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CORRIGENDUM

Lamentamos el hecho de que por un involuntario error, el articulo titulado
“Niveles de zinc y cobre en lactantes chilenos” (ALAN, Vol. 34, No. 1, 1984) co-
rrespondiente al mes de marzo del afio en curso, se publicd citando el nombre de
pila de uno de los autores equivocamente (pégina 25).

Los autores del trabajo son: Aldo Rodrfguez E., Gonzalo Soto T., Guillermo
Venegas V., Carlos Castillo D, (y no Adela, como ahora lee), y Salomé Torres R,

De antemano se agradece a los lectores corregir el nombre del autor, Dr.
Castillo, en 1a forma indicada, en la citada p4gina.
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EDITORIAL

SUPRESION TEMPORAL DE LA SECCION
“BIBLIOGRAFIA LATINOAMERICANA”

En esta oportunidad, tocaremos un punto de gran importancia para
todos los lectores de Archivos Latinoamericanos de Nutricién, ya que ata-
#ie a las razones que nos indujeron a adoptar la decision de suprimir tem-
poralmente la Seccion “Bibliografia Latinoamericana” cuya inclusién data
desde los micios de ALAN y su precursor, Archivos Venezolanos de Nutri-
cion, a la que dio vida el Dr. Werner G. Jaffé. La decisién no ba sido fdcil,
por lo que abondaremos un tanto el tema.

Como es de conocimiento general, el andlisis a cargo de grupos dedica-
dos a recopilar las publicaciones cientificas en los diferentes Continentes
del mundo, sefiala que América Latina es una de las regiones que cuenta
con el menor nikmero de ellas.

A pesar de que esta conclusion es vdlida basta cierto punto, tampoco
es del todo correcta, ya que las revistas que figuran en érganos de publi-
cacion de extractos o de listados de titulos de articulos, se cifien a estdn-
dares ya establecidos que excluyen muchas revistas de indole nacional o
regional que no satisfacen tales requisitos.

Entre las numerosas experiencias vividas como Editor General de
ALAN, una de las mds interesantes ba sido 'y contintia siendo el recibo de
revistas procedentes de muchos paises latinoamericanos, no conocidas a.
mvel internacional, lo que de becho sugiere que st se publica en este Con-
tnente, Es cierto que en algunos casos la calidad de los trabajos es tal vez
mediocre y basta podria cag;licarse de inadecuada, pero también lo es que
en ellas se encuentran articulos cientificos bien concebidos y preparados,
que aportan informacion util y valiosa. Estos muy bien podrian ser acep-
t“,dos para publicaciéon en revistas apreciadas en los circulos cientificos,
ctrculos en los que considero se cuenta Archivos.

Surge la pregunta, ipor qué no fueron dados a conocer esos trabajos

€n ALAN o en otra revista reconocida? No bay una respuesta concreta
respecto. Uno de los factores bien podria ser la barrera del idioma, pero
€1 mi criterio, es mds probable que se bayadebido a que desconocen nues-
tra revista, Ello ba sido preocupacion constante para este servidor desde
ace mucho tiempo; no obstante, su promocion exige la disponibilidad de
"ecursos economicos que, en el caso de ALAN, vienen siendo sumamente
*estringidos durante los ditimos aiios. Ajeno a ello, sin embargo, estima-
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mos que seria de gran beneficio para América Latina en general que
ALAN pudiese recopilar toda esa informacién que se publica a nivel local.

Me be permitido expresar estas reflexiones en vista de que, como an-
tes dije, a partir de este nimero de Archivos, la Seccién destinada a
“Bibliografia Latinoamericana” no figurard en sus pdginas. Nuestra deci-
sibn se basa en que al presente no existe un sistema adecuado que permita
continuar incluyendo esa Seccién. En forma muy breve, el problema cru-
cial que presenta la Bibliografia Latinoamericana no es fdcil de resolver,
ya que no se trata solamente de llenar pdginas con resumenes de articulos
de revistas nacionales, regionales, o locaﬁ's.

Para dar a conocer una Bibliografia Latinoamericana efectiva se re-
quiere del andlisis de cada articulo, y de un sistema de recopilacién que
obviamente involucra personal capacitado para esa labor. Se ban intenta-
do varios mecanismos en el devenir de los afios, pero éstos ban fracasado,
y es casi imposible que el Editor cumpla un trabajo que requiere personal
a tiempo completo. .

Evidentemente, la idea de incluirla en cada niimero de ALAN es algo
que no puede descartarse ja’cilmente, ya que estamos mds que conscientes
de su valor, pero —si ba de cumplir su cometido— el convertirla en becho
exige mucha ayuda econémica.

Por las razones apuntadas, estamos explorando dicha actividad con la
esperanza de renovar las pdginas destinadas a esta Seccion en el pasado, y
llevarlas al campo de la realidad.

Necesitamos su ayuda como miembro de la Soctedad Latinoamericana
de Nutricién o como simple receptor de ALAN. Unidos todos, éno creen
nuestros lectores que podriamos lograrlo con las finalidades establecidas?

Ricardo Bressani
Editor General
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COMPORTAMENTO DAS POLIFENOLOXIDASES
EM ALIMENTOS

Maria Antonia Martins Galeazzi*

Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Brasil

RESUMO

Um dos problemas encontrados na manipulacido e processamento de vdrias frutas
¢é o escurecimento enzimatico e n¥o enzimatico. As polifenoloxidases estdo estreita-
mente ligadas a este primeiro aspecto merecendo, portanto, a devida atencao por parte
dos pesquisadores e indiistrias de alimentos. Essas enzimas, oxidando mono, di e poli-
fendis na presenca de oxigénio molecular, produzem dopacromos que sio polimeriza-
dos e originam melaninas como produto final. Entretanto, o seu mecanismo de agio
¢ ainda obscuro. O presente artigo tem o objetivo de fornecer informagoes especificas
quanto a natureza e comportamento das polifenoloxidases encontradas em diferentes
frutas e alimentos.

INTRODU(;AO

O reconhecimento da existéncia de enzimas como catalizadores do es-
curecimento, observado em diferentes espécies de alimentos, foi feito por
Lindet (1) e Kastle (2).

A maioria das pesquisas desenvolvidas durante essa época foi relaciona-
da com caracterizacdes qualitativas e métodos de inativacao. Nio havia,
portanto, nenhuma preocupagao com a elucidagao de problemas concer-
nentes a0 mecanismo dos sistemas enzimdticos envolvidos, natureza dos
substratos e mesmo mecanismo de formagiio de pigmentos escuros obser-
vados nos alimentos.

Virias teorias foram entdo propostas para explicar o escurecimento
enzimitico. Chodat (3) propds que os tecidos vegetais que escureciam
com a danificagio, continham substincias denominadas oxigenases. Em
contato com o oxigénio do ar elas geravam peréxido de hidrogénio que,
ativado pela peroxidase contida nas plantas, acarretava a auto-oxidacio de
Mmuito fenélicos naturais.

\—

Manuscrito original recibido: 8—6—83.
l’l"ofessor Assistente Doutor do Departamento de Planejamento Alimentar e Nu-
rigdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola, Universidade Estadual
de Campinas, Campinas, CEP 13.100 — ESP, Brasil.
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Em 1931, Onslow (4), interessado no escurecimento resultante da
danificaciio de tecidos vegetais, mostrou a presen¢a de orto-difendis livres,
tom o isolamento de catecol dos tecidos. Em seus experimentos observou
que o escurecimento dos derivados catecdicos no tecido vegetal era mais
ripido do que em solug¢ao aquosa. No entanto, esse escurecimento nio se
verificava quando o tecido era previamento fervido. Este fato levou-o a
postular a existéncia de uma enzima que catalizava a auto-oxidagio de
derivados fendlicos que continham grupos hidroxflicos funcionais na
posicido orto. Onslow postulou, em adi¢dao ao conceito emitido por Cho-
dat, a presenca de uma enzima que, em contato com o ar oxidava os orto-
fenéis gerando, como um dos produtos de oxidagdo, um peréxido, ou
mesmo peréxido de hidrogénio. Este, na presenca de peroxidase geraria
finalmente, cromogénios caracteristicos que, em sua concep¢ao, eram pig-
mentos oriundos da oxidac¢ido secunddria de mono, di e polifendis.

Em estudos sistematicos, Onslow pode classificar essas enzimas em
dois grupos: um que continham oxigenases e outro, que continha peroxi-
dases vegetais onde as oxigenases e 0s catec6is nao estavam presentes. O
primeiro grupo, que causava rdpido escurecimento, podia ser encontrado
nas seguintes frutas: mac#, apricot, banana, cereja, figo, uva, péssego e
morango. O segundo grupo era encontrado nas frutas cftricas.

