de GGTP renal,
pero aumentd significativamente el contenido de GSH en sangre, Al
suplementar la dieta de frijol con metionina y/o con 20% de aceite de
maiz, 1a concentracién de GSH en el higado, y la actividad transpep-
tiddsica renal aumentaron significativamente, y simultdneamente
disminuyé la concentracién de GSH en sangre.

El alza del contenido de glutatién hepético por efecto del incre-
mento de la metionina dietética de 0 a 0.8%, ha sido comunicada por
Seligson y Rotruck (8).

En este estudio 1a magnitud del aumento en el contenido de GSH
hepitico de las ratas alimentadas con la dieta de frijol fue igual, ya
sea que la dieta se suplementara con 0.3% de DL-metionina o si se
aumentara el contenido de aceite de maiz de 2% a 20%. Se observa un
efecto aditivo cuando en la misma dieta se incrementa el contenido
de aminodcidos azufrados y dcidos grasos poliinsaturados.

Estudios in vitro han demostrado que la enzima GGTP es mucho
mds activa en catalizar la ruptura del GSH cuando se agregan ami-
nodcidos aceptores, sin deprimir los niveles de GSH, presumible-
mente debido a su rdpida resintesis (9).

En el presente estudio, la mayor actividad de la GGTP se asocié
aun alza del GSH hepético y a un descenso de GSH en sangre, cuando
las dietas se suplementaron con metionina y/o con aceite de maiz.

El estimulo en el contenido del GSH hepético exhibido por los
grupos que consumieron dietas altas en aceite de maiz, podria
atribuirse a una mayor necesidad intracelular de este tripéptido en
el higado, como una manera de protegerse contra la toxicidad de los
peréxidos provenientes del aumento de poliinsaturados en el medio.

Izaki, Yoshikawa y Uchiyama (10), estudiaron el efecto de la
ingesta de aceites oxidados por un proceso térmico y demostraron
que el GSH hepdtico aumenté significativamente en proporcién al
grado de oxidacién de los aceites recalentados, en comparacién con
el Grupo Control.

Por otra parte, el hallazgo del estimulo de 1a actlvxdad de GGTP
renal, asociada al aumento del consumo de dcidos grasos poliinsatu-
rados, hace reflexionar acerca de si el nivel de GSH hepdtico es
regulado por la GGTP cuando en el medio aumentan las sustancias
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téxicas o extraiias como son los 4cidos grasos poliinsaturados peroxi.
dados, o si el incremento en consumo de dcidos grasos altamente
poliinsaturados cambia la composicién lipidica de la membrang
plasmadtica, influenciando la actividad de proteinas asociadas a
dicha membrana. Robblee y Clandinin demostraron cambios en la
actividad de 1a ATPasa mitocondrial cardiaca en ratas alimentadas
con dietas que tenian un contenido elevado de aceite de soya (11).

A juicio de los autores, estos resultados abren una interesante
perspectiva para considerar la interrelacién entre los diferentes
items de la dieta, particularmente en el caso de aquellas poblaciones
cuya dieta es deficiente en aminodcidos azufrados, y donde se re-
comienda aumentarla densidad energéticadela dietaabase de grasa
poliinsaturada.

SUMMARY

EFFECT OF INCREASING DIETARY POLYUNSATURATED
FATTY ACIDS (OMEGA 6) ON THE CONTENT OF GLUTATHION
IN LIVER AND GAMMA GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE
ACTIVITY IN KIDNEY, IN RATS

The effect of feeding 24 to 52-days-old male rats of the Wistar strain, with
beans diet deficient in sulfur-containing amino acids or supplemented with
0.3% DL-methionine and two corn oil concentrations, 2% and 20% (g/kg/diet),
on the glutathione content (GSH) in liver, and on the renal gamma glutamyl
transpeptidase (GGTP) (E.C.2.3.2.2) activity was studied. Results indicated
that rats fed the bean diet with 2% corn oil decreased significantly the liver
GSH content and GGTP renal activity.

Supplementation with 0.3% methionine and/or the 20% increment of the
diet corn oil, significantly stimulated the liver GSH content and the transpep-
tidase activity in the kidney.

It is postulated that the increase of polyunsaturated fatty acids, stimu-
lated the GGTP activity as a way of increasing substrate bicavailability for
synthesis de novo of liver GSH, necessary for the protection of the hydrop-
eroxides formation, attributed to the increment of polyunsaturated acids at
cellular level.
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RESUMO

O presente trabalho consistiu na suplementagiio de macarrio com con-
centrado protéico de pescado (CPP), nas proporgdes de 5, 10, 15 e 20% em
relagio a farinha de trigo. O CPP foi obtido a partir de trairas (Hoplias
malabaricus) evisceradas e desossadas, utilizando-se etanol a quente como
solvente extrator de lipideos e odores, com pH na faixa de 3.5 a 6.0. O
concentrado protéico resultante apresentou caracteristicas desejiveis, tais
como: coloragiio clara; livre de sabor e odor de peixe; altos niveis de proteina
(84.3 g/100g) e lisina (484 mg/gN) e baixos teores de lipideo (0.4 g/100g) e de
umidade (8.6 g/100g).

A adiciio de CPP ao macarriio promoveu um escurecimento no mesmo
proporcional ao nivel adicionado, porém, somente o pivel de 20% de suple-
mentac¢iio ndo foi considerado aceitivel por um painel de provadores, em
termos de cor e sabor.

Foram utilizados ratos Wistar recém-desmamados para avaliar a quali-
dade protelca do macarrﬁo, nos diversos niveis de suplementaciio, compara-
dos a caseina. Neste ensaio foram medidos PER, NPR, NPU, digestibilidade
e N retido na carcaga dos animais. A qualidade protéica do macarriio foi
elevada através da suplementagiio com CPP. A adigiio de 10% foi semelhante
a caseina e nio houve aumentos subsequentes na qualidade protéica do
macarréo com adi¢éo de niveis superiores de CPP.
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O CPP, devido ao seu alto contevido em lisina, constitui uma fonte

romissora na suplementa¢io de cereais. Concluiu-se neste trabalho que o

pivel de 10% de CPP é o maissatisfatirio para a suplementaciio de macarrio,
sob os aspectios sensorisal e nutricional.

INTRODUCAO

Embora a qualidade protéica dos alimentos seja tratada hoje com
menos énfase do que no periodo pés-guerra, sua importéncia, espe-
cialmente em relagdio ao crescimento e # lactaciio, ndo pode ser ne-
gligenciada(1).A qualidade protéica dos alimentos é da mesma forma
relevante nos paises do Terceiro Mundo, onde o consumo de pro-
teinas ainda marginal (1, 2). Nestes paises, a populacdio econo-
micamente menos favorecida se vé forgada a adquirir alimentos de
mais baixo custo, principalmente os de origen vegetal, onde os
cereais e leguminosas constituen a principal fonte de proteina da
dieta (3). Embora a combina¢io cereal-leguminosa seja capaz de
fornecer un aporte protéico de alto valor biolégico, a quantidade e a
proporgéio ingeridas nem sempre siio adequadas. Quando a renda
familiar é baixa, 08 cereais sio consumidos em maior quantidade e
aqualidade protéica da dieta pode diminuir, visto que suas proteinas
apresentam limita¢ées em alguns aminodcidos essenciais, espe-
cialmente lisina (4).

O valor protéico dos cereais pode ser incrementado pela adi¢éo
do concentrado protéico de pescado (CPP) (5-7), uma fonte protéica
de alto valorbiolégico que tem se mostrado mais efetivo na suplemen-
taciio de cereais do que a adi¢#o de lisina somente por suprir todos
os aminodcidos limitantes dos cereais (8, 9). A adi¢cdo de CPP, no
entanto, pode provocar alteracdes no sabor, odor e textura dos
alimentos, em funcéo do método de obtencéio e do nivel em que ¢
usado, 0 que muitas vezes dificulta sua aceitabilidade (8, 10).

Tendo em vista tais aspectos da utilizagéio do CPP na suplemen-
tacéiio alimentar, foi desenvolvido no presente trabalho um CPP sem
sabor e odor de peixe a partir de traira (Hoplias malabaricus) para
ser adicionado em diferentes percentagens i farinha de trigo, na
fabricaciio de macarrdo. Visou-se com isso determinar o nivel de-
sejiivel de suplementacido de CPP, tendo como base as caracteristicas
organolépticas (cor e sabor) e a qualidade protéica do produto.

MATERIAL E METODOS
Obtengdo do CPP

Foram utilizados peixes de dgua doce, trairas, disponiveis no
mercado da cidade de Vigosa, Minas Gerais, para a producéo do con-
centrado protéico. Os peixes foram eviscerados e subsequentemente
aquecidos por 3 minutos em dgua acidificada (pH 5.5 - 6.0) para facili-
tara desossa e ao mesmo tempo reduzir a perda de proteinas soliveis.
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A extraciio de lipideos e odores se deu através do aquecimento até
fervura com etanol 95%. Apés 8 extracdes, o material foi secado em
estufa a 40°C por 3 horag e, posteriormente, moido en moinho de
navalha.

Caracterizagdo do CPP '

Foi determinada a composigéo fisico-quimica do CPP como se
segue:a) lipideo: extracéio como éter de petréleo em aparelho Soxhlet
por 8 horas; b) proteina: determinag¢éo do N total segundo o método
Kjeldahl, descrito por AOAC (11), modificado pela adi¢fio de peréxido
de hidrogénio 30% na fase de digestdo. Usou-se o fator 6.25 no cdlculo
da transformacéo de N em proteina; ¢) umidade: aquecimento em
estufa a 105°C por 16 horas; d) cinzas: aquecimento em mufla a 600°C
por 3 horas; e) composicdio aminoacidica: os aminodcidos foram
quantificados, apés hidrdlise dcida do CPP, por cromatografia de
troca idénica, conforme o método de Spakman e Stanford (12), em
analisador de aminodcidos Beckman, Modelo 121. O triptofano foi
analisado colorimetricamente, segundo o método de Opiénska-Blduth,
Charezinski e Bebec (13), apés hidrélise enzimdtica do CPP com
alcalase e tripsina, na proporgio 1:1, a 37C por 16 horas.

Avaliagdo Biolégica da Qualidade Protéica

O ensaiobioldgico foi conduzido comobjetivo de detectar possiveis
incrementos na qualidade protéica do macarriio suplementado com
diferentes niveis de CPP. Para tal, utilizaram-se 48 ratos albinos,
raca Wistar, recém-desmamados, com 23 dias de idade. Os animais
foram divididos em grupos de 6, de modo que a média dos pesos entre
o8 grupos nio excedesse a 5 g, conforme recomendacéio da AOAC (11),
e foram destribuidos em gaiolas individuais, onde receberam dgua e
alimento ad libitum.

Um grupo de animais recebeu dieta aprotéica e os demais dietas
contendo caseina, CPP e macarr#io com §, 5,10, 15 e 20% de CPP como
fontes protéicas. A composicido das dietas experimentais pode ser
vista na Tabela 1. Os animais foram mantidos em suas respectivas
dietas por 27 dias. Nesse periodo foram determinados digestibili-
dade, PER, NPR e NPU das dietas, assim como a percentagem de N
retido na carcaca e os pesos de figado, coraciio, rins e intestino dos
animais.

A determinagdo da digestibilidade real foi possivel devido ao
emprego do grupo de animais em dieta aprotéica e os valores foram
expressos em percentagem, conforme recomendacio da “National
Research Council” (14). O PER foi determinado através do método de
Osborne, Mendel e Ferry, de acordo com a AOAC (11), relacionando
o ganho de peso dos animais ao consumo de proteina. O NPR foi de-
terminado no 14 dia do experimento, conforme método de Bender e
Doell 1(15). Determinou-se o NPU no 272 dia do experimento, pelo
método da carcaca, segundo Miller e Bendel (16). As viceras e gordura
aparente do abdomen dos animais foram retirados e as carcacas
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TABELA 1
COMPOSICAO DAS DIETAS EXPERIMENTALIS (g/100 g DA MISTURA)

Dietas

Ingredientes A B C D E F G H
Caseina (75.0) 12.0 -— -— —_ —_ —_— —_ —
CPP (84.3) - 1087 — —_ —_ — —_ —_
Macarrio (10.4) —_— — 8696 — — —_— —_ —
Macarrio +

5% de CPP (15.5) —_— — —_ 58.10 _— — —_ —_—
Macarrio +

10% de CPP (18.8) — —_ —_— - 48.00 — — —_
Macarrio + ’

15% de CPP (21.9) —_ - —_ —_ _ 4117 — —
Macarriio +

20% de CPP (24.8) —_— —_ _ —_ _— — 36.29 —_
Mistura vitaminica 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Mistura salina 8.0 8.0 8.0 8.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Oleo de soja 8.0 8.0 5.0 8.0 5.0 5.0 50 5.0

Amido de mitlho  77.00 78.33 2.04 30.80 41.00 47.83 5271 89.00

% Proteina 948 1060 997 941 989 1002 992 —

Os valores entre paréntesis representam as percentagens de proteina dos
respectivos componentes das dietas.

foram secadas e desengorduradas para posterior determinacgio do
teorde Nretido na carcacga. Para as andlises de N utilizou-se o método
semi micro-Kjeldahl, com amostras em triplicata. Figado, coracio,
rins eintestino dos animaisforamisolados,lavados em solugio salina
0.09%, congelados imediatamente e, posteriormente pesados. Os pesos
de tais 6rgdos foram expressos em termos de g/100 g do peso corporal
dos respectivos animais.

Avaliagdo Sensorial do Macarrao Suplementado com CPP

As amostras de macarriio contendo 0, 5, 10, 15 e 20% de CPP foram
cozidas em dgua com éleo e sal e, posteriormente, submetidas a um
painel de 21 provadores para serem avaliadas. As andlises sensoriaig
foram efetuadas considerando-se separadamente cor e sabor das
amostras, em duas repeti¢gdes cada. Utilizou-se para isso uma escala
heddnica de 9 pontos, onde cada conceito corresponde a uma nota:
excelente = 9; muito bom = 8; bom = 7; mais que aceitdvel = 6; aceité-
vel = 5; menos que aceitdvel = 4; desagraddvel = 3; ruim = 2 e péssi-
mo = 1,
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Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos testes biolégico e sensorial foram
submetidos a andlise de varifincia, onde as médias foram compara-
das pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO
CPP

Obteve-se um concentrado de cor clara, livre de odor e sabor de
peixe, rico em proteina (84.3 g/100 g), lisina (484 mg/g N) e com baixos
teores de lipideo (0.4 g/100 g), umidade (8.6 /100 g) e minerais (7.7 g/
100 g). Essas caracteristicas tornaram o CPP vidivel para a suplemen-
taciio da farinha de trigo na produg¢éo de macarriéo. O CPP mostrou-
se deficiente nos aminodcidos valina (254 mg/g N) e metionina +
cistina (198 mg/g N) quando comparado & proteina padrio FAO, 1973.
Pelos dados apresentados na Tabela 2 supde-se que as deficiéncias
aminoacidicas da farinha de trigo possam ser suplantadas pela
adi¢do de CPP, exceto com relaciio ao aminodcido valina.

Avaliac¢do Biolégica da Qualidade Protéica

A suplementacio elevou a qualidade protéica do macarrio, como
pode ser visto pelos resultados obtidos através do PER, NPR, NPU e
N retido na carcaca (Tabela 3). A adi¢cdo de 5% de CPP melhorou
significativamente a qualidade protéica do macarrio e os resultados
obtidos com 10% de suplementac¢io foram semelhantes aos da caseina.

TABELA 2

COMPOSICAO AMINOACIDICA DO CPP, DA FARINHA DE TRIGO
E DO PADRAO, FAO, 1973

Padrido FAO, 1973 CPP Farinha de trigo

Aminodcidos mg/g N mg/g N mg/g N
Isoleucina 250 261 238
Leucina 440 452 419
Lisina 340 484 144
Metionina + cistina 220 198 269
Fenilalanina + tirosina 380 419 469
Treonina 250 250 178
Triptofano 60 61 94
Valina 810 254 273

Fonte: Dados de padriéo FAO, 1978, citado por Pellet e Young (17).
Dados de composi¢@io aminoacidica da farinha de trigo de Kent (18).



TABELA 3

COMPARACAO DAS MEDIAS REFERENTES A0 PER, NPR, DIGESTIBILIDADE, NPU E N RETIDO NA CARCACA

Fonte protéica PER NPR Digestibilidade NPU N retido
da dieta (%) ®)
Caseina 2.5 (+ 0.18) 3.3 (£ 0.57)% 91.1 ¢ 1.05 55.6 (+ 1.98)" 3.4 (£ 0.31)
CPP 2.6 (£ 0.09)* 3.8 (x0.21r 91.4 & 0.70)" 60.9 (+ 2.65)* 4.3 (+ 0.45)"
Macarrio 1.1 ¢ 0.12F 0.3 (+ 0.29)¢ 84.5 (+ 1.958 22.3 (+ 2.50)4 1.6 ¢ 0.09)¢

Macarrio +

5% de CPP 2.0 (£ 0.14) 2.2 (+ 0.23)° 86.2 (+ 1.11y¢ 38.1 ¢ 5.63)° 2.4 (+ 0.25)°
Macarrao +

10% de CPP 2.3 (£ 0.26)* 3.0 (+ 0.23)° 86.4 (+ 2.09)*4 49.7 (+ 8.16p 8.4 (£ 0.41)
Macarrio +

15% de CPP 2.6 (+ 0.09)* 3.4 (£ 0.07)* 87.9 (£ 0.87)° 51.5 & 2.91)P 3.9 (+ 0.22)*
Macarrio +

20% de CPP 2.4 (+ 0.26)* 3.7 (+ 0.42) 87.8 (+ 1.36F 52.8 (+ 2.46)® 3.7 (+ 0.23)*

As médias seguidas de uma mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de

probabilidade (P < 0.01).