Entretanto, Szent-Gyorgyi (5) j4 havia demonstrado, em batatas, que
essas reacOes de escurecimento poderiam ocorrer na auséncia de peroxi-
dos.

Nessa mesma época, foi estabelecida a distin¢ao entre as oxigenases,
que continham cobre na molécula e catalizavam a oxidacdo de fendis pelo
oxigénio molecular e as peroxidases que catalizavam a oxidag¢do de fenodis
pelo per6xido de hidrogénio e continham ferroporfirina.

De acordo com as diferentes reagdes de oxidacao de mono, di e poli-
fendis, as fenolases foram classificadas posteriormente em trés grupos:

a) Tirosinase — catalisando a oxida¢do de monofendéis, especificamente
tirosina.

b) Cresolase — catalisando a oxidag@o de polifendis.

¢) Lacase — (obtida do litex) catalisando diferentes reagGes de oxi-
dacdo (6).

Atualmente, preferese o termo de polifenoloxidase ou fenolase para 0
sisttema de oxidag@io de polifenéis. A nomenclatura correta, apresentada
pela “Comission on Enzymes of the International Union of Biochemistry”
em 1965 (7), é: o-difenol O, - oxidoredutase E.C.1.10.3.1. e p-difenol O,
- oxidoredutase E.C.1.10.3.2.

OCORRENCIA E POSSIVEL FUNQRO DA POLIFENOLOXIDASE

As polifenoloxidases ocorrem com muita frequéncia em tecidos vege-
tais e animais.

Palladin (8) foi o primeiro pesquisador a sugerir a existéncia, em
vegetais, de um sistema polifenol-quinona como intermedidrio na oxidagao
de virios compostos orginicos durante a respiragio. Chamou esses polife-
néis de cromogénios respiratorios. A polifenoloxidase, segundo esse
autor, participaria no seguinte processo:
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Formula 1 AHp Quinona 0
A Polifenol 12 0,
desidrogenasc Polifenoloxidase

Desta hipotese, surgiram quatro tipos de evidéncias, mostrando que as en-

zimas que oxidam fendis servem como oxidase terminal em qualquer

tecido (9):

a) Ocorréncia natural da enzima e seu substrato nos tecidos.

b) Aumento da respiracao apds adicdo de substrato nos tecidos.

c) Presenca de enzimas acessérias que catalisam a reducao da quinona
intermedidria.

d) Diminuicdo da respiracao terminal por inhibidores especificos da feno-
lase.

Desde a década de trinta, vdrios experimentos tentam implicar as feno-
lases como oxidases terminais da cadeia respiratoria. Os pesquisadores
tém observado os efeitos da adicdo de substratos catecdicos sobre a respi-
racao dos tecidos vegetais. Com particular atengao aos quocientes de
respiracdo e ds variacoes em fungdo de tempo, nas velocidades relativas de
consumo de oxigénio (10-12).

J4 se conhecia que o consumo de oxigénio aumentava com a danifi-
cacio dos tecidos vegetais que continham fenolases (13).

As plantas, em geral, contém um grande ntimero de orto-fendis, tais
como: polifendis, flavondides, taninos e alcaldides, sendo particularmente
comum, a configuracdo o-difenélica necessdria para a atividade da feno-
lase. Estas enzimas parecem ser inacessiveis 4 transformagcio dos substra-
tos até que ocorra a danificacao do tecido. Experimentos com extratos de
plantas tém mostrado que grande niimero dessas substincias existem em
modelos que se modificam com o desenvolvimento da planta (14-17).

Estudos in vitro de sistemas enzimiticos e nio enzimiticos, com a ca-
Pacidade de reduzir as quinonas produzidas por fenolases, tem mostrado
grande semelhanga entre si e aparecem tanto em vegetais como em animais
(18-20). Desta forma, a oxidacfo enzimatica dos difenéis pode ser acopla-
da 3 oxidagdo do 4cido ascérbico:

Formula 2

0 OH
+AHo o + A
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Em outros sistemas (21, 22), a reducdo das o-quinonas, em presenca
de enzimas e coenzimas apropiadas, tem sido acoplada 4 oxidacdo de cate-
col.

Formula 3 o ot
OH .
Ej + DFVH + HY ©/ + DPK

Em sintese, apesar desses sistemas serem largamente distribufdos nos
vegetais e animais, parece ser pouco evidente que a etapa final da respi-
ragdo de células vegetais ndo danificadas, possa envolver as quinonas for-
madas pela agdo da fenolase, pois esse estigio de respiragio é catalisado
por outras enzimas (23-25).

O problema foi revisto por Towers (26), mas nao se pode elucidar a
participagio da polifenoloxidase como enzima terminal pois ndo € possivel
eliminar-se o sistema oxidase dos citocromos, sem afetar a atividade da
fenolase.

A localizagao da polifenoloxidase nos tecidos, tem sido investigada em
grande nimero de plantas. Samisch (27), mostrou que fatias de damasco,
quando imersas em catecol, apresentavam escurecimento rdpido na cascae
feixes vasculares, principalmente na porcao ventral e dorsal. A parte res-
tante da polpa, compreendida pelo pericarpo da fruta, era muito lenta-
mente escurecida. Hussein e Cruess (28), de forma semelhante, encontra-
ram em trabalhos com uvas, uma menor atividade de polifenoloxidase no
pericarpo do que nos feixes vasculares. Por outro lado, Arnon (29),
mostrou que a polifenolidase estava quase totalmente localizada no cloro-
plasto da folha de espinafre.

Tolbert (30), demonstrou que a polifenoloxidase localizada no cloro-
plasto de grande variedade de plantas, incluindo espinafre, apresentava
atividade enzimdtica na estructura lamelar. A enzima encontrava-se em
estado latente, e era estimulada tanto pela luz, como por dimetiluréia ov
antimicina A.

Em trabalhos mais recentes, Anderson (31), mostrou que a locali-
zacao da polifenoloxidase nos tecidos nio € ainda bem compreendida.
Enquanto se acredita ser a polifenoloxidase uma enzima solivel, vdrios
trabalhos mostram que a atividade é localizada na mitocéndria e cloro-
plasto. Walker e Hulme (32), preparando mitocondria de casca de maga,
utilizando polivinilpirrolidona soltvel na extragao, encontraram duas poli-
fenoloxidases tanto na mitocoéndria como na fragdo sohivel que, possivel-
mente, seriam isoenzimas. Entretanto, os autores sugerem que a distri-
buicio observada poderia ser um artefato, possivelmente causada pela
fczisorg‘é‘o de o-difenoloxidase citoplasmitica que diferia da fragHo particu-

ada.

PURIFICAGAO DE POLIFENOLOXIDASES

Sabe-se que durante a extracao de fenolases em vegetais os compostos
fgnélicos ligam-se facilmente a protefnas, formando melanoprotefnas, qué
sao substancias inibidoras de muitas enzimas (33). Uma vez que a nature-
za dos compostos fendlicos naturais varia entre os vegetais, tem-se procu-
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rado encontrar sistemas de extracio adequados para melhor solubilizacio
da enzima.

Diversos solventes tém sido utilizados sendo que, de um modo geral, o
emprego de solugbes tamponadas neutras tém produzido boa extratibili-
dade. Um fator que determina o tipo de solucao usada para extra¢do é a
natureza e localizagdo da enzima na célula. Em batatas, as fenolases
foram encontradas em maior concentracio na fracio solavel (34), en-
quanto que em outros produtos, a enzima encontra-se ligada a cloroplastos
ou 4 mitocondria (35).

As etapas subsequentes de purificacao envolvem eliminagio de fendli-
cos por precipitacao em acetona a frio, fracionamento com solucdo de
sulfato de amonio, e separac@o cromatogrifica, tanto por colunas de
adsor¢do como de troca idnica.

Walker e Hulme (36), utilizando casca de mac¥s, mostraram que a poli-
vinilpirrolidona insolivel, quando associada a detergentes anidnicos,
aumenta a atividade fenolasica dos extratos.

Em preparac6es utilizando Triton X-100 seguidas de cromatografia em
DEAE-celulose, foi possivel separar duas fra¢oes enzimaticas que, por sua
homogeneidade e semelhanca nas propriedades frsicas e qufmicas, foram
consideradas isoenzimas (19).

Palmer (37) demonstrou que os extratos da polpa da banana madura,
obtidos utilizando 10/0 do detergente nao iénico (Cutscum) em solugGes
tamponadas, desenvolviam alto indice de atividade enzimitica. O deter-
gente a seguir era liberado com a precipitacdo da enzima pela adi¢do de
1.6 volumes de acetona a frio. Por cromatografia em DEAE<elulose, a en-
zima foi obtida com um grau de purifica¢io de 10 a 12 vezes. Galeazzi
(38) utilizando um congelamento prévio do precipitado acetonico, obteve
apés cromatografia em Sephadex G-100 e eletroforese preparativa em gel
de poliacrilamida uma fragao enzimatica de alta atividade especffica com
um grau de purificacdo final de 39 vezes.

PreparacGes purificadas de cogumelo, exibem dois tipos de atividade,
dependendo da fonte e do método de purificagio. Como regra geral, a
relacdo da atividade catecolase e cresolase é de 10 para 80. Entretanto,
tém sido publicadas relagGes extremas de 2 para 240. Para explicar essa
multiplicidade de tipos de enzimas, Mallette e Dawson (39) sugeriram que
& enzimas catecolases e as formas intermedidrias eram resultados de
degradagGes qurimicas, fisicas ou fragmentacoes de uma enzima nativa, o
que ocorreria durante o fracionamento. Entretanto, Smith e Krueger
(40), purificaram extratos de cogumelos através de colunas de DEAE-
celulose e hidroxi-apatita, mostrando a presenca de diversos tipos de en-
Zimas com alta atividade catecolase e cresolase. Electroforeses em gel de
amido indicam que os diversos tipos de enzimas devem ocorrer natural-
E:Ietlil\}:, € nao resultar da degradacio ou fragmentagdo de uma enzima
0 Kert's-z e Zito (41) obtiveram, de cogumelo, preparacoes homogé-

€as, utilizando extraces e precipitagbes com acetona a frio, seguidas de
Precipitacges fracionadas com solucOes de sulfato de amonio e cromato-
grafia e Sephadex G-100. As preparagGes finais apresentaram alta ativi-
ade €specifica. A tirosinase purificada mostrou um coeficiente de sedi-
di:;‘tagao correspondente ao peso molecular 128,000 + 50/0. A enzima
Oclase em sub-unidades, quando em solucio saturada de uréia, as
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quais sio inativas. O contetido de cobre estimado foi de 0.200/o.

A tirosinase de Neurospora, obtida em estado homogéneo e cristalino,
mostrou um pico de absorcd@o caracterfstico a 280 nm e um “ombro” a
340 nm (42). Esta enzima apresentou-se em duas formas alélicas que se
agregam irreversivelmente, com peso molecular 63,000 + 2,000. A tirosi-
nase purificada apresentou um coeficiente de sedimentacgio, em gradiente
de sacarose, de 3.6 S, estando o peso molecular calculado entre 65,000 a
70,000.

Harel e Mayer (43), demonstraram, em preparacoes de cloroplastos de
macas e, apés tratamento com Triton X-100 e filtracdo em coluna de
Sephadex G-100, trés fracGes com atividade catecolase. O peso molecular
estimado para & trés fragGes foi de: 30,000 a 40,000, 60,000 a 70,000 e
120,000 a 130,000. Eletroforeses em gel de amido mostraram que a
fracao de peso molecular 60.000, tinha uma mobilidade eletroforética
menos lenta em dire¢ao ao dnodo.

Com preparacoes de fenolase de batatas foram separados dois compo-
nentes por cromatografia em DEAE-elulose (44). Um dos componentes
foi purificado por eluicio em coluna de Sephadex G-100 e mostrou ser
homogéneo por ultracentrifugacdo com um coeficiente de sedimentacao de
5.9 S. O espectro de absor¢ao da enzima apresentou um pico a 275 nme
um “ombro” na regiado de 320 nm a 380 nm. Essa enzima, submetida a
luz fluorescente em comprimento de onda de excitagao de 370 nm, mos-
trou alta fluorescéncia.

Gregory e Bendall (45) purificaram a polifenoloxidase de ch4 5,000
vezes através de cromatografia de troca idnica e adsor¢ao. Em um estigio
intermedidrio de purificacio, a enzima apresentou quatro fragGes soltveis
de coloragdo amarela. Os autores acreditaram que essas fragdes represen-
tavam complexos de uma enzima bdsica, com produtos de oxidagdo de
dcidos fenoélicos. Ap6s a remociio dos materiais complexantes, as fracdes
tornaram-se de colora¢do azul e divididas em duas espécies: Ae B. Aen-
zima da espécie A mostrou uma absor¢io mixima a 279 nm e 611 nm
com um “ombro” a 330 nm. O peso molecular calculado por difusio e
sedimentagio foi 144,000 * 16,000, sendo que o teor de cobre encontra-
do foi de 0.320/o0.

Galeazzi et al. (38) em fragdo purificada de polifenoloxidase de bana-
na encontraram uma s6 espécie de enzima que apresentou um espectro de
absor¢do com um maximo em 279 nm, e um ombro entre 320 e 350 nm,
sendo que a relacdo entre a absor¢io em 330 nm e 279 nm foi de 0.11.
cromatografia em papel dessa fracio mostrou que a absor¢ao em 330 nim
correspondia a presenca de 4cido clorogénio, complexado a molécula da
enzima. O peso molecular calculado por gradiente de sacarose foi 60,000
+ 2,000 correspondendo a um dimero com subunidade de PM ig}‘al a
30,000 + 1,000. O teor de cobre encontrado foi insignificante eviden-
ciando a auséncia desse ion na molécula da enzima.

A evidéncia de 4cido clorogénico como um fenélico ligado a moléculas
protéicas foi sugerido por Amorim e Josephson (46). PreparagGes de €X-
tratos dialisados de dois tipos de cafés: Mole e Rio, mostraram por elec-
troforese em gel de agar, diferencas quanto 2 mobilidade electroforética
das protefnas. Os autores relacionaram essas diferencas 4 presenca de poli-
fenoloxidases mais ativa e ligada ao dcido clorogénico (47).

Experimentos conduzidos com focalizagio isoelétrica em gel de PO



VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) No. 2 275

liacrilamida mostraram que os extratos de café tratados com uréia 7M,
apresentaram ponto isoelétrico superior aos extratos de café nao tratados,
o que sugere a provével presenca de 4cido clorogénico ligado 4 prote(na de
maneira nao covalente. Sabir, Sosulski e Finlayson (48), encontraram que
protefnas de girassol podem estar ligadas por ligacGes covalentes e ndo
covalentes ao dcido clorogénico e que, a uréia, tem efeito dissociante do
4cido ligado de maneira nao covalente.

MECANISMOS PROPOSTOS PARA A REAQKO ENZIMATICA

A concordancia de que a o-benzoquinona é a primeira etapa no pro-
cesso de oxidacdo de catecéis a melanina em presenca de polifenoloxidases
¢ geral. Estas sao enzimas conhecidas como proternas que contém cobre,
catalisando as seguintes reacoes:

a) 4 ﬁu;‘;;- protefna + catecol —> 4 Cu'— protefna + 2 o-benzoquinona
+ .
b) 4 Cu'—protefna + 4 H* + O, — 4 Cu*—proteina + 2 H,0
Warburg (49) sugeriu que as fenolases deveriam conter dois 4tomos de
cobre no centro catalftico e que a equa¢ao seria:
(Cu™), + catecol —» (Cu'), + 2 H,0 + 2 o-quinona
Entre tanto, o mecanismo de utilizacio do oxigénio molecular nao

estd claro nesta expressao. Segundo Mason (9), as reagOes na superficie
catilitica deveriam ser:

Formula 4

Prote(na

—t—

Cu"" OH © Cu-0 .
cut* OHD - P""emajl Cu o@ -

NG Va
| cu” . Os
Protefna ‘ cu*

- 0\
Proteina Cu®* *Cﬁ_ —_— Protefna Cu/ /O
0 D ~0
/7
. 20 /
Protefna Cu =+
- L

v » deve-se lembrar que as fenolases na presenca de o-difendis ati-
Oam O oxigénio para hidroxilacio do anel. H4 razées para se acreditar que
( Sgi“gemo age de forma mais direta do que a proposta nas rea¢Ges acima

L
~N
[
%~

Contudo

As proposicoes de Lu Valle e Goddard (51) para o mecanismo de
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desidrogenagao dos o-difendis pela fenolase e oxigénio, enfatizam a
possibilidade de formacao de um complexo terndrio de enzima-substrato-
oxigénio a semelhanca do que ocorre com a oxidase ascOrbica que, na
desidrogenagio do 4cido ascorbico, catalisa uma reacao semelhante 3
desidrogenacao de o-difendis por fenolases.

&) _OL - _0
enz.0p ——>enz. OpH «
OH N0

Formula 5

a) Formacao de Melanina

Quimicamente as melaninas sio polimeros amorfos, insoldveis, fre-
quentemente ligados a protefnas. Sdo altamente estdveis e tém sido isola-
dos na forma ndao modificada em fosseis de 150 milhoes de anos. As
reacoes envolvidas na formacao de melaninas tém sido propostas em mo-
delos quimicos (52). Um deles é 0 mecanismo de oxidacao de tirosina a
dopa (Formula 6).