Os valores entre parénteses representam os desvios-padrio.

Z "ON (0661 ‘OINNF) X 10A

Sve
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A adicfio crescente de CPP para niveis acima de 10% n#o causou
aumento subséquente na qualidade protéica do macarrio, em re.
lagdo A caseina, como mostram os valors de PER, NPR, NPU e N
retido.

Sidwell e Stillings (19) também n#o verificaram aumento substan.
cial no ganho de peso e PER dos animais alimentados com dieta de
biscoito tipo “cracker” suplementado com mais de 12% de CPP,
Stillings, Sidwell e Hammerle (9) verificaram que a adi¢gdo de 5,10 e
15% de CPP a farinha de trigo produziu elevacéo no ganho de peso,
PER, NPU e proteina total da carcaca e que altos niveis de CPP (20
e 25%) nido produziram respostas adicionais. Quando a farinha de
trigo suplementada con CPP foi utilizada na producéo de péo, notou-
se que os animais que consumiam dieta de pdo com 10% de CPP
ganharam peso tanto quanto os que receberam p&o com maiores
niveis de CPP. Esses autores verificaram também que o processa-
mento reduziu a qualidade da proteina do pdo suplementado con
CPP, pois, comparando os mesmos niveis de CPP encontraram menor
valor de PER para o pio do que para a farinha de trigo somente. No
entanto, os valores de PER do macarrio com CPP obtidos no presente
trabalho néio foram inferiores aos encontrados por Stillings, Sidwell
e Hammerle (9) para a farinha de trigo nos mesmos niveis de suple-
mentacdo. Isso demonstra que, mesmo havendo perda de lisina
durante a secagem do macarriio de até 22% a 45°C (20), o processa-
mento parece nio ter afetado a qualidade protéica do macarrio.

Quanto & digestibilidade, nf#o houve melhora significativa do
macarrio com adicéio de até 10% de CPP. O nivel de 15% apresentou
digestibilidade semelhante A caseina e ambos foram superiores ao
macarrio sem suplementaciio. O baixo valor de NPU (55.8) verificado
para a caseina quando comparado a dados publicados pela FAO,
equivalente a 72.1 (21), pode ser devido & duracgéio do experimento. Ou
seja, no procedimento normal para determinagdo do NPU, pelo
método da carcaca de Miller e Bender (16), 0 experimento tem
duracéo de 10 dias e, segundo Campbell, citado por Mc Laughlan e
Campbell (22), 0o NPU de proteinas de alta qualidade decresce coma
duracdo de periodo de andlise.

Embora o CPP tenha se mostrado deficiente em alguns aminodci-
dos essenciais pela andlise aminoacidica, tais deficiéncias nio foram
evidenciadas no ensaio biol6gico, onde o CPP apresentou qualidade
protéica similar a caseina, confirmando os resultados obtidos em
diversos outros estudos (8,9, 19, 23-30). Segundo Hegsted (31), a perda
de proteina dos tecidos, quando existe deficiéncia de aminodcidos
essenciais é menor do que poderia ser previsto pela andlise quimica,
porque o organismo é capaz de adaptar a algumas deficiéncias de
aminodcido pela disminuicfio da sua taxa de catabolismo e o conser-
var para a reutilizacéo.

. Quanto aos pesos dos 6rgiaos analisados, verificou-se (Tabela 4)
que os animais alimentados com dieta de macarrdo sem suplemen-
tacdo, apesar de menor peso no final do perxodo expenmental,
apresentaram rins e corac¢iio relativamente maiores que os demais
grupos. Esses resultados levam a crer que a qualidade protéica influi



TABELA 4

COMPARACAO DAS MEDIAS REFERENTES AO PESO FINAL DOS ANIMAIS E DOS PESOS RELATIVOS DO
FIGADO RINS, CORACAO E INTESTINO DOS MESMOS

Fonte protéica Peso final Figado Rins Coracio Intestino
da dieta dos animais
(g) (g/100g de peso corporal)

Caseina 154.8 & 17.8° 4.94 (+ 0.49)* 0.85 (i 0.04)>c 0.41 ¢ 0.03)* 3.60 (£ 0.38)"
CPP 186.8 4+ 21.3* 4.57 (£ 0.27)* 0.84 (+ 0.04)"° 0.40 (£ 0.03)® 3.13 ¢ 0.43)*
Macarrio 82.3 (+ 6.9)° 4.79 (£ 0.32)* 1.08 & 0.04)* 0.52 (+ 0.03)* 3.97 (£ 0.61)*
Macarrio +

5% de CPP 128.8 (+ 12.7F 4.46 (+ 0.98)* 0.94 (+ 0.08)b 0.44 (+ 0.02)* 3.67 (+ 0.49)*
Maearrio +

10% de CPP 159.5 & 23.2)* 4.35 (+ 0.25)* 0.87 (£ 0.05)b 0.41 & 0.01p 8.20 (+ 0.23)*
Macarrio +

15% de CPP 189.8 + 10.1 427 (+ 0.59)* 0.76 (+ 0.08)c 0.40 (+ 0.03)® 3.02 (+ 0.53)*
Macarrio +

20% de CPP 169.0 (+ 19.7p 4.49 (+ 0.55)* 0.84 (+ 0.04)bc 0.42 (£ 0.05)° 3.02 (£ 0.32)*

As médias seguidas de uma mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de
probabilidade (P < 0.01).

Os valores entre parénteses representam os desvios-padrio.

2 ‘ON (0661 ‘OINNP) IX TOA
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na composicio corporal dos animais. Mackay et al., citado por Cahill
e Owen (32), encontraram uma relacio linear entre a proteina da
dieta e o tamanho renal em ratos e cies, evidenciando que a carga
excretéria desenvolvida pelos rins é um estimulo para o seu cresci-
mento.

Avaliagdo Sensorial do Macarrdo Suplementado com CPP

A cor do macarrio tornou-se visivelmente mais escura com a
adig¢do crescente de CPP.No entanto, esse escurecimento néo foi con-
siderado indesejdvel, em relacido ao padriio, até o nivel de 10% de
suplementacio (Tabela 5). Foi verificada diferenca significativa na
cor do macarrio com 15 e 20% de CPP quando comparada a do padriio,
Quanto ao sabor, néio houve diferenca significativa entre o padriéo e
o macarrio suplementado com até 15% de CPP.Aadi¢do de 5% de CPP
foi a mais aceita pelo painel de provadores, superior, inclusive, ao
padrio. Somente o macarrio suplementado com 20% de CPP obteve
média inferior ao nivel de aceitagéao.

TABELA §

COMPARACAO DAS MEDIAS DAS NOTAS DA AVALIACAO
SENSORIAL DO MACARRAO SUPLEMENTADO COM CPP,

QUANTO A COR E AO SABOR
Tratamento o Notasmédias
Sabor Cor
Macarrio 6.0 (£ 1.84r* 6.9 (+133r
Macarrio + 5% de CPP 6.7 (£ 1.23r 7.0 (+ 1.05r
Macarrio + 10% de CPP 5.7 (+ 1.29r* 6.1 & 1.28r*
Macarrio + 15% de CPP 8.2 (+ 1.70) 852 (+ 1.42r°
Macarrio + 20% de CPP 3.8 (+ 1.43r 3.9 (+ 1.51)

As médias seguidas de uma mesma letra, na coluna, niio diferem entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0.01).

Os valores entre parénteses representam os desvios-padrio.

CONCLUSAQO

O CPP obtido a partir de trairas evisceradas e desossadas apre-
sentou caracteristicas desejdveis (cor clara e sem odor de peixe),
assim como um alto teor de proteina e lisina. Os baixos conteidos de
lipideo e umidade apresentados, aliados ao poder bactericida do
etanol, usado como solvente extrator, conferem ao produto maior
estabilidade que o peixe fresco, podendo ser armazenado i tempera-
tura ambiente por um largo periodo de tempo sem se deteriorar.

Aandlise de composicdo aminoacidica do CPP mostra que se trata
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de um produto promissor na suplementac#o de cereais em virtude do
seu alto conteiido em lisina. Suas deficiéncias em aminodcidos essen-
ciais apontadas pela andlise aminoacidica n&o foram evidenciadas
no ensaio biolégico, onde o CPP apresentou qualidade protéica
similar a da caseina.

A qualidade protéica do macarrio foi elevada através da suple-
mentacéiio com CPP, o que pode ser evidenciada pelos valores obtidos
de PER, NPR, NPU e N retido na carcaca. Embora tenha havido
melhora significativa na qualidade protéica do macarrio com adi¢do
de 5% de CPP, esse nivel de suplementacio mostrou-se inferigr ao
padrio de caseina. A adi¢iio de 10% de CPP foi semelhante & caseina
e, acima desse nivel, niio houve aumentos subsequentes na qualidade
protéica do macarrio.

Foi evidenciado um escurecimento gradual no macarrio suple-
mentado com niveis crescentes de CPP. Porém, quando analisado por
um painel de provadores, ndo foi verificada diferencga significativa
entre o padriio e o nivel de até 15% de suplementacio quanto ao sabor
e o de até 10% quanto & cor. Somente o nivel de 20% foi considerado
rejeitado. A adi¢ciio de 5% foi a mais aceita.

Pelos resultados obtidos através das andlises sensorial e nutri-
cional, o nivel de 10% de CPP foi apontado como 0 mais promissor na
suplementac¢#io de macarrio.
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SUMMARY

NUTRITIONAL AND SENSORY EVALUATION OF MACARONI
SUPPLEMENTED WITH FISH PROTEIN CONCENTRATE

The present work consisted of the supplementation of macaroni with fish
protein concentrate (FPC) at the levels of 5, 10, 15, and 20% in relation to
wheat flour. The FPC was obtained from eviscerated and deboned trairas
(Hoplias malabaricus), using boiling ethanol as a solvent at a pH range of 5.5
to 6.0. The FPC showed desirable aspects such as bright color, no off-flavor,
high levels of protein (84.3 g/100 g) and lysine (484 mg/g N) and low levels of
fat (0.4 mg/100 g) and moisture (8.6 g/100 g). .

The macaroni became slightly dark in color with increasing additions of
FPC. Nevertheless, the 20% level was the only one not accepted by the testing
panel, in terms of color and flavor.

Weanling Wistar rats were used in the biological assay to measure the
macaroni protein quality at the different supplementation levels. Analyses
of PER, NPR, NPU, digestibility and retained carcass N were carried out. The
protein quality of the macaroni was improved by the addition of FPC. The
level of 10% was similar to the casein and no subsequent improvement in the
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protein quality was notified with highor levels of FPC.

Due to its high lysine content, the FPC iz a promising supplement for

cereals. From the nutritional and sencory aspecta, the 10% level of FPC was
the most satisfactory for macaroni supplomentation.
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CHEMICAL COMPOSITION OF A MIXTURE
OF SINGLE-CELL PROTEIN OBTAINED FROM
Kluyveromyces fragilis AND WHEY PROTEINS

Amanda Gdlvez®, Marta de Jesus Ramirez? and
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Universidad Nacional Auténoma de México
México D.F., México

SUMMARY

A mixture of Kluyveromyces fragilisbiomass and coagulated whey proteins
was obtained by fermentation of whole whey. This product had a chemical
composition similar to that of washed products reported in the literature
with high-crude protein and low-ash contents. The product had a high
content of sulphur-containing amino acids and tryptophan, which are usu-
ally limiting in yeast biomass. Lysine content was inexplicably lower than
the expected value, being the limiting amino acid in this case. The chemical
score of the protein was 91%. From the biomas-whey proteins product a
protein isolate could be recovered with a yield of 80%. The protein content
of the isolate was 75%, and the nucleic acids were reduced by 80.8%. The cell-
wall debris were also considerably reduced.

INTRODUCTION

Whey and whey permeate have been used as substrate for the
production of single-cell protein (SCP) from several microorganisms,
the most important being kluyveromyces fragilis. Commercial proc-
esses have been developed in several countries (1, 2). The earlier
research works were performed utilizing whole whey (8-7), but since
whey protein concentrates (WPC) have gained commercial

Manuscrito modificado recibido 7-11-88.

1 Profesora, Departamento de Alimentos, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma
de México, Ciudad Universitaria, México D.F. 04510, México.

2 Estudiante del Departamento de Alimentos, Facultad de Qufmica de la misma Universidad.

3 Contacting author: Profesor Garcfa Garibay. Current address: Departamento de Biotecno-
logfa, Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, Av. Michoac4n y Calzada
La Purfsima, Iztapalapa, Apdo. Postal 55-535, México D.F. 09340, México.



VOL. XL (JUNIO, 1990) No. 2 253

importance, K. fragilis biomass production has been developed
mainly with ultrafiltrate permeate in order to increase the economic
attractiveness of the process (8). SCP production from whey perme-
ate has demonstrated to be economically feasible only in large-scale
plants which can afford capital investments for WPC and biomass
production, due tothelow protein contentin whey, and the low value
of SCP (6-11)

Recently, the utilization of whole whey for the production of SCP
hasbeen proposed as an alternative for whey disposal of small cheese
factories (10, 11). Additionally, in order to increase the economic
attractiveness of the process of whole whey, the simultaneous pro-
duction of valuable by-products such as pectinase (12, 13) and alcohol
(14) have been reported.

SCP from K. fragilis has been used as feed and it is also accepted
as human food (1, 15). Nevertheless, the nucleic acids have to be
removed for human consumption; otherwise, the ingestion of signifi-
cant amonts could lead to the accumulation of uric acid, producing
gout and kidney stones (16). Cell wall also has to be removed due to
its low digestibility and toxicological problems (17).K. fragilis protein
is deficient in sulphur-containing amino acids and tryptophan (18-
20). Due to the fact that whey proteins are rich in this kind of amino
acids, the mixture of these proteins should increase the nutritional
value of SCP.

The recovery of a protein concentrate from the fermentation of
whole whey with K. fragilis, free of nucleic aclds and cell wall, is dealt
with in the present paper.

‘-MATERIAL AND METHODS
Microorganism

Kluyveromyces fragilis NRRL-Y-1109 was used and it was main-
tained on potato-dextrose agar at 4°C.

Culture Medium

This was prepared from spray-dried whey suspended in distilled
and deionized water (65g/1t) together with the following supplemen-
tary nutrients: (NH) SO 5 g/it, K HPO 5 g/it, and yeast extract 1 g/it.
The pH of the medium was adjusted to 5.0 with H SO. Medium was
autoclaved for 15 min at 12FC.

Culture Conditions

A bench-scale fermenter (New Brunswick Micro Ferm) with 14 1t
jar was used. Culture conditions were: volume of medium 11 1t, 30°C,
air flow 1 vvin and agitation speed 400 rpm; 0.1 ml of sterile silicon
antifoam were added. Fermentations were carried out during 18 hr.
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Biomass Recovery

A mixture of biomass and coagulated whey proteins was recov-
ered after fermentation by centrifugation of culture medium (8,200
&, 20 min, 4°C).

Amino Acid Analysis

After acid hydrolysis (§N HC1, 100°C, 16 hr) was performed in a
Beckman analyzer Model 1168 with anionic exchange column. Trypto-
phan was then analyzed according to Herndndez and Bates (21).

Chemiical Analyses

All of them —moisture by drying on vacuum oven, ash, crude
protein by the Kjeldhal technique and fat content by the Golfish tech-
nique— were performed according to the AQAC (22). Carbohydrates
were calculated by difference.

Cellular Disruption

Protein recovery was performed according to Vananuvat and
Kinsella (23) using NaOH (0.4 g/100ml), 1 hr of extraction and precipi-
tating with acid (pH 4.2, 80°C). In every case 0.5 g of biomass-whey
proteins were treated; the suspension was taken up to a final volume
of 50 ml, and protein was determined in the whole suspension. This
suspenslon was cen ed (5,000 g, 15 min) and protein was deter-
mined in the supernatant. In both cases, protein determination was
done by the Kjeldhal method (22).

Nucleic Acids Determination

This was performed according to the Schmidt and Thannhauser
procedure (24).

RESULTS

The chemical composition of the mixture of K. fragilis biomass and
coagulated whey proteins as it was recovered from the culture
medium and the composition of the proteins isolate are reported in
Table 1. Results are given as g/100g of dry product; those informed by
otherauthors are also included for comparison purposes. Table 1 also
shows the nucleic acids content and nucleic acids to protein ratio
before and after protein extraction.

According to protein determinations done before and after cen-
trifugation of the protein suspension treated with NaOH, the yield of
the alkaline extraction to obtain the proteins isolate was 80% of crude
protein.

The total amino acids content of the biomass-whey proteins is
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TABLE 1

CHEMICAL COMPOSITION OF BIOMASS-WHEY PROTEINS
AS RECOVERED FROM THE CULTURE MEDIUM,
AND AFTER PROTEIN ISOLATION

(Data from K. fragilis biomass reported by other authors are also
shown. Data are given as g/100 g of dry product)

Biomass/ Proteins

whey protein isolated a c f g
Protein
(N x 6.25) 50.8 75 52.3 58.9 — -_—
Fat 3.9 19 89 108 - -
Ash 55 5 8.0 59 — -
Carbohydrates* 389.8 1 308 24.6 — -
Nucleic acids 8.7 08 5.7 —_ 8.6 5.7
Nucleic acide/
crude protein 0.17 0.01 0.11 -_— 0.15 0.07
® Calculated by difference.
a Biomass produced on whey permeate (19).
¢ Washed biomass with coagulated whey proteins (7).
f Biomass produced on whey permeate in batch culture (26).
g Protein isolated from biomaes grown on whey permeate (23).

shown in Table 2. Other reports found in the literature are also dis-
played. From these data, essential amino acids scores were calcu-
lated, and results are displayed on Table 3. The score of other
proteins is also shown. In every case the reference protein was the
FAO/WHO 1973 pattern (25). Due to the fact that Vananuvat and
Kinsella (23) reported a loss in tryptophan using the same technique
for protein isolation used here, the content of this amino acid was
analyzed in the protein isolate obtained; the result was 1.53 g per 100
g of protein. The score for this amino acid in this case was 153.

DISCUSSION

The chemical composition of the biomass-whey proteins product
obtained is analogous to other similar products obtained by other au-
thors (Table 1). Crude protein is around 50% of the composition. Fat
content was lower in this work than data shown on Table 1 for other
authors; however, other investigators notified fat contents between
1to 3% forK. fragilis biomass and biomass with whey products (14, 29).
The productrecovered from the culture medium reported herein was
similarly obtained to that reported by Amundson (7); both of them are
amixture of K. fragilisbiomass and coagulated whey proteins. Amund-
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TABLE 2

AMINO ACIDS COMPOSITION OF THE MIXTURE OF BIOMASS AND

WHEY PROTEINS RECOVERED FROM CULTURE MEDIUM

(Data from other authors are also reported, and units are expressed

as g/100 g protein)
Biomass/
whey protein a b c d e f €
Isoleucine 55 48 6.0 6.1 5.1 6.0 4.3 38
Leucine 10.6 81 96 116 -— 9.6 72 8.8
Lysine 5.0 80 111 104 111 102 8.8 83
Methionine 23 1.5 186 290 16 12 18 14
Phenylalanine 4.6 42 5.1 414 5.1 854 3.6 3.6
Threonine 4.3 53 6.5 75 5.6 6.8 4.1 4.8
Tryptophan 22 17 — 23 —_ — 09 04
Valine 6.7 5.6 78 74 5.7 7.8 5.6 5.1
Histidine 1.6 20 490 3.0 4.0 2.0 40 0.7
Cysteine 6.3 17 — 88 — — 19 12
Tyrosine 4.0 39 384 41 46 34 45 —
Aspartic acid 112 94 -—_— — 104 112 96 115
Serine 4.1 4.7 7.0 68 52 70 4.7 58
Glutamic acid 154 138 — — 152 133 165 116
Proline 4.5 42 —_ — —_ - 3.7 3.7
Glycine 44 3.7 _— -— 42 4.6 5.0 4.6
Alanine 6.6 58 —_ - 72 82 64 63
Arginine 3.0 49 74 57 74 71 56 43
a K fragilis NRRL-Y-1109 grown on whey permeate (19).
b K fragilis biomass only (7).
¢ Biomass with coagulated whey proteins (7).
d K fragilis NRRL-Y-1109 grown on whole whey (27).
e Protein isolated from K. fragilis NRRL-Y-1109 biomass (27).
f Biomass grown on whey permeate (18).
g Protein isolated from biomass grown on whey permeate (18).
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TABLE 3

ESSENTIAL AMINO ACIDS SCORE OF BIOMASS-WHEY PROTEINS
OBTAINED FROM THE CULTURE MEDIUM

(Data from other sources are also shown. The score was calculated
with respect to the FAO/WHO 1973 pattern (25), according to the
following equation: (g AA/g AA in pattern) x 100)

Biomass/ Whey
whey protein a b c d f g protein
h
Isoleucine 138 120 150 153 128 108 95 190
Leucine 151 116 137 157 — 103 121 169
Lysine 91 145 202 189 202 155 151 205
Met + Cys 246 91 — 168 — 97 74 149
Phe + Tyr 148 135 142 142 162 135 -~ 117
Threonine 108 133 163 188 140 103 113 210
Tryptophan 220 170 —~— 230 — 890 40 240
Valine 134 112 156 148 114 112 102 144
Total 143 124 — 164 — 117 -— 169

K. fragilis NRRL-Y-1109 grown on whey permeate (19).
Biomass only (7).

Biomass with coagulated whey proteins (7).

K. fragilis NRRL-Y-1109 grown on whole whey (27).

Biomass grown on whey permeate (18).

Protein isolated from biomass grown on whey permeate (18).
After Hambraeus (28). '

=l T - PRI~ o

son informed a great difference in composition between washed and
unwashed products; for instance, ash content decreased 69% and
protein increased 110% after washing his yeast-whey product.
Amundson’s data —shown in Table 1— correspond to the washed
product; in spite of the fact that biomass/whey proteins product
obtained in this work was not washed, its chemical composition is
closer to the washed product reported by Amundson than to the
unwashed one. Similar conclusions are obtained when comparing
this product with the washed and unwashed products (Amber Nutrex
and Amber YFS, respectively) cited by Bernstein, Tzeng and Sisson
(14); the former had a crude protein content of 45-55% and an ash
content of 6-10% (with a 3-4% of moisture), while the unwashed
product had 35-50% of crude protein and 12-20% of ash (with 3-4%
moisture). Therefore, it is not necessary to wash the product ob-
tained here in order to eliminate undesirable compounds; the ash
content was low and the other compounds were found in similar
concentrations to washed products reported by other authors.



258 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

The composition of the proteins isolated from the biomass-whey
proteins product showed a considerable increase in crude protein.
Carbohydrates were practically eliminated by the process,and asthe
cell wall of the yeast is composed in a high proportion of these com-
pounds (30), it can be assumed that the cell wall was efficiently re.
moved. Considering that the cell wall contains aminosugars (30) and
the nucleic acids content in biomass is quite high, the proportion of
non-protein nitrogen accounting for the crude protein value should
be high. Once the cell-wall debris and nucleic acids are removed, the
protein value in the isolate should be closer to a true protein value,
Data obtained from nucleic acids content in the present work are
similar to those informed by other authors. Additionally to data
shown on Table 1, Vananuvat and Kinsella (31) reported a 10% content
of nucleic acids in biomass grown on whey permeate in continuous
culture, while Castillo and de Sdnchez (32) notified 9.3% for biomass
grown on deproteinized whey in batch culture. The relative content
of fat increased significantly in the isolate, an increase that should
be due to a relative decrease in the other constituents, including pro-
tein, during the process.

In spite of the fact that the technique for protein extraction with
nucleic acids reduction used here was the same as that reported by
Vananuvat and Kinsella (see Table 1), it can be seen that it was more
efficient in this case; the treatment reduced nucleic acids by 90.8% in
the present paper, while their data show 33.7% only. The reason for
this difference is unknown. In their case, the yield for protein
recovery was equal to the one reported herein (23).

In regard to the amino acids content (Table 2), the general
composition of the biomass-whey proteins was very similar to other
analogous compounds informed in the literature. Table 2 depicts
data reported for other authors for the same strain used by us, grown
on whey permeate (a) and whole whey (d). Data from K. fragilis
biomass only and biomass-coagulated whey proteins mixture re-
ported by Amundson for an unspecified strain are also included (b
and c). Comparisons between biomass of an unspecified strain and
its protein isolate obtained with the same technique used here (f and
g),and with a different technique of isolation in the same strain used
in this work (d and e) are also given in Table 2.

Lysine content of the product obtained is quite lower than any
other reported; comparing data from biomass only with biomass-
whey proteins reported by Amundson (b and'c), it can be seen that
lysine content diminished, although the decrease was not very high;
therefore, that cannot be the explanation for such a low lysine
content. A possible particularity of the strain is also unlikely due to
the fact that data reported for the same one (a, d and e) do not show
alow lysine content. At present this unusual low content of the amino
acid is inexplicable.

Methionine contentislowin K. fragilisbiomass (19, 20); the content
of this amino acid in the product obtained in our case is higher than
that reported by other authors (Table 2). This result is probably due
to the methionine content in whey proteins, a fact that can be
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concluded from Amundson’s data (b and c). Similar conclusions can
be obtained in regard to tryptophan and cysteine.

According to data given by Vananuvat and Kinsella (f and g in
Table 2), the technique used here for protein isolation did not affect
significantly the amino acid content (except hystidine). However,
tryptophan —which is usually found in low concentration in these
proteins— was reduced by the process; data obtained in our study
showed that tryptophan content in the protein isolated from the bio-
mass-whey proteins product diminished only 34%. The technique
used for protein isolation by Wasserman based on TCA and ethanol
extractions and precipitations (d and e) showed more significant
changes in some amino acids content.

Comparing in Table 2 similar products from different strains (for
instance a, b and f) and the same strain but grown and obtained in
different conditions (the product obtained here, a and d), it seems
that all these factors are critical to the amino acid composition, in
spite of the fact that Vananuvat and Kinsella did not find significant
differences in amino acids composition of a K. fragilis strain grown
under different conditions (18).

Data in Table 3 show that lysine is the limiting amino acid in the
biomass-whey proteins product obtained in this work, being the only
one with a score lower than 100%. Nevertheless, according to this, the
chemical score of the protein was 91% with respect to the 1973 FAQ/
WHO pattern. The highest total essential amino acids score in Table
3 is for whey proteins. The amino acids profile of K. fragilis biomass
protein was improved when it was mixed with whey proteins, as can
be seen in the data notified by Amundson (c). The product obtained
here showed higher total essential amino acids score than products
containing biomass only (a and f). Even the amino acids score of K.
fragilis NRRL-Y-1109 without whey proteins is very high, as can be
observed in a. The chemical score in this case was 91%. Delaney,
Kennedy and Walley (19) reported a lower chemical score (58%) for
this strain due to the fact that they used the older FAO/WHO pattern,
based on whole egg, which has a higher essential amino acids con-
tent. In both cases, the limiting amino acids were the sulphur-
containing ones. In every case where the protein came from biomass
only (a, f, g), the score for these amino acids was lower than 100%,
while biomass-whey proteins products showed higher values.

The tryptophan score for the proteins isolated in the present
work was reduced 30% with respect to the biomass-whey proteins
obtained from the culture medium. Data from Vananuvat and Kin-
sella (f and g) indicate a 56% reduction. In these authors’ data,
tryptophan is the limiting amino acid giving to the biomass protein
a chemical score of 90% and to the protein isolate only 40%; therefore,
such reduction is most critical in that case but is not in the product
obtained in the present work.
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CONCLUSIONS

The technique reported by Vananuvat and Kinsella for yeast
protein isolation was successfully applied in the recovery of the
protein from a mixture of biomass and coagulated whey proteins
with a yield similar to that informed by them, but with alower nucleic
acids content. From the nutritional point of view, a mixture of
biomass and whey proteins is more convenient than the biomass
only, as can be seen from this product and others cited in the
literature. Therefore, a mixture of proteins from whey and SCP with
a good amino acids profile practically free from nucleic acids and cell
wall debris, is suitable for human consumption, and can be obtained
from the fermentation of whole whey.

RESUMEN

COMPOSICION QUIMICA DE UNA MEZCLA DE PROTEINA
UNICELULAR OBTENIDA DE Kluyveromyces fragilis
Y PROTEINAS DE SUERO DE LECHE

De la fermentaciéon de suero de leche entera se obtuvo un producto
consistente en una mezcla de biomasa de Kluyveromyces fragilis y proteinas
coaguladas del suero. El producto tuvo una composiciéon similar a la de
productos lavados de que se informa en la literatura, con un alto contenido
de proteina cruda y un bajo contenido de cenizas. Asimismo, acusé también
un alto contenido de aminodcidos azufrados y de triptofano, los que usual-
mente son limitantes en la biomasa de levadura. El contenido de lisina fue
inexplicablemente mds bajo de lo esperado resultando ser el aminoacido
limitante. La calificacién quimica de la proteina fue 91%. Del producto de
biomasa con proteinas de suero se obtuvo un concentrado proteinico con un
rendimiento de 80%. El contenido de proteina del aislado fue de 75% y el
contenido de Acidos nucléicos se redujo en 90.8%. Los restos de pared celular
también se redujeron considerablemente.
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EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS ‘CASEROS
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RESUMEN

Se utilizé un disefio factorial 3* para determinar el efecto del remojo
previo, del tipo de coccién y del caldo de cocimiento sobre el valor nutritivo
de la proteina del frijol pinto (Phaseolus vulgaris L.). Se realizé la evaluacién
biolégica de proteinas mediante 1a determinacién del indice de eficiencia
proteinica (PER) y de la digestibilidad aparente de proteina (DAP). Se
cuantificé también el contenido de taninos en cotiledones, ciscarasy caldos
de remojo y coccién para cada tratamiento. El efecto de mayor significancia
sobre el valor de PER fue el tipo de coccién (P < 0.0001), seguido de la adicién
de caldo (P <0.05) y la interacciéon entre método de coccién y adicién de caldo
(P < 0.025). El remojo no fue significativo por si mismo ni a través de sus
interacciones en relacién al PER. Los valores més altos de PER y DAP fueron
para los tratamientos en olla abierta y sin caldo. El efecto negativo del caldo
se pudo explicar con base en el contenido de taninos residuales que se
depositan en él durante la coccién (108.5 - 272.25 mg eq. catequina/100 g).
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INTRODUCCION

Se ha visto que el consumo de frijol comiin (Phaseolus vulgaris L.)
en la regién del noroeste mexicano, representa una importante
fuente de energia y proteina en la dieta de diversas comunidades
rurales y urbanas. Valencia, Jardines y Noriega (1) establecieron la
canasta de consumo de alimentos para zonas rurales en el Estado de
Sonora, y el frijol pinto quedé situado en el segundo lugar en impor-
tancia de los alimentos que forman la canasta de consumo de esta
regién. Dicha situacién se presenta también en gran parte de las
poblaciones de Latinoamérica, tal como lo han demostrado Bressani
y Elias (2), en Centroamérica.

Aun cuando las leguminosas son una buena fuente de proteinade
origen vegetal, esta proteina es casi siempre de calidad limitada. Su
perfil de aminodcidos, la baja biodisponibilidad de dichos aminoéci-
dos y la presencia de factores antinutricionales estan identificadas
como las principales causas asociadas a la calidad nutricional defi-
ciente de dicha proteina (3).

Dentro de los antinutrientes presentes en las leguminosas que
han recibido mayor interés, han sido las lectinas, los inhibidores de
tripsina,y en el caso defrijol commin, también los taninos o polifenoles
4-7).

En la actualidad se sabe que el proceso de coccién inactiva la
mayor parte de estos compuestosy, de hecho,la DAP y el PER aumen-
tan significativamente después del cocinado (8). No obstante, el
grupo de los polifenoles presenta cierta actividad que permanece
después del tratamiento térmico.

Los taninos se localizan principalmente en la cdscara de la
semilla, y inicamente en aquellas variedades de frijol coloreadas (9).
Ademss, se sabe que se ligan a las proteinas en forma selectiva (10),
formando complejos hidrofébicos insolubles e indigestibles por el
organismo humano (11-15). Tanto el remojo previo del frijol en agua,
como la coccidn juegan un papel importante como posibles alterna-
tivas de eliminacién por parte de los taninos que se incluyen en la
dieta, ya que durante el proceso, una buena cantidad de estos
compuestos pasan a los caldos de remojo y de coccién respectivos; sin
embargo, aiin se requiere mayor informacién al respecto (7, 14).

El objetivo del presente estudio, fue definir la posible relacién
entre los diversos métodos de preparacién del frijol y el valor nutri-
tivo dela proteina,asi comolaimportancia dela presencia de taninos
en la dieta asociada, a dicha relacién.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de la Muestra
Se obtuvo una muestra de 60 kg de frijol pinto (Phaseolus vulgaris

L.) variedad UI-114 de un campo comercial del distrito deriego“Costa
de Hermosillo”, correspondiente al ciclo primavera-verano, 1986. El
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frijol se limpié en un limpiador mecdnico Brabender (Mod. Labofix).
Durante el estudio se almacené en bolsas de polietileno a 5°C,y a una
humedad relativa menor de 80%.