Em animais, a hidroxilagao da tirosina a dopa pela tirosinase é conhe-
cida h4 muitos anos. A enzima tem duas atividades: uma, cresolase, que
catalisa a hidroxilacao de tirosina a dopa e a catecolase que catalisa 2
oxidacio da dopa em dopaquinona, apés o que segue o fechamento do
anel, seguido por oxidagao sucessiva até formacao de melanina como pro-
duto final (53) (Formula 7). _

Outros mecanismos foram propostos para a oxidagio enzimatica de
difen6is. Raper (54) propos um mecanismo para a conversio enzimatica
de 3,4-dihidroxifenilalanina (dopa) a melanina (Formula 8). R

Em trabalhos com polifenoloxidase de banana, Palmer (37) propos um
mecanismo para a oxidacido de dopamina, baseado em determinagoes €5
pectroqufmicas dos intermediarios formados durante a reacdo (Formula
9).

b) Formagdo de Intermedidrios

Alguns intermedidrios da acao de polifenoloxidases sobre o-difendis:
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Formula 6
c OH c 0
—— ’ —_—
{ OH [ 2N ¥}
K CCCH NHy \CGOH
Tirosina Dopa ;/ oo
Dopaquinona
[
g i
OH Y c \
——— i
1 Zé j j )\C
OH C ~K )
\I\/ S 00H N OCH \ é
Leucodapacroma Dopacromo i
Melanina
/
/
/
OH RN /
. | I
OH ~5 “oo0m 0 ¥ “coon
S,6-dihidroxiindol 5,6-indol quinons
2-4cido carboxflico 2-4cido carbox{lico
[¢] Q
) —— ) —
4] N
5,6-dihidroxiindol 5,6-indol gquinona
Formula 7
_ Cresolase Catecolase b’“
Hz/ CooR . 1324 boou K> CCOR
Tirosina . Dopa Dopaquinona

o ' OH
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Formula 8

0 c . 0 c Qt B
L Enzima O—. y -
0 177 655 - /‘&\
N 7 Soon 8> coon

1 Sh
XB3  COOH 1~ CooH

1/2 0p

H
0« &-H

OH 0

< — z .C

0 ~N_\cooH H

2-carboxi-5,6-diidroxi Figmento vermetho

indol 2 carboxi-2,3-diidro

B

Melanina

indol-5,6-quinona

0, oH
—— O
OH N

5,6-diidroxiindol

como dopa e dopamina, jd sio conhecidos. Entretanto, os intermedidrios
oriundos da oxidacao do catecol ainda permanecem desconhecidos. O estu-
do desses intermedidrios tem sido realizados através de cromatografia em
papel e por métodos manométricos (55). O composto intermedidrio isolado
em baixa concentragio de substrato foi um pigmento vermelho purpura. Em
altas concentragOes de substrato, formam-se trés isdmeros tetra-hidroxi-di-
fenilos junto com outro composto de estrutura ainda desconhecida.

Com a ressondncia das quinonas, tendem a se formar cargas positivas no
anel aromdtico (9). Por outro lado, as quinonas reagem com aminas tanto
[1)81' substituicdo nuclear como por formagio de quinonimina (Formula

).

Tendo em vista que as reagOes de aminodcidos com o-quinonas resultam
em derivados andlogos (56), supdese que os intermedidrios da reagdo da ppll‘
fenoloxidase com catecol apresentam um modelo semelhante, que tem sido
de dificil isolamento e, consequentemente, sua estrutura também diftcil de
ser estabelecida, devido 4 alta instabilidade dos produtos (9).

ESPECIFICIDADE A SUBSTRATOS

A maioria das polifenoloxidases vegetais apresentam atividade catecolase
com orto-difenois simples. De um modo geral, considera-se a atividade tifo”
sinase de menor importincia, ama vez que sao raros os substratos fenolicoS
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Formula 9 ;
H2 2
oH [¢]
T
oH CHy PFC, 1/2 0, n .CHo
NH/Z . I 2
1/2 ! répide
I H
T
= N h H
O P
H H
Melanina 2,3~diidroindol $,6 quinona
Absorc3o geral Pigmen(o vermelho
Max = 300 mp
470 mu
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- /
(o] OH
N Ripida
| e 7
0% N 1/2 0, OH N
H H
5,6-indol quinona 5,6-diidroxiindol
pérpura
¥ax = 540 mp
Formula 10

OH ) 0
OH (o) NH Y
{o) T e 2 2____;
-~ Fenolase ;i/
o o

QUe apresentam auséncia de grupos orto-difenélicos. Corroborando essa
aﬁ”“aGEO, Brown e Ward (57) isolaram por cromatografia em DEAE-
celulose, trés componentes ativos da tirosinase de camundongo Harding
VeesseY- F.stes apresentaram atividade para tirosina e dopa, sendo quatro
) 283 mais ativos para dopa. Através de seus trabalhos experimentais,
Ugeriram que a mesma enzima pode ser responsdvel pela oxidacao de mo-
No e difenois. ‘

Onslow (58), em trabalhos realizados com péssegos, isolou diversos
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compostos fendlicos e mostrou a presenca de enzimas oxidantes. Poste-
riormente, Reyes e Luh (59) demonstraram que nessa fruta, a atividade
polifenoloxidase era mais efetiva ao se utilizar catecol como substrato,
Wong, Luh e Whitaker (60), estudando iso-enzimas de péssegos mostraram
atividade para o-difen6is com maior especificidade para o-catecol e o-cate-
quina. Nenhuma atividade para monofenéis e m-fendis foi encontrada
nessas preparagoes.

Walker (61) encontrou que polifenoloxidases de pera e maci eram
semelhantes quanto & especificidade a substratos representados por um
grande nimero de polifenéis, incluindo dcido clorogénico. Uma alta espe-
cificidade para dcido clorogénico e 4-metil-catecol foi encontrada em tu-
bérculos de batata (62) e a atividade da enzima no extrato cru era semel-
hante para acido clorogénico e catecol, enquanto que, na preparacao puri-
ficada a atividade foi maior para o 4cido clorogénico, sendo inibida por
altas concentragoes de catecol.

Dizik e Knapp (63), em extratos purificados de abacate, separaram a
enzima em cinco fragoes. Os autores concluiram que a atividade de uma
das fracoes era responsivel pela real atividade obtida no extrato cru e puri-
ficado. Isto porque ela se mostrou mais ativa para todos os substratos,
bem como desenvolveu coloragio muito mais rapidamente que para as
outras fracOes. Racusen (64) encontrou, em folhas de Phaseolus vulgaris,
que a oxidase apresentava especificidade para 4cido caféico, dopa e pi-
rogalol, enquanto que nenhuma atividade foi encontrada para tirosina.

Griffiths (65) mostrou que o escurecimento de bananas era uma
oxidacdo de dopamina. Estudos mais intensivos realizados por Palmer (57)
mostraram que nessa fruta a polifenoloxidase tinha especificidade somente
para o-difendis com maior afinidade para dopamina. O autor menciona
que no estado semi-purificado, a enzima apresentavase mais ativa para
L-dopa do que para D-dopa como substrato. Essa diferenca da especifid-
dade foi confirmada em BPO purificada de banana nanica (66). Apesar da
enzima ser mais especffica para dopamina (km = 1.7 x 10) o qual ¢
considerado o seu substrato natural, ela evidenciou ser estereoespecffica,
com maior afinidade para os substratos na forma L. Entre os substratos
analisados a L-dopa, D-dopa e D-catequina mostraram kms iguais a 6.6 X
102;2.5x 102 ¢ 2.5 x 102 moles/litro respetivamente.

Montgomery e Sgarbieri (67), estudando a agiio de diversos substratos
em diferentes partes da banana madura, mostraram que o catecol € 4-metil
catecol eram melhores substratos para a polifenoloxidase. A enzima apre-
sentou maior especificidade para dopamina, dentre os fendlicos estudados.
Os autores sugerem que a diferenca em especificidade encontrada pard
dopamina prendeu-se ao fato do grupo carboxflico da dopa induzir um
decréscimo na atividade enzimaitica.

Em trabalhos recentes, Araglio e Bacila (68) mostraram que a polifeno-
loxidase de Biompbhalaria glabrata, embora com baixa especificidade para 05
substratos estudados, mostrou-se mais ativa para di e tri-fenéis, bem como
para vdrias aminas aromdticas. .