Preparacion de la Muestra

Para establecer 1os métodos de preparacién casera del frijol, se
recurrié a los datos obtenidos previamente en una encuesta (16) apli-
cada a amas de casa de diferentes estratos socioeconémicos de la
ciudad de Hermosillo, Sonora. De acuerdo a esos resultados, se
planteé el proceso de preparacién del frijol. En la Figura 1 se esque-

FRIJOL
PINTO
(Ul-114)
REMOJO
1:2
25°C | 600 min
DRENADO
OLLA ABIERTA ,‘,’;‘E‘;,gﬁ OLLA ABIERTA 3;‘:;3133
100C 12FC 100°C 12rC
140 min 40 min 80 min 28 min
NOCALDO CALDO  NOCALDO CALDO NOCALDO CALDO NO CALDO cxnno“‘\
FIGURA 1

Tratamiento y condiciones de proceso empleados en la elaboracién
de dietas experimentales para evaluacién de taninos
y de valor nutritivo de proteina
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matizan los tratamientos y condiciones experimentales de proceso
que simularon las prdcticas culinarias de mayorfrecuencia. En todos
los tratamientos se mantuvieron controladaslasrelaciones fisicas de
cantidad de frijol al agua de remojo (1:2), frijol al agua para cocer (1:5)
y frijol cocido drenado al caldo de coecién agregado (1:0.73). En el
caso de las muestras en las que se adicion6 caldo, esto se hizo
inmediatamente después de 1la coccién. Para los tratamientos sin
caldo, se drené el frijol después de la coccién y s6lo se adicioné el agua
necesaria para facilitar el trabajo de molido. Para moler las muestras
se emple6 una licuadora comercial Marca Waring con capacidad de
5 1t hasta obtener una pasta homogénea; el frijol molido fue dis-
tribuido en charolas de acero inoxidable, las cuales se introdujeron
aun desecador de tiinel a una temperatura de 50 + 5°C y velocidad de
aire constante. Las muestras se mantuvieron en el secador hasta que
alcanzaron un contenido final de humedad de 7 + 1.5%.

Con el objeto de tener una medida de la textura final del frijol
obtenida en cada tipo de cocimiento, se recurrié a la evaluacién de
este pardmetro con un Instron Universal (Mod. TM-SM INSTRON
LTD.). Se utilizé como indicador de blandura a la médxima fuerza (kg)
requerida para comprimir, cortar y extruir una cantidad especifica
de frijol cocido. Para efectuar esta determinacién, se emple6 una
celda con rejillas (Wire-extrusion cell, WEC) disefada por OTMS
(Ottawa Test Measuring System), usada anteriormente por Voisey y
Nonnecke (17).

Andlisis Quitmico

Las determinaciones de humedad, proteina, grasa, cenizas y fibra
cruda, se llevaron a cabo en muestras de frijol crudo y en las harinas
usadas pafa la elaboracién de dietas experimentales, segin los
métodos oficiales de la AOAC (18). Los carbohidratos solubles se
determinaron por diferencia.

Andlisis de Taninos

Para el andlisis de taninos se obtuvo una muestra de granos de
frijol y de caldos recién cocidos, representativa de cada tratamiento.
El frijol se descascaré a mano y las cdscaras, cotiledones y caldos de
cocimiento se congelaron por separado en viales a —38+3°C para su
posterior liofilizacién en un liofilizador marca Labconco (Modelo
Freeze Dryer No. 5) a 25-50 torr, y —54°C. Antes de analizarse, se
molieron en un tamiz, malla #40 en un molino Willey de laboratorio.
Parala determinacién de taninos en las muestras crudas se siguié la
prueba de la vainillina-HCL (19); las extracciones de taninos conden-
sados se efectuaron en metanol (100%) grado analitico (Merck). Para
las muestras cocidas liofilizadas se siguié la modificacién de la
misma prueba, propuesta por Butler, Price y Brotherson (20). En
ambos casos, el contenido de taninos se obtuvo empleando una curva
estdndar de (+)-catequina (Sigma).
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Evaluacién Biologica

Disefio experimental — El experimento fue un disefio completa-
mente aleatorizado y se estructuré como factorial 3%, con tres fac-
tores,dos niveles para cadafactory seisanimales por tratamiento,de
acuerdo al modelo:

Yyg=h+ T +B+8, + (TP)+ (18), + (B, + TP O +€
i=1,2,
ji=1,2.
k=1,2.
1=1,...,6.

Los factores fueron:

Tipo de cocimiento (T): olla abierta y olla de presidn.
Caldo de cocimiento (B): con caldo y sin caldo.
Remojo (8): con remojo y sin remojo previo.

Razon de eficiencia protetnica (PER) — E1 PER se determiné segiin el
procedimiento establecido oficialmente por 1a AOAC (18) (Tabla 1).

Digestibilidad aparente de la protetna (DAP) — Esta fue determinada
utilizando la relacién de concentracién de Cr,O, y proteina en la
dieta experimental y en las heces, durante la iiltima semana del PER
(21, 22).

RESULTADOS Y DISCUSION
Textura

Los valores de textura obtenidos para el frijol pinto, por medio de
la celda WEC, se exponen en la Tabla 2. Segiin se observa, la textura
del frijol pinto acusé valores similares cuando el cocimiento se hizo
a presion y a ebullicién, con remojo previo, aun cuando los tiempos
de coccién fueron marcadamente diferentes para cada tipo de co-
cimiento. Se hizo esta consideracién al tomar un error estdndar de
1 4.0 kgf para la celda WEC en muestras de frijol (23). Por otro lado,
las muestras cocidas tanto a ebullicién como a presién, sin remojo
previo, dieron valores considerablemente bajos de textura. E!l hecho
de que la textura en los tratamientos, olla abierta: remojo y olla de
presion: remojo fueron consistentemente mayores, es explicable, ya
que esas muestras se cocieron con menores tiempos, lo que es de
esperar produzca mayor fuerza (kgf) en el Instron. Sin embargo, in-
dependientemente del tipo de coccién (presién o ebullicién), una
muestra con remojo previo debe ser mids blanda que una sin remojo
cocinada durante el mismo tiempo. Esto no fue asi, pues el factor
tiempo parece haber tenido mayor efecto en textura que el remojo.
Las muestras de los cuatro tratamientos se evaluaron subjetiva-
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TABLA 1

COMPOSICION DE LA DIETA BASAL USADA EN LA EVALUACION
BIOLOGICA DE LA PROTEINA

Ingrediente %
Aceite de cartamo 8.0
Premezcla vitaminica 1.0
Premezcla mineral 5.0
CrO 02
Celulosa 1.0
Agua 5.0
Fuente de proteina para formular al 10% Variable
Almidén y dextrosa para aforar a 100% Variable

El aceite, minerales, celulosa y agua fueron ajustados de acuerdo al anslisis
proximal de los ingredientes. Las muestras se calcularon como (1.6% N en la
muestra) x 100 de acuerdo al método 43.212 del AOAC aplicable a fuentes de
mas de 1.8% de N. Todos los ingredientes son de Bioserv, NJ., EUA, excepto
el aceite y Cr O.

La premezcla vitaminica contiene lo siguiente, en g/kg de dieta: dcido
ascoérbico, 0.45; biotina, 0.0002; pantotenato de calcio, 0.03; colina, 0.633;
acido félico, 0.0009; inositol, 0.05; menadiona, 0.02; niacina, 0.04; acido para-
minobenzéico, 0.05; piridoxina, 0.01; riboflavina, 0.01; tiamina, 0.01; vitamina
A, 9000 UJ; vitamina B, 0.01 mg; vitamina D, 1000 Ul, y vitamina E, 25 UL
La premezcla mineral contiene lo siguiente, en g/kg de dieta: aluminio,
0.0005; calcio, 11.08; cloro, 4.79; cobre, 0.0175; flior, 0.0027; yodo, 0.0030;
hierro, 0.385; magnesio, 1.396; azufre, 0.1162, y zinc, 0.0637.

TABLA 2

EFECTO DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS CASEROS
DE PREPARACION DE FRIJOL PINTO SOBRE SU TEXTURA

DESPUES DE LA COCCION
Tratamiento Tiempo de cocimiento Textura (WEC)
(min) (kgh)
Olla abierta
(100°C; 1 ATM) 140 47.0
Olla abierta; remojo
(100°C; 1 ATM) 90 74.0
Olla de presién
(12rC; 15 psi) 40 39.0

Olla de presién; remojo
(12FC; 15 psi) 25 78.0
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mente de acuerdo a su blandura y se consideraron como aceptables,
por lo que se puede afirmar que la textura del frijol pinto cocido,
evaluada como méxima fuerza de corte empleando una celda tipo
WEC, se considera como aceptable para consumo humano en un
rango de 40 a 80 kgf.

Taninos
El contenido y la distribucién de taninos condensados se aprecia
en la Tabla 3. Aparentemente el tratamiento térmico produjo una re-
TABLA 3

DISTRIBUCION DEL CONTENIDO DE TANINOS EN DIFERENTES
ESTRUCTURAS Y TRATAMIENTOS CASEROS

Tratamiento Cascara Cotiledén Caldo
(mg Eq. de catequina/100 g)

Frijol crudo 16,303.5 N.D. —_—

Frijol remojado

10 hr.; 25°C 253.75 425 27.49

Cocido en

olla abierta

Sin remojo

140 min; 100C 14,00 6.25 108.50

Con remojo

90 min; 100°C 1325 7.25 262.50
Cocido en

olla de presién

Sin remojo
40 min; 12rC; 15 psi 15.75 6.50 224.75

Con remojo
25 min; 12FC; 15 psi 23.00 1825 27225

Determinaciéon, empleando el método convencionsal para analisis de taninos
condensados por el reactivo de vainillina-HCl en metanol segiin Price,
Scoyoc y Butler (19). El resto de los analisis se hizo con la modificacién de
Butler, Price y Brotherson (20) para el mismo ensayo, que utiliza acido
acético en vez de métanol en el reactivo,

N.D. Cantidades no detectadas por el método utilizado.
Dato calculado (mg Eq. cat/100ml agua de remojo).
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duccién del 80% al 80% en el contenido total de taninos, lo que
concuerda con otros estudios (24, 25). Los autores, en estos casos,
coinciden en afirmar que la pérdida aparente de taninos inducida
por la coccién se debe no a una destruccién quimica sino a cambios
en la solubilidad y en la reactividad de las moléculas que dificultan
su extraccion.

El contenido de taninos en las cdscaras de granos cocidos liofili-
zados fue mucho menor, comparado con el de las muestras crudas.
Mediante la modificacién de la prueba de la vainillina HCl, que
utiliza dcido acético glacial en vez de metanol en el reactivo, se
lograron obtener resultados y establecer comparaciones. En general,
todas las muestras de cdscaras y cotiledones de granos cocidos
liofilizados presentaron un bajo contenido de taninos (6.25-23.0 mg
Eq. catequina/100 g), mientras que en los caldos, éste fue mayor en
relacién al de las cdscaras y cotiledones respectivos (108-272 mg Eq.
catequina/100 g). Bressani et al. informaron previamente que la
fraccién tdnica no se liga a la proteina, sino se deposita en gran parte
en el caldo de cocimiento (11). En el presente estudio se encontré que
existe una relacién inversa entre tiempo de coccién y el contenido de
taninos residuales en caldo, tanto en el cocimiento en olla normal
como en olla de presién. Esto puede estar asociado a la formacion de
complejos moleculares entre taninos condensados y compuestos
afines que se van depositando en el caldo a lo largo de la coccién
(proteinas, oligosacdridos y lipidos) (25), los cuales no se pueden
cuantificar mediante las técnicas utilizadas. Esta situacién se apre-
ciaal compararlosvaloresde taninos en caldo, en donde para 140 min
de cocimiento, el valor de catequina estd muy por abajo (108 mg Eq.
catequina/100 g) en relacién al de 90 min (262.50 mg Eq catequina/100
g) cuando hubo remojo previo, en el caso de la olla abierta. En el caso
de la olla de presidn, la tendencia fue similar. '

En la Tabla 3 las unidades son mg de catequina/100 g de lo que co-
rresponda, cdscara, cotiledén o caldo. En otras palabras, 16,303.5 mg
de catequina/100 g de cdscara corresponden a 1,304 mg de catequina/
100 g de harina de frijol, dado que la cdscara representa el 8% en peso
del frijol entero.

Valor Nutritivo de Protetnas

El efecto de mayor significancia estadistica fue el tipo de coccién
(P < 0.0001), seguido de la adicién de caldo (P < 0.05). La interaccién
entre tipo de coccién y adicién de caldo fue también significativa (P
< 0.025). El efecto del remojo no fue significativo por si mismo ni a
través de sus interacciones. La Tabla 4 muestra los resultados del
PERydela DAP,ylos niveles de significancia estadistica se muestran
en el cuadro de ANDEVA (Tabla 5) para el arreglo factorial.

El efecto mds importante detectado en este estudio fue el de tipo
de coccién, donde la olla abierta tuvo valores significativamente mas
altos para los tratamientos sin caldo, 1.23 y 1.24 respectivamente,
parafrijol sin remojary remojado en olla abierta, contra 1.05 y 0.89 en
olla de presiéon. Esta disminucién inducida por el cocimiento a
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TABLA 4

RAZON DE EFICIENCIA PROTEINICA (PER) Y DIGESTIBILIDAD
APARENTE DE PROTEINA (DAP) DE FRIJOL PINTO PROCESADO
POR DIVERSOS TRATAMIENTOS CASEROS

% Digestibilidad
Tratamiento PER+DE A-PER aparente
de proteina

Olla abierta; sin remojo

Sin caldo 1231+ 0.24 124 71.76

Con caldo 1.05+ 0.07 1.06 67.34
Olla de presién; sin remojo

Sin caldo 1.05+£0.07 1.06 69.85

Con caldo 1.01+ 0.08 1.02 67.38
Olla abierta; con remojo

Sin caldo 1241 0.10 125 7150

Con caldo 106+ 0.18 1.07 70.36
Olla de presién; con remojo

Sin caldo 0.89 £ 0.14 0.90 69.34

Con caldo 0.94 + 0.07 0.95 66.06
Caseina ANRC 2.48 + 0.18 2.50 91.56

El A-PER corresponde al PER ajustado tomando como base el valor de
caseina-ANRC correspondiente al grupo de animales empleado como con-
trol, de acuerdo al protocolo AOAC (18).

presion, ha sido documentada por Walker y Kochran (26), en va-
riedades de caupi (Vigna unguiculata (L.) Wolp) por periodos de una
hora, encontrando que se destruye hasta un 10% de la lisina dis-
ponible por efectos del tratamiento térmico. Asimismo, Elias,
Herndndez y Bressani (27) detectaron disminuciones drdsticas hasta
de 54%, de la lisina en Vigna sinensis, en sé6lo 15 minutos de coccién a
presiéon. Por lo tanto, es explicable que los valores de PER y DAP
obtenidos para la proteina de frijol pinto sean menores para los
tratamientos en olla a presién con respecto ala olla abierta. Enlo que
se refiere al caldo, se obtuvo un descenso significativo en el valor
nutritivo de las proteinas de las dietas en las que se incluyé. Esto
queda demostrado al comparar los valores de PER en el caso de la
coccidén en olla abierta sin remojo, que fueron 1.23 y 1.05 respectiva-
mente, enlos casosen que se agregéy no se agregé el caldo de coccion.
Estos resultados son similares a los obtenidos en frijol previamente
remojado y cocido en el mismo tipo de olla, en que el PER disminuyé
de 1.24 a 1.06 al agregar caldo de cocimiento. Lo anterior concuerda
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TABLA 5
ANALISIS DE VARIANZA DEL PER EN FRIJOL PINTO

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Valor de
variacién cuadrados Libertad medio F
Tipo de coccién (A) 0.355 1 0.355 20.37
Adiciéon de caldo (B) 0.088 1 0.088 5.04
Remojo ©) 0.032 1 0.032 1.86
Interacciones
BxC 0.007 1 0.007 0.43
AxC 0.047 1 0.047 2.73
AxB 0.097 1 0.97 5.59
AxBxC 0.066 1 0.066 0.38
Error 0.697 40
Total 1.332 47
(P < 0.001).
(P < 0.05).
(P < 0.025).

con otros informes de la literatura, en los que los autores han
observado disminucién del valor nutritivo de leguminosas asociado
a la adicién de caldo de cocimiento (11, 13, 15, 23).

En el presente estudio se detectaron altas concentraciones de
taninos en los caldos de coccién de las diferentes modalidades de
preparacion casera del frijol. Sin embargo, inicamente los tiempos
de cocimiento prolongados utilizando la olla abierta, parecieron
favorecer el efecto detrimental de dichos taninos sobre la calidad de
la proteina. En la olla de presién no se manifesté la misma situacion,
como se puede apreciar en los valores de PER y DAP de dichos
tratamientos, de tal forma que en olla de presion es indistinto el usar
o no el caldo bajo las condiciones especificadas, ya que segin se
constatd, no afecta el valor nutritivo.

Esnecesario aclarar quelos valores de digestibilidad no pudieron
compararse estadisticamente debido a que la DAP se determina para
toda la dieta y no hay repeticién por tratamiento, por lo que
unicamente se pudo analizar las tendencias de los datos obtenidos.
En este estudio, se obtuvo una alta correlacién entre los valores de
PER yDAP (r=0.72; P < 0.05). Puede afirmarse que la informacion que
se obtuvo del PER fue similar a la que se derivé de la DAP, y ambos
valores sirvieron como patrones para comparar la calidad de las pro-
teinas.

Los cambios de valor nutritivo fueron detectados, fundamen-
talmente, en funcién de los potenciales efectos negativos del trata-
miento térmico severo, y de la ingestion directa de taninos al con-
sumir la proteina del frijol en presencia de su caldo de cocimiento.



VOL. XL (JUNIO, 1990) No. 2 273

Hubo disminuciones considerables en PER y un poco menores en
DAP. Lo expuesto cobra relevancia al considerar datos de consumo
en la poblacién infantil, pues las leguminosas son utilizadas como
alimentos de ablactacién al preparar papillas, sopas y caldos. Esto
puede ser especialmente importante en familias en las que la base de
la aportaciénproteinica son las leguminosas,comoel caso de miltiples
regiones en México y otros paises, sobre todo, donde los fenémenos
econémicos se orientan cada vez mids hacia el consumo de estos
vegetales como la fuente mds importante de proteina.

SUMMARY

EFFECT OF HOME-COOKING TREATMENTS IN
THE PREPARATION OF PINTO BEANS (Phaseolus vulgaris L.)
ON THE TANNIN CONTENT AND NUTRITIVE VALUE OF PROTEINS

A 3 factor design was carried out in order to investigate the different
home-cooking treatments applied in the preparation of pinto beans (Phaseo-
lusvulgarisL.) onthe nutritive value of their protein. The factors studied were
previous soaking, type of cooking and addition of cooking broth. Biological
evaluation of the protein was performed, and the protein efficiency ratio
(PER) and apparent digestibility of the protein (DAP) values were obtained.
The tannin content was measured in hulls, cotyledons and in the cooking
broths of each experimental treatment. The most significant effect of the
PER value was the type of cooking (P < 0.0001), followed by the addition of
cooking broth (P < 0.05) as well as a significant interaction between cooking
method and addition of broth (P < 0.025). Soaking did not have significant
effectsper seorthroughitsinteractionsinrelation to PER. The highest values
for PER and DAP were obtained with the boiling treatment without broth.
The detrimental effect of the cooking broth can be explained by its tannin
content (108.5 - 272.25 mg Eq. catechin/100g).
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RESUMEN

Se analizé la composicién en macronutrientesy lisina disponible de una
conserva de atiin que habia sido almacenada durante tres afios a tempera-
tura ambiente.

En ensayos con ratas Wistar, se determiné la digestibilidad (CD), el valor
biolégico (VB) y la utilizacién neta de la proteina (UNP). Luego, los resulta-
dos se compararon con los obtenidos tres afios antes, cuando ge preparé la
conserva, utilizando la proteina patrén caseina + DL-metionina para contro-
lar las posibles variaciones en el comportamiento animal.

No se encontraron variaciones en la composicién porcentual de macro-
nutrientes ni en la digestibilidad. Sin embargo, el VB y la UNP se redujeron
significativamente.

Un hecho especialmente significativo fue que el contenido en lisina
disponible, que habia descendido en la conserva recién preparada respecto
al atin crudo, se recuperé durante el periodo de almacenamiento.

Manuscrito modificado recibido: 6-10-89.

1 Becaria del CSIC.
2 Colaboradora cientffica del mismo Consejo.

3 Investigadora y Directora del Instituto de Nutricién y Bromatologfa del CSIC de la
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INTRODUCCION

A pesar de la gran importancia que, desde'el punto de vista
nutritivo y comercial, tienen las conservas de atin, hay muy pocos
trabajos dedicados al estudio de las condiciones de su preparacién y
de la repercusion que éstas tengan sobre el valor nutritivo de este
pescado. Menos aun hay respecto a las modificaciones que puedan
producirse durante el tiempo de almacenamiento a temperatura
ambiente que media entre la preparacién de la'conserva, y su con-
sumo.

Una creencia frecuente entre los consumidores y los industriales
que se dedican a la fabricacién de conservas es suponer que los pro-
ductos esterilizados no se alteran durante el almacenamiento. Esto
es cierto desde el punto de vista microbiolégico. Pero segiin algunos
autores como Lund (1), Goresline, Leine y Mrak (2) o Ballet al. (3), en
las mezclas de varios alimentos tienen lugar cambios organolépticos
y nutritivos que dependen de factores tales como el tiempo y la tem-
peratura del lugar donde se almacenan, del sistema de empaquetado,
y de las caracteristicas del producto. En opinién de Bender (4)
durante el almacenamiento se produce una lixiviacién de nutrientes
del alimento,los que pasan alliquido de cobertura,perdiéndose si ése
se descarta, asi como puede haber también una lenta destruccion
quimica que depende de otros factores como el oxigeno residual y la
superficie metdlica del contenedor.

El objeto del presente trabajo fue establecer si una conserva de
atan (Thunnus alalunga) —preparada por nosotros en las mismas
condiciones que lo hace la industria— mantenia su calidad nutritiva
alos tresafios de almacenamiento a temperatura ambiente. Paraello,
se compararon los valores obtenidos inicialmente (T,) con los deter-
minados tres aiios después (T,).

MATERIAL Y METODOS
La Preparacién de la Conserva

La conserva de atin se preparé en la planta experimental del
Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo (Espaiia). Se partié de
atin congelado, como hace normalmente la industria, el cual se dejé
descongelar a temperatura ambiente. A partir de este atiin desconge-
lado, el enlatado se realizé de acuerdo al siguiente esquema:
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Atun descongelado
Descabezado, ev?soerado y lavado
Coccidn (76 min) en ;&almuera (130-140 g/lt)

Enfriamiento a temperatura ambiente

Separacién de piel:tspinas y carne roja
Prensado y enlatado (latas modelo oval OL120, 80 g)
Adicién de aceite djsoja caliente (80°C)
Cerfado
Esterilizacién a 113’0 durante 60 min

Enfriamiento en esterilizador con temperatura
de compensacioén inferior a 35°C

Andlisis del Contenido de Nutrientes

El contenido de laslatas objeto del presente estudio se extrajodel
envase, y después de haber separado con papel de filtro la grasa
adherida del liquido de gobierno, se liofiliz4, se moli6 y se mezcl6 lo
mds perfectamente posible. A continuacién se determiné la composi-
cién porcentual de la muestra: proteina como N x 6.25 (N por el
método de Kjeldahl), contenido en grasa por extracciéon con éter de
petréleo en un Soxtec System 1040 Extraction Unit, humedad en
estufa a 105°C hasta obtener peso constante, cenizas por el métodode
la AOAC (5), y lisina disponible por el método de Udy-Carpenter,
descrito por Smith, Friedman y Lebel (6).

Estudio del Valor Nutritivo de la Protetna

Este se llevé a cabo mediante balance de nitrégeno, segin el
procedimiento de Thomas Mitchell. Para controlar la diferencia del
comportamiento animal, se utilizé caseina + DL-metionina como
proteina patrén. Se emplearon 12 ratas Wistar en cada grupo experi-
mental, seis machos y seis hembras de 40 + 2 g de peso, las que se
alojaron en jaulas metabdélicas individuales que permitieron la re-
coleccion por separado, de heces y orina, asi como el control de la
ingesta. La temperatura de la habitacién se mantuvo entre 21 y 23°C,
y la iluminacién, de 8 a.m. a 8 p.m. de cada dia durante los 11 dias de
cada ensayo. El control de peso, ingesta y excrecién fecal y urinaria
serealizé durante siete dias, después de un periodo de adaptacién de
cuatro dias. La composicion teérica de las dietas era como sigue: pro-
teina, 10%; fibra cruda, 5%; grasa, 7.5%; corrector vitaminico, 0.12%;
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corrector mineral, 3.34%, y almid6n y aziicar en cantidades iguales
hasta completar 100 g. La composicién real se expresa en Tabla 1 en
la que el contenido de proteina en materia seca, determinado por
andlisis posterior a la preparacidn, se expresa en la nota al pie de la
citada Tabla.El alto contenido en grasa de la conserva obligé a elevar
elporcentaje de ésta del 5% habitual a 7.5%, ya que en otro caso habria
sido imposible alcanzar el porcentaje de proteina de atin requerido.
Por razén semejante no se aiiadié corrector mineral a la dieta cuya
fuente proteinica era el atin.

TABLA 1
COMPOSICION DE LAS DIETAS, EXPRESADAS EN g/100 g
EN SUSTANCIA HUMEDA
Caseina 12.47 Conserva de atin 18.08
DL-metionina 02 —_ —
Aceite soja 75 —_ —_
Celulosa 5.32 Celulosa 523
C. vitaminico 0.12 C. Vitaminico 0.12
C. mineral 3.34 —_ -_—
Almidén 41.55 Almidén _ 41.55
Azdcar 36.33 Azicar 38.46

Contenido en proteina, por anslisis posterior a la preparacién: dieta patrén
10.8 g/100 g s.s., dieta problema 10.7 g/100 g s.s.

La composicién del correctorvitaminico (g/100 g dieta) fue: colina,
1,111; dcido félico, 1.11; niacina, 22.22; vitamina K, 0.005; Vitamina B,y
0.055; riboflavina, 3.33; tiamina, 4.44; vitamina B, 6.66; pantotenato
;glcico, 8.88; vitamina A, 4.400 UL; vitamina D,, 1,111 Ul, y vitamina E,

33.

La composicién del corrector mineral (por kg de dieta) fue: IK,
0.21 mg; SO,Cu.5H,0, 24.72 mg; FNa, 2.43 mg; CO,Zn, 25.56 mg; CrO Na,,
1.10 mg; SeQNa,, 0.24 mg; SO, MnH, 0, 0.17 g; SO Fe.7H,0, 0.20 g; lea,
0.91 g; CO,Mg, 0.77 g; SO Mg.7H,0, 2.3 g; PO HCa, 6.8 g; PO H.K, 8.2 g;
PO H,Na, 2.3 g; CO,Ca, 10.0 g, y CO,HK, 6.1 g.

‘Losresultados se analizaron estadisticamente mediantela prueba
“t” de Student, considerando las diferencias como significativas al
nivel de P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para poder efectuar la comparacién de los resultados obtenidos
en la conserva de atin, almacenada durante tres afios (T),conlaT,
se incluyen en las Tablas correspondientes, los resultados obtenidos
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en el momento de su preparacién los que, naturalmente, no co-
rresponden a nuestro trabajo actual, sino al realizado en 1983, el cual
fue publicado en 19886 (7).

Contenido de Nutrientes

El contenido en el porcentaje de nutrientes: proteina, grasa y
cenizas, no mostré diferencia entre Ty T,. No obstante, el contenido
en lisina disponible si pareci6 aumentar sngmﬁcatwamente respeto
a T, durante el almacenamiento (Tabla 2), alcanzando ahora valores
muy proximos a los del atiin congelado del que se partié para la
preparaciéon de la conserva, que era 9.8 g lisina/16 g N (8). Este
sorprendente hallazgo sélo podria explicarse siguiendo la teoria de
Ledward (9) que describe un estado predesnaturalizado intermedio
en la transicién entre el estado natural y el desnaturalizado. En este

TABLA 2

COMPARACION ENTRE EL CONTENIDO EN NUTRIENTES DE UNA
CONSERVA DE ATUN RECIEN PREPARADA (T,) Y ALMACENADA

DURANTE TRES ANOS (T,)
Proteina Grasa Cenizas Lisina disponible
8.8. 8.8. mg/100 g s.s. g/100 g proteina
Conservade atin T,  60.2 40.2 2.42 841 0.1*
Conservade atin T,  59.3 40.8 227 95+ 0.1

Los valores en la mism columna, con diferentes letras, indican diferencias
estadisticamente significativas al nivel de P < 0.05.

8.8. = Sustancia seca.

ultimo estado (predesnaturalizado), las proteinas son capaces de
interaccionar con otros componentes dentro del sistema y, depen-
diendo dela agitacién térmica y de los enlaces no covalentes existen-
tesenla proteina, ésta puede volver a su estado natural. Sin embargo,
todavia no tenemos datos suficientes para afirmar algo asi y, por lo
tanto, serdn necesarios nuevos estudios sobre la formacién y ruptura
de enlaces cruzados durante estos procesos y de los cambios estruc-
turales que pueda sufrir la proteina, para sabera ciencia ciertalo que
realmente ocurre. Si recurrimos a los pocos datos encontrados en la
literatura, podemos ver que cuando se analiza el contenido de lisina
disponible en la conserva recién preparada (10-13), no se encuentran
pérdidas importantes, mientras que se sabe que el calentamiento si
produce altas pérdidas de lisina (14-18). Esta aparente contradiccién
en los resultados bien podria explicarse por un mecanismo andlogo
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al encontrado en este trabajo: los grupos € -amino de la lisina se
bloquean en un primer calentamiento, y después vuelven a desblo-
quearse.

Valor Nutritivo

La ingesta, tanto de los animales alimentados con la dieta cuya
proteina era caseina, como aquéllos que ingirieron dieta con fuente
proteinica de conserva de bonito, fue similar en T, y T,, entre
proteinas iguales. _

No obstante, en el incremento de peso pudo observarse que,
mientras en T,, con la misma ingesta, los animales alimentados con
caseina mostraron una diferencia significativa a favor de T,, los ali-
mentados con atiin se mantuvieron en los mismos niveles (’i‘abla 3).
Los resultados en cuestién parecen indicar que la proteina de atiin
hubiese sufrido algun tipo de deterioro como consecuencia del al-
macenamiento, siendo ahora menos eficaz para el crecimiento que la
correspondiente a conserva recién preparada.

TABLA 3
INCREMENTO DE PESO E INGESTA CALCULADA
CON SUSTANCIA SECA
(Expresados en g/rata/dia)
Fuente proteinica Incremento de peso Ingests
Caseina T, 3.1+02* 9510.3*
Conserva T, 2.8 + 0.2° 8.010.4°
Caseina T, 3.7+ 02° 95104
Conserva T, 27+0.0° 891 0.2

Lasletras diferentes en 1a misma columna, indican diferencias entre medias
estadisticamente significativas al nivel de P < 0.05.

La digestibilidad (Tabla 4) no se alteré en absoluto por el almace-
namiento. Pero aqui hay que tener en cuenta que este pardimetro
mide el nitrdégeno absorbido, pero nada dice en cuanto a qué ami-
nodcido pertenece este nitrégeno.

La retencién de N, sin embargo, fue significativamente mayor
para la proteina de atiin de la conserva recién preparada (T,) que
para la proteina de atin de la conserva después de tres aiios de
almacenamiento (T,) (Tabla 5). Hay, en consecuencia, un descenso
significativo tanto del valor biolégico (VB) como de 1la UNP de la
proteina de conserva de atiin cuando se almacena durante tres aiios.
Este periodo de almacenamiento produce, segin estos resultados,un
inicio de deterioro proteinico que no puede achacarse a pérdida de
disponibilidad de lisina ni a alteraciones de la digestibilidad.
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TABLA 4
UTILIZACION DIGESTIVA DE LA PROTEINA DE CONSERVA DE ATUN

Fuente de N ingerido N absorbido CcD
proteina de la dieta mg/dia mg/dia
Caseina + DL-metionina T 1584+ 5.4 155.6+ 4.8 97.710.7
Conserva de atiin T, 1432+ 6.7 139.1+ 6.9 96.4 + 0.4
Caseina + DL-metionina T, 16401 4.0 163.0+ 4.1 982+ 1.2
Conserva de atin T, 146.41 2.6 143.0+ 2.7 97.7+ 0.5

Valores de 12 animales en cada grupo, expresados como mediai: ESM.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el coefi-
ciente de digestibilidad (CD).

TABLA §
UTILIZACION METABOLICA DE LA PROTEINA
DE ATUN EN CONSERVA
Fuente de N urinario N retenido VB UNP
proteina de la dieta mg/dia mg/dia

Caseina + DL-metionina T, 10.9+1.F  143.7+562° 92.7:08°  90.610.9"
Tuna enlatada T, 18.4£2.8° 1200168 86.6120° 835119
Caseina + DL-metionina T, 17.9+1.6>  155213.7% 89.7:09° 892108

Tuna enlatada T, . 39.0 + 0.8° 104.1+2.7° 72.710.6° 71.01 0.8

Valores de 12 animales en cada grupo, expresados como media+ ESM.
Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significati-
vas entre medias, al nivel de P < 0.05.

Hay muy pocos datos en la bibliografia que puedan conducirnos
a encontrar una explicacién de la menor eficiencia metabélica, que
quizds haya que buscar en el deterioro de otros aminodcidos, como
los azufrados o el triptofano, por ejemplo, sensibles a los productos
derivados de la oxidacién de las grasas, y que se deterioran incluso
en el almacenamiento en congelacién (19), como hemos tenido oca-
sion de comprobar. Cecil y Woodroof (20) afirman que los alimentos
esterilizados y enlatados contienen un tiempo de vida indefinido.
desde el punto de vista microbiolégico, pero se produce un descenso



282 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

en sus propiedades nutritivas. Hellendoorn, De Groot y Slum (21), en
conservas de comidas almacenadas durante tres y cinco aiios, obser-
van también descensos de la UNP de 16 y 20%, respectivamente. Por
otra parte, Pérez Martin (22) describe, en conservas de pescado, un
incremento en bases volidtiles a los seis meses de almacenamiento,
resultados éstos que podrian confirmar la hipétesis de que haya
aminodcidos que son afectados por reacciones quimicas producidas
durante el periodo de almacenamiento.

SUMMARY

STUDY OF THE VARIATIONS IN MACRONUTRIENTS AND
NUTRITIVE VALUE OF THE PROTEIN OF CANNED TUNA STORED
FOR THREE YEARS AFTER ITS PREPARATION

The composition in macronutrients and available lysine of canned tuna
stored for three years at room temperature, was analyzed.

Digestibility (DC), biological value (BV) and net protein utilization
(NPU) were determined with Wistar rats tests. The results were then com-
pared to those obtained three years ago, when the canned food was prepared
with casein standard protein plus DL-methionine, in order to control any
variation that might had occurred in animal behaviour.

No variation was found, either in macronutrient composition or in
digestibility. However, BV and NPU decreased significantly.