Os autores sugerem que a posi¢io do aminogrupo das aminas fen6licas
influi na formagdo do complexo enzimatico. Assim, a presenga de grupos
metilos, hidrof6bicos modificariam a estrutura do substrato, produzmd0
uma melhor adaptagio do centro ativo da enzima. Por outro lado, 0
mesmos autores mostraram que as aminas aromaticas, embora possuindo 0
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grupo hidroxila na cadeia, nao eram substratos para a polifenoloxi-
dase.

EFEITO DE INIBIDORES

Virios inibidores tém sido utilizados para investigar 0 mecanismo de
inibicdo das reacGes de oxidagao provocadas pela fenolases.

H4 muito tempo sabia-se que o dcido ascérbico era oxidado por quatro
sistemas:

a) Oxidacao direta pela oxidase do dcido ascérbico (69).
b) Oxidacao direta pela o-quinona gerada da ag#o de peroxidase, por fla-

vonas na presenca de peroxidase e perdxido (70).
¢) Oxidagdo direta por o-quinonas formadas por catecol e polifenoloxida-

se (71, 72).

d) Oxidagao direta pelo sistema de citocromos (73).

Em trabalhos realizados com macis, foi observado que apesar da
existéncia de icido ascérbico como substrato natural da fruta, ndo foi lo-
calizada nenhuma atividade ascorbase (74). Por outro lado, verificou-se a
presenca de polifenoloxidase e peroxidase nos tecidos dessa fruta.
Concluiu-se, entao, que a oxidacdo do dcido ascérbico estava intimamente
relacionada com o escurecimento, sendo que este ndao ocorria antes de to-
do o dcido ascérbico ter sido oxidado.

Em anos posteriores foi proposto como regra geral, que o 4cido ascér-
bico seria um agente redutor para qualquer o-quinona produzida durante
a oxidagdo de substratos fenélicos.

Drueger (75), estudando o efeito do 4cido ascérbico na velocidade de
reacao da oxidagdo da tirosina pela polifenoloxidase de cogumelo, con-
cluiu que o dcido tinha inicialmente um efeito pré-oxidante no sistema,
passando a anti-oxidante na acao sobre o produto da reacio. Tem sido
mostrado que a concentragao de fons cupricos influi nas velocidades de
?7)2(1%%5)0 dos sistemas polifenoloxidases, na presenca de 4cido ascérbico

Em estudos com batatas (78), observou-se que o dcido ascérbico,
quando presente no sistema catecol-polifenoloxidase, provoca um retarda-
mento no desenvolvimento da cor até que haja oxidagio completa do 4ci-
do. Por outro lado, esses autores mostraram que a presenca desse inibidor
?fet.a de forma irreversivel o centro ativo da enzima, dependente de cobre
Onico.

. I;O.s grupos sulfidrilos desempenham papel importante na formacao
biologica da melanina. O problema de uma ligagao quimica das melaninas
ds protefnas nao estd, até o momento, resolvido.

A tendéncia de numerosas quinonas simples combinarem-se com gru-
Pos aminados e com tibis, tem levado i hipotese de uma condensagio das
quinonas com esses grupos livres nas protefnas. Os grupos sulfidrilos estdo
Presentes nas queratinas e sabe-se' que a presenca de enxdfre nas melani-
Nas, obtidas pela digestio pancreitica de melano-protefnas naturais, foi
Interpretada como a indicacdo da participacdo deste elemento na ligagio
melano-proterna (79). A acdo inibit6ria dos tidis sobre a melanogénese
" Wvo ou in vitro , j4 e conhecida (80).

.. iason (81) mostrou ndo ter observado nenhuma reagao inibitéria de

01S com a dopamina, mas assinala modificacGes espectrofotométricas do
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indol 5 ,6-quinona em presenca de glutationa, que ele atribuiu a uma forma
oxidada destes dois compostos. Posteriormente, foi mostrado que a oxi-
dagao da tirosina ou da dopa pela polifenoloxidase, em presenca de um
excesso de glutationa ou de cistefna, conduziu 4 form¢ao de um composto
de adicao da dopamina com o tiol (82). O dopacromo formado em pre-
senca de glutationa re-arranjase tanto em 5,6-diidroxi indol a pH 6.8,
como em 2-diidroxi indol a pH mais baixo, que sao capazes de reagir com
o tiol em meio oxidante. Por outro lado, mostrou que a oxida¢ao da dopa
pela polifenoloxidase em presenca de glutationa ou cistefna em quantida-
des proximas a estequiométrica, gera um complexo misto destas substin-
cias com seus produtos de oxidacao.

Experimentos desenvolvidos com cromatografia em papel, mostraram,
em extratos de macga, o efeito inibitério da cistefna e glutationa, utilizan-
do 4cido clorogénico como substrato para a polifenoloxidase. A mistura
desses compostos inibiu o escurecimento pela formacao de um complexo
cistefna-icido clorogénico, identificados por fluorescéncia no cromato-
grama (83). Em estudos com polifenoloxidase de batatas, a acio da cis-
tefna nio se mostrou eficaz ao utilizar dcido clorogénico como substrato
para a enzima (84). Este composto inibidor mostrou ser efetivo para a
acao tirosinase, enquanto que, para a inibicao da reacao com dopa, foram
necessirias concentra¢Ges mais elevadas.

Dentre os agentes sulfurados, o mais comumente utilizado é o SO-2.
Ponting e Johnson (85) acreditavam que o SOz inibia a atividade enzimati-
ca simplesmente pela sua capacidade redutora, agindo competitivamente
com o oxigénio. Diemair, Koch e Hess (86), mostraram que quando a po-
lifenoloxidase de batata era tratada com SOz a enzima era inativada antes
que fosse adicionado o substrato.

Embs e Markakis (87), trabalhando com polifenoloxidase de cogume-
los, mostraram que o sulfito agia como um inibidor pela combina¢ao com
o-quinonas, prevenindo, portanto, a condensacdo até melanina. Os auto-
res verificaram também que uma pré-incubagio do sulfito com a enzima
inibia sua capacidade de reagir com o substrato. Confirmando essa propo-
sicao, Wong, Luh e Whitaker (60), mostraram que em péssegos o meta-
bissulfito de s6dio provocava uma diminuicdo na absor¢do da reacao de
oxidacio a 420 nm, devido i reducio de o-benzoquinona. Essa dimi-
nuic¢ao dependia da concentra¢ido do inibidor utilizado.

O cobre desempenha papel importante no centro catalftico da enzima
(88-90). Assim sendo, tém-se procurado investigar os compostos capazes
de agir como quelantes de cobre e, consequentemente inibir a atividade
enzimitica.

Reyes e Luh (59), em estudos ¢com polifenoloxidase de péssegos, mos-
traram que ditiocarbamato, bem como 1-fenil 2-tiouréia, sfo quelantes
muito efetivos de cobre e que, fluoroglucinol, na concentracao de 3 m
era uminibidor competitivo para a polifenoloxidase.

Pomerantz (91) pode demonstrar que tanto o ditiocarbamato como 0
cianeto de potdssio produziam inibicao de polifenoloxidase de melanoma
de “hamster”, cuja atividade era restaurada pela adi¢ao de Cu**. Também
mostraram que a adicio de ditiocarbamato produz um perfodo de retarda-
mento na formac¢ao do dopacromo intermedidrio.

Polifenoloxidase de duas espécies de uvas, parcialmente purificada,
parece degradar antocianina iz vitro, sendo esta degradacao inibida por
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4scido ditiocarbimico, cianeto de potissio e tiouréia (92). Prabhakaran,
Harris e Kirchheimer (93) ' mostraram que o 4cido ditiocarbimico penetra
no Micobacterium leprae inibindo completamente a atividade da polifeno-
oxidase.