Highly significant, and somewhat surprising, was the finding that the
amount of available lysine, which had disminished as the can was prepared
with respect to the amount found in raw tuna, increased during the storage
period.
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SUMMARY

The carotenoid composition of a squash and a pumpkin from Northeast-
ern Brazil was determined. Nineteen carotenoids were detected in Cucurbita
moschata variety “Baianinha”; B-carotene was the principal carotenoid,
contributing about 74% of an average total carotenoid content of 317.8ug/g.
In C. maxima variety “Jerimum Caboclo”, 11 carotenoids were found with
lutein, and B-carotene as the major pigments accounting for about 60% and
27%, respectively, of an average total carotenoid content of 78.4 ng/g. The
abundance of -carotene in the C. moschata variety “Baianinha” makes this
squash one of the richest sources of provitamin A. The average vitamin A
value was 43,175 IU (International Units) per 100 g or 4,317 RE (retinol equiva-
lents) per 100 g. Its vitamin A values is more than 11 times that otC.maxima
variety “Jerimum Caboclo” and five times that of C. moschata cultivar
“Menina Verde”, the squash found previously to be highest in provitamin A
among the Cucurbita vegetables most commercialized in Sdao Paulo (South-
eastern Brazil).

INTRODUCTION

Most of existing data on the vitamin A value of foods had been
based on the total carotene content, and are becoming widely consid-
ered as unreliable, because of the possibility of including inactive
carotenoids and of grouping less active carotenoids with B-carotene.

Manuscrito modiﬁcadp recibido: 6-10-89.
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There is general agreement on the necessity of obtaining new data
by methods which remove interfering carotenoids, and quantitate
the provitamins separately. The vitamin A value could then be cal-
culated, taking into account only active carotenoids with their re-
spective activities.

The importance of determining the complete carotenoid compo-
sition of foods has also become increasingly recognized, because of
an apparently wider physiological function of carotenoids, beyond
their role as precursors of vitamin A. The inhibitory effect against
certain types of cancer, for example, appears to be not restricted to
provitamins (1, 2).

In a previous paper (3),the carotenoid composition of the squashes
and pumpkins most commercialized in the State of Sdo Paulo, Brazil,
were reported. A complex pattern was obtained, consisting of 13-15
carotenoids in each Cucurbita vegetable. Distinct varietal differences
were observed, but between samples, variations were also noted. The
Cucurbita moschata cultivar “Menina Verde” was richest in carote-
noids, followed by the hybrid “Tetsukabuto” and the C. maxima
cultivar “Exposi¢ido”. C. moschata at the immature stage; however, it
was low in carotenoids. This was also true for C. pepo cultivar
“Caserta”, which is consumed only when immature. The total carote-
noid content and vitamin A value increased about 15- and 26-fold,
respectively, from the immature to mature C. moschata. Peeling
reduced the carotenoid concentration of the immature vegetables
drastically: the vitamin A values of the pulp being only one-fifth of
those of the whole vegetables. -carotene predominated in the C.
moschata (mature) and C. maxima, while lutein was the major carote-
noid of the other vegetables.

The present paper deals with the carotenoid composition of a
squash and a pumpkin from Northeastern Brazil, a region where
vitamin A deficiency and overall malnutrition are considered a
serious problem, especially in certain areas. Although found in
markets all year round, these vegetables are not grown commer-
cially, and are thus designated simply as varieties, to differentiate
them from those produced commercially, which are desxgnated as
cultivars (cultivated varieties).

MATERIAL AND METHODS
Materials
Samples of the squash C. moschata variety “Baianinha” were
obtained from Salvador, Bahia, and those of the pumpkin C. maxima
variety “Jerimum Caboclo” were collected from Recife, Pernambuco.
These vegetables are described in detail in Table 1.

Sample Preparation

Each sample was prepared by cutting the fruit radially into eight



TABLE 1

DESCRIPTION OF THE SQUASH AND PUMPKIN ANALYZED

Vegetable

Cucurbita moschata

Variety “Baianinha”

Cucurbita maxima

Variety “Jerimum Caboclo”

12-14 cm longitudinal diameter
14-17 cm transverse diameter

0.9-1.2 kg

10-12 cm longitudinal diameter
15-26 cm transverse diameter

0.3-1.6 kg

Yellow exterior, smooth surface with
slight ribbing, dark orange pulp, spheri-

cal

Grayish-green exterior, smooth surface
with prominent ribbing, yellow-orange
pulp, sphericalbut flattened atboth stem

and blossom ends

98¢
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sections. Four opposite sections were taken and, after removal of the
seeds, they were peeled, cut into smaller pieces and mixed. A portion
(Ca 250g) was homogenized with water (3:1) in a Waring blender.
Aliquots equivalent to 25 g for the C. moschata and 60g for the C.
maxima were submitted to analysis.

Carotenoid Determination

The carotenoid composition was determined according to proce-
dures previously described (4).

The sample was blended with about 150 ml cold acetone and
hyflosupercel in a Waring blender for 1 or 2 minutes and filtered
through a Buchner funnel. Blending and filtration were repeated
until the residue was devoid of color (2 or 3 times). The carotenoids
were transferred to petroleum ether by adding small portions of the
combined acetone extract to petroleum ether (about 100 ml) in a
separatory funnel. After each addition, water was poured gently and
the two layers were allowed to separate, without agitation, to avoid
the formation of emulsion, and the lower aqueous layer was dis-
carded. When the entire extract had been added, the petroleum ether
layer was washed five times with water to remove residual acetone
and collected in an Erlenmeyer flask. An equal volume of 10% KOH
in methanol was added, and the mixture was left overnight at room
temperature in the dark. The alkali was washed off in a separatory
funnel with water (five times). If rinse water was colored, it was
reextracted with fresh petroleum ether. The pigment solution was
then dried with anhydrous sodium sulfate and concentrated in a
rotatory evaporator at a temperature not exceeding 35°C.

The carotenoids were first separated in a MgO:Hyflosupercel (1:2)
column developed successively with increasing concentration of
ethyl ether (1-5%) and acetone (2-100%) in petroleum ether.
Unresolved fractions were rechromatographed in another
MgO:Hyflosupercel (1:2) column forthe apolar carotenoids and neutral
alumina (activity II or III) for the more polar pigments.

Fractions from both columns containing acetone were washed
free of this solvent with water, and dried over sodium sulfate. The
fractions were either concentrated or diluted, as needed, transferred
to suitable volumetric flasks and the volumes completed with petro-
leum ether. The absorption spectra were taken from 550 to 350nm in
a double-beam recording Perkin Elmer spectrophotometer, Model
356.

The carotenoids were identified through a combination of sev-
eral parameters: 1) visible absorption spectra; 2) position on the
column; 3) TLC Rf values; and 4) chemical reactions such as acetyla-
tion with acetic anhydride, methylation with acidified methanol,
iodine catalyzed isomerization and epoxide tests. The identification
procedure and interpretation of the results have been described
previously in detail (4).

Quantitation was based on the maximum absorbance as de-
scribed by Davies (5), using tabulated absorption coefficients. The
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vitamin A values were calculated according to NAS-NRC (6), using
the provitamin A activities tabulated by Bauernfeind (7). By defini-
tion, 1 IU (International Unit) is equivalent to 0.6ug of B-carotene or
1.2 ug of the other precursors; 1 RE (retinol equivalent) is equal to 6
ug B-carotene or 12 ug of the others provitamins.

RESULTS AND DISCUSSION
Carotenoid Composition

Table 2 shows that the C. moschata variety “Baianinha” is notably
rich in carotenoids, both in terms of the amounts and the number of
different carotenoids detected. A total of 19 carotenoids were encoun-
tered, of which 8-carotene predominated, making up about 74% of an
average total carotenoid content of 317.8 ug/g.

Eleven carotenoids were found in the C. maxima variety “Jerimum
Caboclo”. Lutein and B-carotene were the major pigments, account-
ing for about 60% and 27% of a mean total carotenoid content of 78.4
ne/g.

The squash “Baianinha” thus presented a -carotene and total
carotenoid content almost 10 and four times greater, respectively,
than those of the pumpkin “Jerimum Caboclo”.

As with the squashes and pumpkins most commercialized in the
State of Sdo Paulo (3), appreciable variations between samples of the
same Cucurbita were observed. These had been attributed to thelong
period during which the squashes and pumpkins could be harvested,
and their much longer shelf life. While other fruits and vegetables
need to be harvested and consumed within a short period, squashes
and pumpkins keep for months, during which time the biochemical
processes continue. There was no attempt to choose the samples
analyzed according to exact maturity stages or time after harvest, so
as to reflect the type of variation the consumers are exposed to. It is
thus understandable that the between sample variations that could
be discerned from Table 2 are greater than those observed in the
other fruits and vegetables we have also studied.

Vitamin A Value

The abundance of pf-carotene in the C. moschata “Baianinha”
makes this squash one of the richest sources of provitamin A. Its vi-
tamin A value is more than 11 times that of theC. maxima “Jerimum
Caboclo” (Table 3).

The “Baianinha” also surpassed the richest source among the
squashes and pumpkins commercialiezed in S@ao Paulo. Its vitamin
A value is about five times that of C. moschata cultivar “Menina
Verde”. Except for certain varieties of palm fruits, the vitamin A
value of Baianinha is, in fact, the highest among more than 40
different fruits and vegetables we have so far analyzed (8).

Lee, Smith and Robinson (9) compared the carotene composition
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TABLE 2

CAROTENOID COMPOSITION OF Cucurbita moschata VARIETY “BAJAN-
INHA” AND Cucurbita maxima VARIETY “JERIMUM CABOCLO”

Concentration (ug/g)*

Carotenoid

C. moschata C. maxima variety

variety "Baianinha" "Jerimum Caboclo”

Range Mean Range Mean
o-Carotene 16.8-82.5 47.1 02-0.6 04
B-Carotene 1254-2044 234.6 14.2-34.8 21.0
5,6-monoepoxy-f-carotene ND-2.2 08 ND ND
Cis-g-carotene 4.9-30.4 19.0 1.5-2.7 2.1
o-Zeacarotene ND-1.7 08 ND ND
Neurosporene ND-tr tr ND ND
Mutatochrome ND-tr tr ND ND
3-Carotene tr0.7 0.4 ND ND
Unidentified** tr-1.8 1.0 tr tr
a-Cryptoxanthin 22-2.8 1.8 tr-6.7 2.6
Zeinoxanthin tr6.8 2.5 ND ND
5,6-monoepoxy-g-cryptoxanthin ND ND ND-8.8 29

Cis-5,6,5'8'-diepoxy-

cryptoxanthin ND-0.3 tr ND ND
Lutein 41.8-14.8 85 6.4-128.7 471
Cis-lutein ND ND ND-0.4 0.1
Zeaxanthin ND ND ND-0.2 tr
Taraxanthin ND-tr tr ND-6.0 20
Cis-flavoxanthin ND-0.7 0.3 ND-0.6 0.2
Cis-violaxanthin tr-0.9 08 ND ND
Luteoxanthin ND-0.9 02 ND ND
Cis-luteoxanthin ND-0.5 02 ND ND
Auroxanthin ND-0.3 tr ND ND
Total 1872-4048 3178 18.2-186.6 784

* Range and means of 3 samples for each vegetable collected at different
times during the year.

** Calculated on the basis of the absorptivity of 8-carotene.
ND = not detected; tr = trace.



TABLA 3

COMPARISON OF THE VITAMIN A A VALUE OF BRAZILIAN SQUASHES AND PUMPKINS

Vitamin A value***

Vegetables Provitamins** IU/100 g RE/100 g

Mean SD Mean SD

C. moschata variety “Baianinha” a-carotene (9.1%), B-carotene (90.6%) 43,175 16,209 43175 11,6029
o~-cryptoxanthin (0.3%)

C. maxima variety “Jerimum Caboclo” a-carotene (0.9%), B-carotene (93.4%) 3,74¢ 2,236 3745 233.6
a-cryptoxanthin (6.7%)

C. moschata cultivar “Menina Verde” o-carotene (22.2%), B-carotene (75.9%) . 8,624 5,594 862.4 569.4

mutatochrome (0.5%), 0-cryptoxanthin (1.4%)

C. mdxima cultivar “Exposi¢éo”™ o-carotene (0.3%), B-carotene (96.2%) ‘ 2,875 1,801 2875 180.1
mutatochrome (0.3%), 0-cryptoxanthin (3.2%)

Hybrid “Tetsukabuto™ o-carotene (0.6%), B-carotene (72.9%) 2,966 901 295.6 80.1
. mutatochrome (0.2%), o-cryptoxanthin (26.3%)

* Taken from Arima and Rodriguez-Amaya (3) for comparison purposes.
*+ Numbers in parenthesis represent the per cent contributions of the provitamins.

**+ Meansand standard deviationsof3 samples forthe first two vegetables and of 5 samples for the last three vegetables
collected at different times during the year. All the data refer to mature vegetables.
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of three cultivars and three breeding lines of winter squash grown
in an experiment station in the U.S. The vitamin A value ranged from
142-297 RE/100g, that is, 14-30 times lower than the average vitamin
A value of “Vaianinha”.

The results clearly show that the squash “Baianinha” merits
commercial production and wider distribution in Brazil and other
developing countries having similar climatic conditions. Since
squashes are easy to grow and can be available all year round, it is
the type of crop which, if given due importance, can be of great help
in alleviating the problem of vitamin A deficiency in the poorer areas
of the world.

Several other aspects can be pointed out from the data on Table
3: 1) The squashes are in general higher in provitamin A than the
pumpkins; 2) varietal differences are sufficient to emphasize the im-
portance of specifying the cultivar or variety in Food Composition
Tables; 3) the Cucurbita which showed the least variation was the
hybrid “Tetsukabuto” which is grown from selected imported seeds
and propagated under controlled commercial production condi-
tions. It is thus possible to diminish variations between lots. Interest-
ingly, the hybrid “Tetsukabuto” is gaining wider acceptance at the
expense of the native squashes and pumpkins, a reflection of the
tendency in developing countries to value imported crops without
taking into consideration that local ones could be better from the
nutritional and agronomic standpoints.
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RESUMEN

Se determiné la composicién en carotenoides de dos tipos de calabazas
de la region noreste del Brasil. Se detectaron 19 carotenoides en la variedad
“Baianinha” de Cucurbita moschata, en la que el principal carotenoide es el -
caroteno, representando alrededor de 74% del promedio de 817.8 ug/g de
carotenoide total. En la variedad “Jerimum Caboclo”, de la especie C.
maxima, se encontraron 11 carotenoides, de los cuales luteina yf-caroteno
represenian aproximadamente 60 y 27%, respectivamente, del promedio
total de 78.4 pg/g. La abundancia de 8-caroteno en la variedad “Baianinha”
de C. moschata hacen de esta calabaza una de las mas ricas fuentes conocidas
depro-vitamina A. El promedio de valor de vitamina A fue de 43,145 (Unidades
Internacionales) Ul por 100g, o 4,317 ER (equivalentes de retinol) por 100g.
Su valor vitaminico A es mds de 11 veces el de la variedad “Jerimum Caboclo”
de C. maxima, y mas de cinco veces el valor del cultivar “Menina Verde” de
C. moschata, la calabaza que anteriormente se conocia como la de mayor
contenido de pro-vitamina A, entre las calabazas comercializadas en Sio
Paulo, regién sureste del pais.
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RESUMEN

Se determiné por espectrofotometria de absorcién atémica el contenido
de sodio, potasio y calcio en 15 platillos tipicos consumidos en Sonora,
México. La mayoria de los platillos tenian alto contenido de eodio y bajo
aporte de potasio; por lo tanto, Ia relacién Na:K se encontré muy elevada. La
tortilla de harina de trigo fue el alimento que proporcioné la mayor cantidad
de sodio (1,372.8 mg/100 g). En cuanto al potasio, fue el chorizo con papas el
que aporté un mayor contenido de este mineral (466 mg/100 g). Las calabaci-
tas con queso acusaron el mayor contenido de calcio (2.44.1 mg/100 g). La
capirotada y el arroz con leche que son platillos tipo postre, presentaron la
mas baja relacion Na:K (0.66 y 0.81, respectivamente).

INTRODUCCION

El sodio y el potasio son reconocidos como nutrimentos indispen-
sables, especialmente importantes en el balance electrolitico. Para
cubrir sus requerimientos diarios el organismo humano necesita
sélo aproximadamente 200 mg de sodio, y 1a poblacién normalmente
consume mas de 20 veces esta cantidad (1). En cuanto al potasio, la re-
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comendacién es de 4.6 g/dia y a nivel de poblacién, su ingesta
generalmente es mds baja (2). Esto concuerda con la dieta del Estado
de Sonora, en la que se ha encontrado una baja participacién de
alimentos que proporcionan potasio (3). En adultos sanos se ha
recomendado la ingesta diaria de 800 mg de calcio para mantener su
balance (4); sin embargo, en poblaciones cuya ingesta es baja, la FAQ/
OMS recomienda de 400 a 500 mg de calcio diarios.

Se ha demostrado que la presién arterial de los individuos que
tienen predisposicién genética a hipertensién; varia directamente
con la ingesta de sodio (5, 8). Asi, se sugiere que el tratamiento de
hipertensién esencial debe iniciarse conlareduccién enlaingestade
sal (7’ 8)0

Por otro lado, el potasio parece proteger contra los efectos nega-
tivos de la sal (9, 10). Existen estudios en los que se observé que al
aumentarlaingesta de potasio enla dieta, se obtuvo una disminucién
de la presién arterial (11, 12).