: Em o-difenoloxidase de folha de fumo, foi demonstrado, utilizando
4cido clorogénico como substrato, que vdrios outros compostos capazes
de reagir com quinonas afetam a oxidac¢io do 4cido clorogénico. A cor
dos produtos formado e o oxigénio absorvido na sua formacao, sugerem
que a quinona reage com estes compostos do mesmo modo que reagem
com quinonas simples (94). '

Macrae e Duggleby (72), em estudo com fenolases de batata, mostra-
ram que os diferentes tipos de inibicao e as constantes de inibi¢ao encon-
tradas com tirosina e dopa como substratos, indicam a existéncia de dois
centros ativos distintos: um para oxidagao de o-difendis e outro para
hidroxilagdo de mono-fenéis. Os autores sugerem uma teoria na qual os
dois centros ativos estado em .diferentes moléculas de proterna. Se cada
uma das moléculas tiver um centro adicional que liga fenéis 4cido e 4cidos
carboxflicos, entio, substincias ligadas a este centro inibidor poderdo
reagir com o centro catalftico. Considerando a forma oxidada de o-
difenéis, inibidores o-difenéis poderao ligarse em ambos os centros. Se a
afinidade para o centro catalitico é muito maior do para o centro inibidor,
observar-se-d inibicao competitiva e, se a afinidade para o centro inibidor
foi muito maior do que para o centro catalftico, serd observada inibi¢ido
ndo competitiva. Consequentemente, se as afinidades para os dois centros
s30 aproximadamente iguais, serd observada inibi¢do mista. Inibidores
monofendis ligar-se-d0 no centro inibidor, dando uma inibi¢io nio compe-
titiva ou mista. De forma semelhante, para a hidroxilagdo do monofenol,
o-difenéis e dcidos carboxflicos, podem agir como inibidores competitivos,
nao competitivos ou mistos. :

Em trabalhos com tirosinase de melanoma de camundongo Harding
Passey, foi visto que a oxidagdo de dopa a dopaquinona, catalisada por
tirosinase, foi inibida por tirosina (95). Estudos cinéticos sugeriram a exis-
téncia de dois centros ativos na molécula da tirosinase; um onde a dopa é
oxidada e outro, onde a tirosina é ligada mas ndo oxidada durante a
Primeira fase da reagio.

Em experimentos recentes, foram isolados dois inibidores de tirosinase
dp Ccogumelo (96). Um deles, de peso molecular 1,200 apresentou ini-
bl_qao competitiva para dopa como substrato, o outro, apresentou inibi¢ao
20 competitiva para a tirosinase. Os autores sugeriram que a incubagio
Prolongada do primeiro inibidor com a enzima provocava mudancgas con-
Ormacionais na molécula.

FORMAS MOLECULARES ATIVAS

O termo isozima tem sido usado para descrever as diferentes formas
Moleculares em muitos sistemas enziméaticos.
Jornvall (97), mostrou que diferentes enzimas que exibem especifici-
ades semelhantes, apresentam diferentes perfis eletroforéticos e cromato-
gfﬁﬁgos. Para muitas dessas isozimas é evidente, agora, que sao formas
relacionadas da mesma enzima.
Kaplan (98), apresentou extensa revisio de isozimas de desidrogenase
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latica a fim de estudar, em base molecular, a natureza das formas multiplas
das enzimas. As formas moleculares miltiplas podem ser oriundas de
diferentes agregados de uma determinada enzima. A estrutura dos agrega-
dos pode ser de tal natureza, que a carga na superficie seja diferente a
ponto de produzir diferencas nas suas mobilidades eletroforéticas. O ter-
mo “conformers” foi descrito pelo autor para descrever um grupo de
formas multiplas de enzimas que possuem a mesma sequéncia de amino-
dcidos mas, diferem em sua conformacao. Esta diferenca na conformacio
produz variacGes eletroforéticas bem como diferentes comportamentos em
resinas de troca ionica. Virios mecanismos tém sido propostos para expli-
car as multiplas formas moleculares da polifenoloxidase.

Harel e Mayer (43), sugeriram que as trés fracoes de catecol oxidase
purificadas de cloroplastos de maga, eram resultantes da agregacdo de sub-
unidades de uma mesma enzima. Estas fra¢oes quando submetidas a trata-
mento com cloreto de s6dio e Triton X-100 e estocadas entre 2 a 40C, se
interconvertiam. v :

Constantinides e Bedford (99), usando eletroforese em gel de polia-
crilamida, estudaram o sistema polifenoloxidase em tecidos de cogumelos,
batatas e ma¢as. O sistema enzimitico mostrou um fenémeno de formas
multiplas apresentando diferencas de especificidade e caracterfsticas pré-
pias a cada espécie e variedade estudadas. O sistema polifenoloxidase de
cogumelo apresentou nove formas multiplas com alta atividade para DL-
dopa e trés formas reativas com L-tirosina. Em batatas, foram encontra-
das onze formas com atividade para DL-dopa enquanto que, em macas,
trés formas eram ativas com esse substrato. Os autores verificaram que as
formas de. polifenoloxidase de cogumelo eram diferentemente afetadas
pela temperatura. A atividade de todas as formas foi destrurda ap6s um
minuto a 1000C, enquanto que, algumas das formas submetidas a 400C,
500C e 60°C eram destrufdas ap6s 60 minutos e outras, quebradas em
fragmentos distintos. A 70°C, a banda de maior mobilidade foi estivel
por mais de 60 minutos.

Jolley e Mason (100), estudando formas miltiplas de tirosinase de
cogumelo, encontraram que as isozimas apresentaram um certo grau de
interconversao dependendo das condic¢Ges de forca ionica, pH e concen-
tracdo protéica. Os seus resultados indicaram que para determinadas
condicBes existia um equilibrio entre 5 a 6 isozimas. A separagdo das
isozimas de tirosinase mostrou uma mistura de formas poliméricas com
predominancia de um tetrimero (101). A dissociacio é facilitada a 500C
sob alta forca idnica e em presenga de 0.250/0 de dodecil sulfato de sodio.
Em eletroforese de gel de poliacrilamida as bandas foram identificadas
como mondmeros, dfmeros e tetrimeros. Bouchilloux, McMahill e Mason
(102) mostraram também que a tirosinase de cogumelo era composta por
formas maltiplas com aparente dissociacio em sub-unidades ativas, na
presenca de dodecil sulfato de sodio.

Horowitz, Fling e McLeod (103) mostraram a presenca de diversas fOl"
mas de tirosinase em Newurospora crassa, distintas pela termo-resisténcia €
propriedades eletroforéticas. Posteriormente, Fling, Horowitz e Heinemann
(42), em preparacées homogéneas na forma cristalina, isolaram duaf
tirosinases alélicas S e L. O peso molecular de ambas foi de 63,000 *
2,000 e pareciam se agregar reversivelmente em solucdo. A forma S er?
consideravelmente mais termolabil que a forma L.
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Extratos acetonicos de péssegos mostraram por eletroforese em gel de
oliacrilamida, quatro bandas com atividade de polifenoloxidase. Essas
quatro isozimas isoladas A, B, C e D, diferem pela termoestabilidade,
sendo que a forma D foi a mais estivel a 760C (60). Por outro lado, a
jsozima A apresentou-se resistente aos inibidores metabissulfito de s6dio,
glutationa, icido ascorbico e ditiocarbamato.

Estudos recentes, realizados com eletroforese em gel de poliacrilamida
mostraram nove isozimas com atividade de polifenoloxidase no interior da
polpa de banana, oito no exterior da polpa e dez na casca (67). As isozi-
mas do interior e do exterior da polpa mostraram-se iguais diferindo da
casca em apenas uma. Compostos qufmicos como ditiocarbamato de
sodio, cistefna, 2-mercaptoetanol e cianeto de s6dio inibiram todas as
isozimas de polifenoloxidase, enquanto que metabissulfito de s6dio inibiu
apenas algumas.

Harel, Mayer e Lehman (104) observaram formas multiplas de catecol
oxidase de uva. Eletroforeses em gel de poliacrilamida mostraram oito
bandas ativas, que eram interconvertidas durante o isolamento, estocagem,
tratamento com uréia e pH dcido. Essa interconversao deveria originar-se
da dissociacio da enzima em sub-unidades. A andlise de vdrias bandas
sugeriram que algumas formas da enzima teriam o mesmo peso molecular
mas difeririam na distribuicdo de cargas.

SUMMARY
BEHAVIOR OF POLYPHENOLOXIDASES IN FOODS

One of the problems in the handling and processing of various kinds of fruits, is
the enzymatic and nonenzymatic browning. The polyphenoloxidases are strictly
related with the first aspect, needing therefore, more attention from the scientists and
food industries. These enzymes oxidize mono, di and polyphenols in the presence of
molecular oxygen, producing dopachromes which are polymerized to melanins as a
final product. Their mechanism of action, however, is still unknown. The purpose of
this article is to provide specific information as to the nature and behavior of the
Polyphenoloxidases found in different kinds of fruits and foods.
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RESUMO

Foi determinado o teor de zinco no soro de 103 criancas brasileiras de 3 meses a
6 anos de idade, pertencentes a familias de baixa renda, com a finalidade de auxiliar
na caracterizagdo do seu estado nutricional relativo ao zinco. O teor de albumina sérica
foi determinado em algumas das criancas estudadas. As criangas foram classificadas em
trés grupos pela adequacido da estatura para a idade e peso em relac@o a estatura utili-
zando como referéncia curvas de crescimento estabelecidas para criangas brasileiras e
resultando em 80 normais; 18 com desnutricao atual e 5 com desnutricao cronica.
Este critério foi complementado pelo critério de Gomez. Trinta adultos normais de
ambos sexos, serviram como grupo de referéncia das técnicas analiticas utilizadas.