Otras investigaciones recientes en humanos y animales experi-
mentales, han demostrado cierta asociacién entre la baja ingesta de
calcio y un aumento en el riesgo de hipertensiéon y enfermedades
cardiovasculares (13-15), por lo que se presume que el calcio puede
atenuar el desarrollo de 1a hipertension (16).

Es comun que a los individuos con hipertensién o problemas
renales se les prescriba consumir dietas con bajo contenido de sodio.
Para ello se necesita contar con tablas de composicién quimica de
alimentos que contengan dicha informacién. Esto permitiria hacer
usoadecuado delos alimentos disponibles, afin de que tales personas
ingieran en sus dietas las cantidades recomendadas de sodio y
potasio.

Enla actuahdad no hay en las Tablas de Valor Nutritivo de Alimentos
Mexicanos (17), ni en las de otras regiones de Latmoaménca (18),
informacién sobre el contenido de Na y K de los alimentos. Asxmlsmo,
se tiene poco conocimiento sobre la composicién quimica y valor
nutritivo de mezclas de alimentos o de alimentos preparados,.y ello
aplica también a los platillos tipicos que se consumen en distintas
regiones de los paises,

, En virtud de lo expuesto, el propésito del presente estudio fue

determinar el contenido de sodio, potasio y calcio de 15 platillos
tipicos consumidos en Sonora, con el fin de complementar con datos
sobre estos minerales, la tabla de composicién quimica de alimentos
de México (16, 19). El objetivo final fue permitir que dicha informa-
cién pueda ser de utilidad en el manejo de pacientes hipertensosy en
la salud publica de la regidn.

MATERIAL Y METODOS
Preparacién de Platillos

Se analizaron 15 platillos tipicos consumidos en Sonora, los
cuales fueron previamente seleccionados por Jardines y colabora-
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dores (19), en base a una regionalizacién del Estado y a los patrones
alimenticios querigen en las diversas zonas. Para obtener el modo de
preparaciéon de estos platillos se elaboré un cuestionario, el cual se
aplicé por medio de unaentrevista conelama de casa. De esta manera
se obtuvieron 50 recetas caseras para cada platillo, por 1o que se hizo
unaestandarizacion para obtener de cada platillo 1a receta represen-
tativa (moda estadistica) (19).

En el laboratorio se preparé cada platillo siguiendo la receta
casera estandarizada y las cantidades indicadas en 1a Tabla 1. Todos
los ingredientes se adquirieron en el mercado local durante la época
de otono-invierno.

TABLA 1
PLATILLOS TIPICOS CONSUMIDOS EN SONORA (MEXICO), Y
SUS INGREDIENTES
Platillo Ingredientes (gramos)
Arroz con leche Arroz (250); azicar (100); leche evaporada (410 ml);

canela (79) y agua (1 1t).

Albéndigas con arroz Carne de res molida (250); arroz (50); tomate (141);
cebolla verde (43); harina de maiz (18); cilantro
(28); ajo (7); pimienta molida (0.5); sal gruesa (6);
manteca vegetal (32) y agua (750 ml).

Calabacitas con queso  Calabacitas tiernas (500); tomate (141); cebolla
blanca (39); chile verde (30); queso blanco regional!
(100); granos de elote (100); aceite vegetal (11) y sal
gruesa (15).

Caldo de queso Queso blanco regional® (375); papas (450); chile
verde (270); cebolla blanca (117); tomate (211);
manteca vegetal (80); sal gruesa (10) y agua (2.3 It).

Capirotada Pan blanco (440); mantequilla (45); queso blanco
regional’ (250); cacahuates pelados (250); pasas
(35); pliatanos (248); ciruelas pasas (296); pilon-
cillo? (§50); canela molida (2) y agua (1 It).

Chivichangas de queso  Tortilla de harina de trigo (32); queso blanco re-
gional (50); lechuga (36); tomate (42); mayonesa
(30); aceite vegetal (100).

Chorizo con papas Chorizo de res (250); papas (550) y manteca vegetal
(64).

(Continva)
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(Continua Tabla 1)

Ejotes con chile

Gallina pinta

Menudo

Machaca con verdura

Sopa de pasta

Tamales de elote

Tamales de carne

Tortillas de harina

Ejotes verdescocidos (750); chile colorado en polvo
(80); harina de maiz nixtamalizado (72); ajo (3);
manteca vegetal (80); sal gruesa (12).

Cola de res (750); maiz nixtamalizado (250); frijol
pinto (63); ajo (6); cebolla verde (20); cilantro (10);
sal gruesa (8) y agua (3 1t).

Panza, tﬁpas y patas de res (1500); maiz nixtamali.
zado (750); ajo (13.5); cebolla blanca (78); cilantro
(20); chile verde (30); sal gruesa (49.5) y agua (91t).

Carne de res seca salada® (375); tomate (423); ce-
bolla blanca (117); chile verde (90) y aceite vegetal
(3405)0

Sopa de pasta (100); tomate (141); cebolla blanca
(39); ajo (1); consomé (6); aceite vegetal (18)y agua
(1.8 1t).

Granos de elote (3,250); chile verde (2,250); queso
blanco regional (375); leche pasteurizada (100 ml);
manteca vegetal (750) y sal gruesa (88).

Masa de maiz nixtamalizado (3,000); manteca
vegetal (1,000); polvo de hornear (8.6); carne de res
(1,500); ajo (22); chile colorado (63); sal gruesa (24);
manteca vegetal (64).

Harina de trigo (500); manteca vegetal (125); sal
fina (12) y agua (250 ml).

1 Queso fresco egtilo Sonora.
2 Piloncillo (panocha, aziicar moscabada, panela o melaza).

8 Machaca.

Preparacién de la Muestra y Andlisis de Humedad

Los platillos preparados se homogeneizaron durante 5 minutos
en una licuadora (Waring Modelo 3 4BL22). Algunas veces se hizo
necesario aiiadir un volumen conocido de agua desionizada para
formar una pasta cremosa. Del homogeneizado se tomé 1 gramo de
muestra por triplicado, para hacer el andlisis de humedad (20). El
resto se secé en estufa de conveccién forzada a 50°C por 8 horas, y se
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moli6 en un molino Wiley, malla #40. Después se empacé en bolsas de
polietileno y se almacené a temperatura de —20°C hasta su andlisis
posterior.

Andlisis de Minerales

A los platillos se les determiné su contenido de sodio, calcio y
potasio por latécnica de absorcién atémica (21). Con este fin se toma-
ron muestras por triplicado de cada platillo seco y molido, se digi-
rieron en un digestor (Tecator Digestion System 20) siguiendo la
técnica de digestion himeda, la cual utiliza HNO, concentrado y
HCLO, (70% W/V) para la oxidacién total de la materia orgdnica (22).
Con el propésito de verificar la exactitud y precision de los andlisis
efectuados, se corrié y analizé junto con la muestra un estidndar de
referencia (NBS, bovine liver, 1577) y un blanco reactivo. Todo el
material de cristaleria y polipropileno utilizado fue lavado previa-
mente con HNO, al 20% (22).

Las lecturas de absorbancia de los elementos se hicieron en un
espectrofotémetro de absorcién atémica (Varian AA 1475). Las dilu-
ciones para sodio y potasio se efectuaron utilizando como diluyente
cloruro de litio (1,500 ug/ml) y se leyeron en flama de emisién. En el
caso del calcio se utiliz6 6xido de lantano (1% W/V) como agente
secuestrante para eliminar interferencias de fosfato en la muestra, y
lalectura se hizo en flama de absorcién atémica. Los gases utilizados
fueron aire-acetileno para los tres elementos analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de Minerales

El contenido de sodio, potasio y calcio de los platillos tipicos
analizados se presenta en la Tabla 2,y se expresa en base hiimeda por
100 g de alimento.

Sodio — El contenido de sodio oscilé de 65.6 a 1,372.8 mg/100g y,
segun se puede observar, es altamente variable entre los platillos.
Una persona adulta que consume cualquiera de estos platillos en la
cantidad de una racién consistente en aproximadamente de 90 g de
algin platillo, ingiere mds de la cantidad de sodio requerida nutri-
cionalmente, que es aproximadamente 200 mg por dia (4). Los alimen-
tos con mayor contenido de sodio (mg/100 g) fueron:tortilla de harina,
1,372.8, machaca con verduras, 1,036.6 y chorizo con papas, 768. Estos
dos ultimos platillos pueden considerarse como alimentos de alto
contenido de sodio, ya que en su preparacién caserano selesadicioné
sal. Después le siguen los tamales de elote con 585.8, calabacitas con
queso, 513.4 y ejotes con chile, 509. El alimento con menor aporte de
este mineral fue el arroz con leche, que contiene 65.6 mg/100 g.

Potasio — El platillo que acus6é mayor cantidad de potasio fue el
chorizo con papas, con 466 mg/100 g, seguido de calabacitas con
queso, con 258.8 mg/100, y capirotada, con 237 mg/100. Finalmente, los -
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alimentos con un contenido similar de potasio fueron los tamales de
elote, tortillas de harina, machaca con verduras y ejotes con chile.
Los alimentos que aportaron més cantidad de potasio, como puede
apreciarse, fueron los que incluian alguna verdura como ingre-
diente. El aporte de potasio fue menor que el sodio en todos los
platillos, excepto en el arroz con leche y la capirotada.

Calcio — Los platillos que aportaron mayor cantidad de calcio
(mg/100), fueron aquéllos que contienen leche o queso, tales como
calabacitas con queso, 244.1; chivichangas de queso, 193.3; capiro-
tada, 180.3 y arroz con leche, 155.2. En cambio, los que contenian
menor cantidad de calcio fueron chorizo con papas, menudos, gallina
pinta, y sopa de pasta (Tabla 2). Los alimentos que incluyeron el
queso como ingrediente también demostraron temer mayor con-
tenido de sodio.

TABLA 2

VALOR PROMEDIO DEL CONTENIDO DE SODIO, POTASIO Y CALCIO
EN PLATILLOS TIPICOS DE SONORA

(100 g de alimento)
Humedad Sodio Potasio Calcio
Alimento g/100g mg/100g mg/100g mg/100g
Arroz con leche 1.5 65.6 81.0 155.2
Albéndigas con arroz 82.5 334.0 1.7 45.6
Calabacitas con queso 812 5134 258.8 224.1
Caldo de queso 825 3978 114.1 1282
Capirotada 42,0 156.4 237.0 180.3
Chivichangas de queso 61.6 336.0 139.3 193.3
Chorizo con papas - 56.5 768.0 466.0 272
Ejotes con chile 771 509.0 175.1 45.1
Gallina pinta 848 161.8 63.7 384
Menudo 85.7 148.3 39.7 35.0
Machaca con verduras 63.3 1,086.6 184.2 84.0
Sopa de pasta 87.5 349.8 48.3 39.3
Tamales de elote 53.5 585.8 218.3 108.1
Tamales de carne 60.5 175.9 87.8 61.0
Tortillas de harina 22.0 1,372.8 213.4 73.3

1 Valor promedio del triplicado, expresado en base himeda.

Densidad de Nutrimentos (mg/1,000 kcal) y Relacién Na:K

En cuanto a la densidad de los nutrimentos cuantificados (mg/
1,000 kcal), en la Tabla 3 se observa que la mayoria de los platillos
proporcionan gran cantidad de sodio. De éstos sobresalen: el caldo de
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TABLA 3

CONTENIDO DE SODIO, POTASIO Y CALCIO EN PLATILLOS
REGIONALES DE SONORA EXPRESADOS COMO DENSIDALD
DE NUTRIMENTOS (mg/1,000 keal) Y SU RELACION NA:K

Energial Na

Alimento (kcal/100g) (mg/1,000kcal) K Ca NakK
Arroz con leche 118.57 553 683 1,309 0.81
Albéndigas con arroz 120.18 2,772 596 379 4.65
Calabacitas con queso 95.51 5,375 2,709 2,556 1.98
Caldo de queso 53.32 7,460 2,140 2,405 3.48
Capirotada 246.07 635 963 733 0.66
Chivichangas de queso  270.34 1,234 515 715 241
Chorizo con papas 369.02 2,081 1,263 74 1.65
Ejotes con chile 92.48 5,604 1,893 448 2.91
Gallina pinta 191.94 842 332 200 254
Menudo 135.22 1,096 294 258 3.73
Machaca con verduras 205.71 5,039 895 408 5.63
Sopa de pasta 96.85 3,611 499 406 724
Tamales de elote 215.56 2,718 1,013 502 268
Tamales de carne 254.21 692 345 240 2.00

Tortillas de harina 398.97 3,441 535 184 643

1 Calculada utilizando analisis proximal y los valores energéticos fisiologi-
cos de Atwater (4,9,4 kcal/g), por tratarse de mezclas de alimentos (4).

queso, los ejotes con chile, calabacitas con queso y machaca con ver-
dura. El contenido de sodio de los platillos oscil6 entre 553 y 7,460 mg
de sodio/1,000 kcal (1.38 a 18.65 g NaCl/1,000 kcal) y el de potasio, fue
entre 294 y 2,709 mg/1,000 kcal; los platillos regionales por lo tanto,
tienen un alto contenido de sodio y bajo en potasio. La informacién
que se expone en esta Tabla 3 puede utilizarse para corregir hdbitos
alimentarios en personas susceptibles a hipertensién que consuman
algunos de estos platillos en grandes cantidades.

Por otro lado, se ha visto que la relacién Na:K de la dieta, es
probablemente de mayor importancia en la hipertensién, que la
ingesta sola de uno u otro mineral (1, 6, 23). El exceso de sodio en la
dieta altera esta relacién, por lo que se analiz6 este factor en los
platillos.Enla Tabla 2 se puede apreciar que larelaciéon Na:K de estos
alimentos acus6 una variacién amplia, entre 0.66 y 7.24. En conse-
cuencia, todos los platillos sobrepasaron la recomendacién de 0.58
(2), indicando con ello que tienen alto contenido de sodio y bajo en
potasio. Hubo dos alimentos que estuvieron cercanos a estarecomen-
dacién: la capirotada, y el arroz con leche, que tuvieron 0.66 y 0.81,
respectivamente. Ademas, estos alimentos tenian buen contenido de
calcio (180.3 y 155.2 mg/100 g, respectivamente), por lo que se podrian
sugerir como alimentos tipo postre susceptibles de incluirse en una
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dieta con bajo contenido de sodio.

No obstante, a los sujetos que necesitan consumir una- dieta
hiposédica, se les recomienda cuidarla relacién Na:K de los platillos,
ya que en los regionales hay un alto contenido de sodio y un bajo
aporte de potasio. Asi, también cabria sugerir que se aumente la
ingesta de potasio consumiendo mayor cantidad de frutasy vegetales
frescos, a fin de que la relacién Na:K se vea disminuida. Seguin se ha
mencionado en otros estudios, estailtima tiene influencia en pacien-
tes con hipertensién (5, 23).
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SUMMARY

SODIUM, POTASSIUM AND CALCIUM CONTENTS IN REGIONAL
DISHES CONSUMED IN SONORA, MEXICO

The content of sodium, potassium and calcium was determined in 15
regional dishes, by atomic absorption spectrophotometry. The Na:K ratio
was high in most of the dishes due to the high sodium contentand low content
of potassium found. The higher sources of the studied minerals were “tortilla
de harina” with 1,372.8 mg/100 g of sodium; “chorizo con papas” with 466 mg/
100 g of potassium, and “calabacitas con queso” with 244.1 mg/100 g of calcium.
Two of the dishes considered as desserts, “capirotada” and “arroz con leche”
showed the lowest Na:K ratio (0.66 and 0.81, respectively).
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NUEVOS LIBROS

Compendio de Enfermedades Alérgicas e Inmunolégicas. — (Edi-
cién original en inglés: Primer on Allergic and Immunologic
Diseases, publicada en el JAMA, el Journal of the American
Medical Association, Vol. 258, No. 20, November 27, 1987). Prepa-
rado por la Academia Americana de Alergia e Inmunologia. Dr.
Richard F. Lockey (Editor) y Dr. Samuel C. Bukantz, (Editor
Asociado). La traduccién al espaiiol fue realizada por la Dra.
Marta Pulido. Washington, D.C., Organizacién Panamericana de
la Salud, 1989. 288 p. (Publicacién Cientifica No. 513). ISBN 92 75
31513 2.

En los dltimos afios la Organizacién Panamericana de la Salud ha asumido un
profundo compromiso con laidentificacién de conocimientos relevantes iitiles para los
trabajadores de salud en la tarea diaria de enfrentar los problemas prevalentes de
salud que afectan a los habitantes de la Regién. Por esta razén, dedica una parte
importante de sus recursos de cooperacién técnica a la amplia diseminacién de cono-
cimientos cientfficos necesarios para cumplir ese objetivo.

Como lo manifiesta el prélogo a la edicién en espaiiol, 1a publicacién que nos ocupa
“es una expresién genuina del compromiso de la Organizacién con el propésito antes
enunciado. Las enfermedades de naturaleza alérgica o inmunolégica representan una
parte importante de la demanda de atencién de salud en las Américas, y se requieren
s6lidos conocimientos basicos sobre ellas para hacerles frente a otros muchos proble-
mas de salud. Y como los nuevos conocimientos en ese campo avanzan permanente-
mente, la OPS no dudé en traducir al espaiiol esta importante obra.