O teor de zinco sérico dos adultos foi de 107.5 + 14.5 mg/dl, comparivel com o
observado por outros investigadores. Este teor foi significativamente superior ao de-
terminado para todas as criancas estudadas. O teor de zinco sérico das criancas nor-
mais foi de 98.3 % 15.7 mg/dl. Verificouse uma diminui¢do do zinco sérico das
criangas em funcdo do grau de desnutri¢do, sendo significativa para as criangas com
desnutri¢@o atual de segundo grau (87.8 * 9.2 pg/dl; p < 0.05) e as criangas con des-
nutri¢@o cronica (68.7 + 8.9 ug/dl; p <0.001).

Verificou-se correla¢ao significativa entre o teor de albumina e zinco séricos das
criancas (r = 0.51, n = 37; p <0.01) particularmente para as que aprensentaram des-
nutri¢do mais severa (r =0.63,n = 8; p <0.05).
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INTRODUGAO

O zinco é um nutriente essencial ao organismo humano, particular-
mente importante nos perfodos de rdpido crescimento pela sua ativa parti-
cipacdo no metabolismo dos dcidos nucleicos e sfntese de proteinas (1, 2).

A disponibilidade biolégica desde nutriente é altamente dependente
das caracteristicas regionais da dieta dado que se associa particularmente a
proteina dietética (3) e o uso de alimentos ricos em fibra e fitatos interfe-
rem negativamente na sua absorcao intestinal (4).

As comunidades brasileiras de baixo poder aquisitivo baseiam sua ali-
mentagao no uso de arroz e feijdo, com pouca contribuicdo de alimentos
proteicos de origem animal. Apesar deste padrdo alimentar ter sido consi-
derado adequado, sob certas condi¢oes, do ponto de vista da necessidade
proteica de pré-escolares (5), a sua adequagdo em vdrios outros nutrien-
tes e particularmente em zinco, permanece ainda uma questao aberta.

O propdsito do presente trabalho é auxiliar na caracterizacdo do esta-
do nutricional relativo ao zinco de grupos vulneriveis a apresentarem cua-
dros de deficiéncia através da determinac2o dos nifveis séricos de zinco e

albumina.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 103 criancas de 3 meses a 6 anos de idade, a maioria
atendidas no ambulatério do Instituto de Puericultura e Pediatria Mar-
tagio Gesteira (IPPMG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro e
algumas atendidas nas enfermarias do referido Instituto, todas pertencen-
tes 4 famflias de baixa renda, de acordo com informacao verbal do respon-
sivel. Trinta adultos normais de ambos os sexos (10 mulheres e 20 ho-
mens) constituidos por médicos e residentes do IPPMG, participaram co-
mo grupo de referéncia das técnicas analfticas empregadas, particularmen-
te a dosagem do zinco sérico por espectrofotométria de absor¢do atomica.

As amostras de sangue foram obtidas nos individuos em jejum por ve-
nipuntura, utilizando seringas de vidro. O sangue colhido foi imediatamen-
te transferido para tubos pldsticos e ap6s coagulacdo, o soro foi separado
por centrifugacio e mantido em congelador até andlise. As amostras de
sangue das criancas desnutridas foram obtidas de criangas sem diarreia ou
ed;llpa. As amostras que apresentaram hemolise foram excluidas das
analises.

O zinco sérico foi dosado por espectrofotométria de absorg¥o atomica
(Varian Techtron, modelo AA-120) apés precipitacdo com d4cido tricloroa-
cético diluido, segundo o método descrito por Giroux (6) em todos os in-
divfduos estudados. A dosagem de albumina sérica foi realizada pelo mé-
todo colorimetrico do verde de bromocresol (7) utilizando un Albumina-
kit (Biolab~Merieux), apenas numa subamostra de indivfduos devido ao
reduzido volume de soro disponivel para a maioria das amostras colhidas.
Todo o material de laboratorio utilizado nas dosagens foi lavado por imer-
$40 numa solucdo de 4cido nitrico 200/o durante 24 horas e cuidadosa-
mente enxaguado com 4gua deionizada.

Para cada crianca foram calculados os fndices de adequagao peso/idade,
®statura/idade e peso/estatura. Todos estes fndices foram determinados
Com base nas curvas de crescimento de criancas brasileiras estabelecidas
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por Marques e colaboradores (8). Foram usadas como referéncia as curvas
correspondentes ao percentil 50, da classe socio economica mais alta. A
classifica¢io nutricional das criancas foi feita segundo o criterio de Seoane
e Latham (9) pela combinag¢do dos indices de adequacdo da estatura para a
idade e do peso para estatura. Esta classificacdo foi complementada pelo
criterio de Gomez (10).

A aveliagio estatfstica dos resultados foi feita por andlise de varianca e
aplicacdo do teste de Tukey para estabelecer diferencas especfficas entre
os grupos (11). O minimo nivel de significancia estatfstica aceito foi de
p< 0.05.

RESULTADOS

A classificagao das criancas pela adequagdo dos fndices antropométri-
cos é apresentada na Tabela 1. De acordo com o critério adotado 77.79%0
das criangas apresentaram-se normais, 11.79/0 com desnutri¢cdo atual de
primeiro grau e 10.79/0 com quadros mais severos de desnutri¢io.

TABELA 1
CLASSIFICAQKO NUTRICIONAL DAS CRIANCAS ESTUDADAS

Adequacio Adequagao Adequagdo Estado Nimero de
estatura/idade peso/estatura pesofidade nutricional criancas
%o %o %o

>90 >90 91-110 Normal 80

>90 <90 76-90 Desnutri¢ao 12
atual de
primeiro grau

>90 <90 61.75 Desnuftri¢do 6
atual de se-
gundo grau

<90 <90 <60 Desnutri¢@o 5
crdnica de

terceiro grau*

*  Todas as criancas com desnutricdo cronica estudadas apresentaram desnutri¢do de
terceiro grau segundo o critério de Gomez. Nio houve criancas com desnutrigdo
pregressa.

Os resultados dos niveis de zinco sérico e albumina sérica de criangas €
adultos sdo apresentados na Tabela 2. Os valores encontrados nos adultos
apresentaram boa concordincia com valores reportados por outros autores
em soro de adultos normais (12-14) indicando que a nossa metodologia
analftica é compardvel 4 utilizada por outros investigadores. Estes valores
foram significativamente mais elevados que os das criancas estudadas, 1n-
cluindo as normais.

O zinco sérico das criangas apresentou uma diminui¢ao em fungao da
severidade da desnutri¢do, sendo significativa para as que apresentaram
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TABELA 2
ZINCO SERICO E ALBUMINA SERICA NAS CRIANGAS
E ADULTOS ESTUDADOS
Grupos Media * desvio padrio
Zinco (ug/dl) Albumina (g/dl)

Adultos 1075+ 14.5 330) 4.90 + 0.83 2(20)
Criancas

normais 98.3 + 15.7 P(80) 424+ 0.40 b(24)

desnutri¢@o atual

primeiro grau 93.9 + 17.3 bc(12) 4.29  0.17 Pe(5)

segundo grau 878+ 9.2 £(6) 3.91+0.19 ¢@3)

desnutri¢ao cronica

terceiro grau 68.7+ 89 d(5) 2.34 £ 050 4(5)

As medias de cada coluna com supraindices diferentes apresentam diferengas estatisti-
camente significativas.

desnutri¢io atual de segundo grau e desnutrlgao cronica e variando desde
um valor médio de 98.3 ug/dl para as criangas normais até 68.7 ug/dl para
as que apresentaram desnutri¢do crénica.

A albumina sérica das criangas também diminuiu em funcio do grau
de desnutri¢io sendo significativo para as crian¢as mais severamente des-
nutridas. Observou-se correla¢ao significativa entre o teor de albumina e o
de zinco sérico particularmente para as criancas com desnutngao mais
acentuada (Figura 1).

DISCUSSAQ

Os valores do zinco sérico encontrado nas crian¢as normais foram se-
melhantes aos reportados por outros investigadores em soro de criangas
controle (15-17). Nés nado verificamos variacGes significativas em fungio
do sexo, origem étnica ou idade das criangas. Entretanto, os resultados do
zinco e albumina destas criancas mostraram-se significativamente inferio-
res aos dos adultos normais utilizados como grupo de referéncia do nosso
estudo. Este fato concorda com os achados de Halsted e Smith (18), que
determinaram um teor de zinco plasmatico, em crian¢as normais de 3 a 13
:tm(;s de idade, ligeira mas significativamente inferior que em adultos con-
role.