Dos objetivos fundamentales del Compendio son resumir los hallazgos bésicos de
la inmunologfa y su aplicacién préctica a la medicina clfnica, y servir de gufa para
profundizar los estudios cientfficos del sistema inmune y de las enfermedades alérgi-
cas.” :

El volumen contiene un total de 26 capitulos en los que se tratan temas como los
siguientes: investigaciones inmunolégicas sobre la patogenia del SIDA; la aplicacién
experimental de las citoquinas derivadas de los linfocitos y de los macréfagos asf como
de otros agentes modificadores de la respuesta inmune en las enfermedades neoplési-
cas; la preparacién de nuevos compuestos antiinflamatorios para el tratamiento de las
reacciones de hipersensibilidad inmediatas y tardfas, y el descubrimiento de nuevos
mediadores derivados de los mastocitos, para citar algunos ejemplos tan sélo de los
nuevos conocimientos adquiridos recientemente y que se incluyen también en este
Compendio. -

Esta obra, brevemente, tiene por finalidad resumir la aplicacién practica de los
conocimientos bésicos de la inmunidad a la medicina clinica, empezando por la
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actualizacién de los principios de la inmunologfa. Los conocimientos en el campo de 1a
inmunologfia son esenciales para que los clfnicos modernos de todas las especialidades
puedan contribuir a la tarea de detener la progresién epidémica del sfndrome de
inmunodeficiencia adquirida, y tratar tanto las enfermedades malignas, infecciones y
atbpicas como la autoinmunidad.

El Compendio, por lo consiguiente, servird de gufa a estudiantes, médicos
generales y especialistas interesados en un estudio m4s extenso de los aspectos
cientfficos de las enfermedades alérgicas e inmunolégicas.

Para mayores detalles en cuanto a su adquisicién, se sugiere dirigirse a: Servicio
Editorial de la Organizacién Panamericana de la Salud, 525 - Twenty-third Street,
N.W., Washington, D.C. 20037, EUA.

Obesity in Europe 88. — Proceedings of the 1st European Congress
on Obesity, 5-8 June 1988, Stockholm, Sweden. Edited by Per
Bjdrntorp (University of Goteborg, Sweden) and Stephan Réssner
(University of Stockholm, Sweden).London-Paris,John Libbey &
Company Ltd., 1989, 380 p. Precio: 30 libras esterlinas. ISBN
0 86196 167 6. ISSN 0955-6389.

El primer Congreso Europeo sobre Obesidad se celebré en Estocolmo, Suecia, en
las fechas indicadas, y constituye la primera reunién de 1a Asociacién Europea para el
Estudio de la Obesidad (EASO), de reciente organizacién. Fue, en verdad, una
impresionante demostracién de la calidad e intensidad de la investigacién europea en
este campo. El trabajo global cubri6 amplias y muy diversas éreas: biologfa molecular
y psicologia, por ejemplo, y segiin lo atestiguan las Memorias, incluye varias ideas
originales y adelantos muy a la vanguardia de la investigacién. Si este Congreso ha de
tomarse como criterio para nuevas y similares reuniones, podremos ver gran progreso
en este campo en un breve lapso, segiin lo prevé el Prefacio.

Muy someramente, ajeno al Prefacio, el libro contiene un total de 10 capiftulos en
los que se tratan los temas siguientes. Capftulo 1 _ “Conferencia Plenaria sobre
Ordenamiento Neurcendocrino del Hambre y la Saciedad.” II — “Artfculos de Re-
visién®, capftulo que trata temas tales como “La base molecular del crecimiento del
tejido adiposo.” E1 Capftulo III — “Estudios Clfnicos y Epidemiol6gicos® cubre 10
tépicos diferentes. IV — “Factores Patégenos” comprende cinco interesantes trabajos.
V —*“Ordenamiento Neuroendocrino de la Ingesta de Alimentos”, expone también 10
temas de gran interés. Capftulo VII — “Metabolismo Regional del Tejido Adiposo”
incluye un total de ocho trabajos relacionados con el tema. VIII —“Aspectos Terapéuti-
cos”, incluye cuatro trabajos. IX — “Principios del Tratamiento Farmacolégico”, abarca
cinco trabajos y el dltimo Capftulo, X — “Problemas Metodolégicos”, también con cinco
presentaciones. El texto —que abarca en total 56 trabajos originales— se acompafia
de un Indice por Materia y un Indice por Autores.

El libro puede obtenerse de John Libbey & Company, Limited: Smiths Yard,
Summerley Street, London SW18 4 HR, England, enviando su cheque por la suma de
30 libras esterlinas, juntamente con su solicitud.
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NOTAS

DE INTERES PARA LOS LECTORES

LA XIV REUNION INTERNACIONAL DEL GRUPO CONSULTIVO
DE VITAMINA A (IVACG) SE CELEBRARA EN ECUADOR EN
JUNIO DE 1991. LAS PERSONAS INTERESADAS EN PRESEN-
TAR INFORMES CORTOS DE INVESTIGACIONES PUEDEN
DIRIGIRSE A LAURIE LINDSAY, R.D., SECRETARIA DE IVACG,
THE NUTRITION ‘FOUNDATION, INC., 1126, SIXTEENTH
STREET, N.W., WASHINGTON, D.C., 200336.
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VIII CONGRESO LATINOAMERICANO DE ENFERMEDADES
DE TRANSMISION SEXUAL Y SIDA
Santiago, Chile
1 a 4 de septiembre de 1991

Este Congreso, realizado por la Uni6n Latinoamericana contra las En-
fermedades de Transmisién Sexual (ULACETS), que ser4 patrocinado por
la Organizacién Mundial de la Salud (OPS/OMS), tendr4 su organizacién
a cargo de la Fundacién Nacional contra el SIDA (FUNACS).

De conformidad con datos disponibles al momento, este evento se
dividira por especialidades, tanto médicas como no médicas, sociologia,
leyes, teologfa, educadores, etc., y se dard especial importancia al pro-
fesional joven con el fin de estimular el interés por el tema, que ocupard por
muchos aiios el quehacer social y médico latinoamericano.

Desde ahora, pues, se hace del conocimiento de todos los profesionales
que cualquiera de ellos que considere puede aportar algo a este Congreso,
envie su tema y curriculum vitae para avalar su peticién. Los mejores
trabajos de los j6venes ser4an premiados con estadfa e inscripcién gratuita
y otras modalidades que se estdn estudiando en conjunto con la Organi-
zacién Panamericana de la Salud.

Segiin rezala nota que a este particular nos enviara gentilmente el Dr.
Juan Bernal, Editor de la Revista Chilena de Enfermedades de Trans-
misién Sexual (ETS), y Presidente del VIII Congreso Latinoamericano
ETSySIDA, para Latinoamérica, la cuotadeinscripcién serd de US$100.00,
y la recepcién de trabajos durar4 hasta el 31 de mayo de 1991.

En vista de la gravedad de las proyecciones del SIDA, tan pronto
tengamos mayores detalles en lo relativo a este evento, gustosos los
haremos del conocimiento de los lectores en un nimero préximo de ALAN.
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IX CONGRESO LATINOAMERICANO DE NUTRICION
"CONRADO F. ASENJO"

PRIMER CONGRESO IBEROPANAMERICANO DE NUTRICION
San Juan, Puerto Rico, Septiembre 22-26 de 1991

Para mayor informacién sobre el particular, se sugiere a los interesados
escribir a:

G.P.O. Box 2156. San Juan, Puerto Rico 00936
Teléfono (809) 758-2525 Ext. 1433 y 1460. FAX (809)759-6719
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Se agradece la valiosa ayuda que al mantenimiento de esta Revista
prestan las siguientes instituciones y entidades comerciales:

ENTIDADES PATROCINANTES

Fundacién CAVENDES (Caracas, Venezuela)

Instituto de Nutricién de Centro América y Panamé (INCAP),
(Guatemala, Guatemala)

KELLOGG'S AMERICA LATINA
PRODUCTOS ROCHE (GUATEMALA), S.A.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

A. CONTRIBUCIONES A LA REVISTA

La Revista publica Editoriales, Articulos Generales, Trabajos de Investigacién y
de Nutricién Aplicada, y Cartas al Editor. Para su aceptacién, las diversas con-
tribuciones deben tratar temas de nutricién humana o animal, ciencia y tecnologia de
alimentos, factores socioeconémicos, de orden antropolégico o cultural, relacionados
con la nutricién humana.

1. Los Artfculos Generales son revisiones crfticas sobre algin tema de interés en el
campo de lanutricién y ciencias afines, o discusiones generales que contengan criterios
propios o recomendaciones de aplicacién préctica, debidamente respaldadas por
argumentos vélidos.

2. Los Trabajos de Investigacién se refieren a los resultados de estudios de experi-
mentacién llevados a cabo hasta el punto que permite la deduccién de conclusiones
validas.

3. Los trabajos de Nutricién Aplicada conciernen a la implementacién de medidas
basadasen lainvestigacién, cuya finalidad es mejorar el estado nutricional de nuestras
poblaciones.

4. LasCartasal Editor son notas cortas, de un méximo de 3 paginas, sobre temas de
interés general u observaciones o criticas sobre alguna contribucién publicada en la
Revista.

B. NORMAS PARA LA ELABORACION DE MANUSCRITOS

1. Lasdiversas contribuciones deben ser originales, a mdquina, a doble espacioyen
triplicado.

2. Lostrabajos seranremitidos al Editor General dela Revista después de haber sido
cuidadosamente revisados por el autor.

3. Los manuscritos pueden ser redactados en espaiiol, inglés, portugués y francés,
segin la preferencia del autor.

4. No se aceptardn trabajos que, a juicio del Editor General, ocupen despropor-
cionado espacio.

C. ORGANIZACION DEL MANUSCRITO

Se recomienda organizar cada manuscrito como sigue:
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1. Tuulo

La primera pégina del manuscrito debe contener el tftulo completo del trabajo en
mayusculas, nombre completo y apellido del autor, institucién de origen con letras
iniciales mayiisculas y el resto en mintscula. (En la pégina siguiente debe indicarse
el cargo que cada autor desempeiia, identificdndolos debidamente).

2. Resumen en el idioma original del articulo

Este debe ser informativo, presentado en hoja separada del texto, y preparado en
forma claray concisa para el lector que no halefdo el texto del artfculo. Debe especificar
también el propésito, método, resultados importantes y principales conclusiones.

3. Introduccién

Debe indicar claramente el objetivo o hipétesis de lainvestigacién y susrelaciones
conlanutricién y otros trabajos existentes, evitdndose largas revisiones bibliogréficas.

4. Material y Métodos

La descripcién de los materiales debe hacerse en forma concisa. Cuando las
técnicas o procedimientos utilizados hayan sido publicados, deberdn mencionarse, e
incluir sélo los detalles de técnica que representan modificaciones substanciales del
procedimiento original. Cuando se utilicen términos locales o regionalismos, éstos
deber4n ser aclarados mediante su denominacién cientffica o de uso general.

5. Resultados

Estos se presentardn en lo posible en Tablas y/o Grdficas que serdn respaldadas
por célculos estadisticos, evitando la repeticién de datos y seleccionando 1a forma que
en cada caso resulte adecuada para la mejor interpretacién de los resultados Si
hubiera subdivisiones ellas se encabezaran con un subtftulo.

a) Las graficas e ilustraciones deberén ser presentadas en fotografifas de papel
brillante, nomontadas, y llevar el nombre del autor y el niimero correspondiente en el
dorso. Cuando sea necesario deber# sefialarse la parte superior e inferior de la gréfica.

b) Encasode dibujos o esquemas, éstos serdn realizados en tinta negra en papel
debuena calidad. La ubicacién de cada grafica deberd indicarse, a l4piz, al margen del
texto original. Los sfmbolos debersn especificarse en la propia gréfica.

¢) Los ejes (coordenadas) de las ilustraciones deben tener una indicacién clave
del fenémeno que representan, asf como de las unidades de medida.

d) Cada gréfica o ilustracién deber4 identificarse con la leyenda respectiva y
contar con los datos imprescindibles para su interpretacién.

e) Las tablas deben numerarse segin su orden de presentacién en el texto y se
entregardn en hojas aparte.
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f) Cada tabla debe contener un breve tftulo que indique claramente su con-
tenido. Las aclaraciones a las tablas deben hacerse mediante notas al pie, y se
identificaran con letras minisculas consecutivas colocadas como post-fijo superior en
lacifra o valor correspondiente. Los encabezamientos de 1as columnas deben ser cortos
o abreviados, incluyéndose, en nota al pie, una aclaracién en caso necesario. Laslineas
horizontales deben reducirse al mfnimo y nunca usar las verticales.

2 En cada columna se indicard claramente la medida usada, por ¢j., mg/g, etc.
Para concentraciones no se debe usar la expresién % sino, por ej. g/100 g 6 mg/100 ml.
Se deben indicar con claridad todas las pruebas estadfsticas usadas. Las tablas deben
tener toda la informacién necesaria para su interpretaci6n.

h) No debe presentarse simulténeamente el mismo material experimental en
forma de tablas y gréfica.

6. Discusién

Debe ser breve y restringirse a los hechos significativos del trabajo. Es recomen-
dable usar subtftulosen lasdiversassecciones del manuscrito, indicandolas diferentes
materias tratadas. En caso que, a juicio de los autores, la naturaleza del trabajo lo
permita, puede hacerse una discusién de los resultados inmediatamente después de su

expresién, bajoel tfitulo general de RESULTADOS Y DISCUSION. Lo expresadoen los
incisos a) a h) en la seccién precedente, aplican igualmente a esta seccién.

7. Resumen en inglés

Todo trabajo deberd acompaifiarse de un resumen en inglés, si el trabajo original
fuese en espaiiol, francés o portugués. Si el trabajo es en inglés, este resumen debe
presentarse en espaiiol. E] titulo del trabajo también debe redactarse en inglés.

8. Agradecimiento (si lo hubiere)

9 Citas bibliogrdficas y Bibliografia

Las citas bibliograficas se indican con niimeros arsbigos en el texto, entre
paréntesis y por orden de aparicién, no por orden alfabético de autores.

Para la Seccién Bibliografla, al final del trabajo, aplican las mismas normas y
seran presentadas de acuerdo a los siguientes ejemplos:

a) De revistas:

Liendo Coll, P. & J.M. Bengoa. Necesidades caléricas de la poblacién
venezolana. Arch. Venez. Nutr., 5: 39-50, 1954.

b) De libros:

Goémez, P., F. Silvio & R. Gamora. Los Aminoécidos en Alimentos.
Caracas, Ed. Futura, 1972, p. 30.
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¢) De libros sin autor individual:

Associacion of Official Agriculturas Chemists. Official Methods of Analy-
sis of the AOAC. 12th ed. Washington, D.C., The Association, 1975, p.-30.

d) Deun artfculo o capftulo de un autor(es) consignado en un libro publicado por
casa editora:

Hoskins, W.G. & M. Charles. Macaroni production. En: The Chemistry and
Technology of Cereals as Food and Feed. S.A. Matz (Ed.). Westport, Conn., The
Avi Publishing Co., 1959, p. 274-320.

e) De cita de compendios:

Krebs, H.A. & K. Henseleit. Urea formation in animal body. Z. Physiol.
Chem., 210: 33-66, 1932. (Original no consultado; compendiado en Chem. Abst., 26:
5624, 1923).

10. Notas al pie de la pdgina

Las notas al pie de la pAgina deben ser reducidas al mfnimo. Cuando su inclusién
sea necesaria debers indicarse su orden de aparicién en el texto mediante niimeros
arabigos, consecutivos colocados como post-fijo superior. (Estas notas se redactan,
debidamente identificadas, en la 2a. hoja del manuscrito, después de la identificacién
de los autores).

11. Abreviatura y siglas

Se deben usar las abreviaturas aceptadas internacionalmente (American Chemi-
cal Society, Journal of Nutrition, British Journal of Nutrition). En caso de utilizarse
siglas poco comunes, que se repitan frecuentemente en el manuscrito, deberan
indicarse completas la primera vez que se citan, seguidas de la sigla entre paréntesis.
De preferencia, deberédn usarse las siglas internacionales en vez de las del idioma
original del articulo, por ej.,, DNA, RNA, PER, etc. Todas las abreviaciones y siglas se
usan sin punto, g, b, m, etc.

12. Nomenclaturas

Debera usarse la nomenclatura de la Unién Internacional de Ciencias de la
Nutricién (IUNS) para vitaminas y otros nutrientes. En las unidades de medici6n se
empleara el Sistema Métrico Decimal. Para las unidades de energfa se usarén calorfa
(Cal) o Joules (J) indiscriminadamente.
13. Resultados numéricos

Al consignar nimeros se usard el punto(.) paraindicar decimales, p. ej. 35.7;389.9,
y la coma (,} para indicar miles, millones, etc.
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D. SEPARATAS

El costo de las separatas o sobretiros de los trabajos es de US$3.00 por pagina de
25 separatas. El autor(es) debera notificar a la Oficina Editorial el nimero de
separatas deseado tan pronto se le informe que su trabajo ha sido aceptado.

E. CARGO POR PAGINA

La Revista es un érgano de divulgacién cientffica sin fines de lucro y es mantenida
fundamentalmente con donaciones. Sin embargo, a los efectos de contribuir con los
gastos de publicacién, la Asamblea General de la SLAN ha creado un cargo de
US$12.00 por pigina de trabajo publicado. La Oficina Editorial puede considerar una
reduccién por concepto de cargo por pagina previa solicitud expresa dirigida en ese
sentido por el autor(es). Tan prontocomosu factura sea cancelada, seles proporcionara
25 separatas libres de costo.
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