Trabalhos mais recentes niao confirmam uma diferenca significativa no
zinco plasmatico em func¢do da idade. Hambidge e colaboradores (19),
estudando lactentes de 6 meses de 1dade, observaram que, os amamenta-
dos exclusivamente con leite materno nio apresentavam _diferenca signifi-
Cativa do zinco plasmdtico com respeito a adultos normais. J4 os lactentes
que recebiam formulas preparadas, a partir de leite de vaca, mesmo que
suplementadas com zinco, apresentaram um menor teor de zinco no
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FIGURA 1

Correlagi’o entre os teores de zinco e albumina séricos numa submostra das criangas
estudadas

plasma, sugerindo uma possivel inadequacido do zinco dietético. Golden e
Golden (20), estudando a associacdo das caracterfsticas clinicas da desnu-
tricdo proteico-energética e o zinco plasmitico, também determinaram nf-
veis semelhantes de zinco no plasma de criangas normais de 4 a 20 meses
de idade e de adultos controle. O zinco plasmatico das criancas com ma-
rasmo e sobretudo daquelas com Kwashiorkor, foi significativamente me-
nor. Estas observacOes sugerem que o teor de zinco no plasma ou soro,
ndo varia com a idade quando se trata de individuos sadios pelo qual se
poderia questionar a normalidade nutricional atribuida a criangas com
crescimento dentro dos padrdes esperados, especialmente quando perten-
centes a familias de baixa renda, como no caso do presente trabalho.

A reducdo observada do zinco no soro das driangas com desnutri¢ao
severa confirma achados anteriores na Africa do Sul (15), Egito (21) e In-
dia (22). Os nossos resultados sugerem alguma correlagdo entre a sever
dade do retardo no crescimento e o teor de zinco sérico. Uma inadequa¢a0
severa do peso em relacio 4 idade mesmo com estatura adequada acarreta
uma diminuigdo significativa no zinco sérico. Este fato se acentua quando



VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) No. 2 295

a inadequacao do peso para a idade se associa a uma inadequacao da esta-
tura em relagdo 4 idade (desnutri¢do cronica).

Até que ponto as criangcas com crescimento inadequado e baixo teor
de zinco sérico estao verdadeiramente deficientes em zinco, ndo pode ser
estabelecido com certeza com base nas informacGes disponfveis. A deter-
minagao do zinco sérico ou plasmitico é amplamente utilizada como fn-
dice do estado do organismo relativo ao zinco porém vdrias situacdes de
stress podem provocar uma diminuicao do seu teor sem refletir necessaria-
mente deficiéncia (23) o qual limita a sua interpretacdo. Entre outros, fa-
tores que alteram o transporte e/ou a distribuicao do zinco no organismo
afetam o seu teor no soro.

Um dos principais determinantes da concentragao do zinco no soro é
o teor de albumina, j& que a albumina liga de 60-709/0 do zinco circulante
numa forma facnlmente disponivel aos tecidos (24). Os teores de zinco e
albumina séricos tem sido correlacionados em vdrios estudos (23).

Para as criancas do nosso trabalho, foi verificada uma correla¢@o signi-
ficativa entre o zinco e albumina séricos, quando considerados em conjun-
to, sem diferenciacio do estado nutricional (r= 0.51, n= 37; p < 0.01).
Considerando apenas as crian¢as normais, o grau de correlacao foi fraco e
ndo significativo (r= 0.30, n= 24; p < 0.1). Considerando simultaneamente
as criangcas normais € as desnutridas de primeiro grau com albuminemia
normal, a correlacio foi também fraca e nao se mostrou significativa
(r=0.25, n= 29; p < 0.1). Nestas criancas, um baixo teor de zinco sérico
poderia refletir insufici€ncia de zinco no organismo ocasionada por algum
fator diferente da disponibilidade da principal proteina de transporte.
Poder-se-ia especular que tal fator fosse um fornecimento dietético inade-
quado. Pretendemos explorar este aspecto mais especificamente.

Considerando o conjunto de criancas desnutridas, a correlacdo entre
zinco e albumina séricos foi mais acentuada e significativa (r= 0.57, n= 13;
p < 0.05) particularmente para as criancas com desnutricdo cronica
(r= 0.63, n= 8; p < 0.05). Nas criancgas severamente desnutridas, um baixo
teor de zinco sérico poderia ser interpretado como consequéncia da hipo-
albuminemia resultante de uma insuficiéncia proteica da dieta. Se estas
criancas encontram-se verdadeiramente deficientes em zinco, nio pode ser
determinado com base nos dados disponfveis. Alguns estudos sugerem que
a deficiéncia de zinco esteja envolvida no desenvolvimento da hipoalbumi-
nemia dado que, com apenas una suplementacao oral de zinco conseguiu-
se uma elevacdo da albuminemia em individuos com zinco e albumina sé-
ricos inicialmente baixos (25).

Sera necessdrio, portanto, verificar se as cnangas mais severamente des-
nutridas do nosso estudo normalizam os teores de albumina e zinco séri-
cos, corregindo apenas a inadequagdo proteico-energética das suas dietas
ou se este efeito s6 resultara da utilizacdo de uma suplementacgio simulta-
hea com zinco. Serd também muito importante, estudar os efeitos destas
manipulacGes sobre o ritmo de recupera¢ao pondero-estatural das criangas.

SUMMARY

SERUM ZINC LEVELS IN BRAZILIAN CHILDREN OF LOW
SOCIOECONOMIC STATUS

Serum zinc was measured in 103 Brazilian children from low income families, 3
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months to 6 years of age, with the purpose of characterizing their zinc nutritional
status. Serum albumin was determined in some of the children studied. They were
grouped in three categories according to the adequacy of height for age and weight for
height indices related to the growth curves determined for Brazilian children. There
were 30 normal, 18 acutely malnourished and five chronically malnourished children.
This criteria was complemented by the Gomez criteria. Thirty healthy adults of both
sexes served as a reference group for the analytical procedures.

In the adults, serum zinc was 107.5 * 14.5 ag/dl, similar fo values observed by
other investigators, and significantly higher than in all of the children studied. Serum
zinc of normal children was 98.3 £ 15.7 ng/dl. It decreased with the ‘degree of malnu-
trition, being significant for second degree acutely malnourished (87.8 * 9.2 ug/dl;
p <0.05) and chronically malnourished children (68.7 * 8.9,ug/dl; p <0.001). Serum
zinc and albumin correlated significantly (r = 0.51; n = 37; p <0.01), particularly in
the severely malnourished children (r = 0.63; n = 8; p <0.05).
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RESUMEN

Se estudio 1a maduracion 6sea del nifio menor con diferentes grados de desnutri-
cién, mediante una radiograffa del carpo, segin el Atlas de Greulich y Pyle. El nivel
socioecondomico fue similar en los diferentes grupos de malnutridos. Los obesos pre-
sentaron un adelanto de la edad dsea y los desnutridos un retraso que fue mayor
mientras més severa era la desnutricion. Hubo una correlacion positiva entre el porcen-
taje de adecuacion de la edad dsea con respecto a la edad cronolégica y el porcentaje
de adecuacion de la talla para la edad. Se constaté un mayor retardo de edad dsea en
los desnutridos que habian estado sometidos a desnutricion intrauterina que en los
adecuados para la edad gestacional.

INTRODUCCION

La alta frecuencia de problemas nutricionales en los pafses subdesa-
rrollados es un hecho més que conocido (1). Estos problemas repercuten
especialmente en los nifios, quienes se encuentran en un perfodo de rdpido
crecimiento y desarrollo. Su alimentacién depende de terceras personas,
las que no siempre cuentan con los medios socioeconémicos, higiénicos y
culturales necesarios para aportar los nutrientes requeridos, de buena cali-
dad y en cantidades suficientes. )

Para crecer y desarrollarse, el ser humano depende de factores genéti-
cos y ambientales. Entre estos ultimos, los nutrientes son fundamentales
para obtener un crecimiento y desarrollo arménico (2, 3). Mientras mayor

Manuscrito modificado recibido: 5—8-83.

1 Médico de la Unidad de Endocrinologfa del INTA, y del Patronato Nacional de
Infancia. Instituto de Nutricién y Tecnologia de Alimentos, Casilla 15138, San-
tiago 11, Chile.

2 Médico de la Unidad Metabdlica del mismo INTA.
3 Médico, Jefe de la Unidad de Endocrinologfa del citado Instituto, Santiago, Chile.



VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) No. 2 299

es la velocidad de crecimiento y desarrollo de un nifio, méis vulnerable serd
a los efectos de una noxa nutricional.

El complejo proceso de la maduracién 6sea depende de factores gené-
ticos, constitucionales y hormonales, los que pueden ser influenciados por
problemas socioeconémicos, de desnutriciéon y enfermedades cronicas (4-
9).

Se ha demostrado que la desnutricion postnatal precoz prevalece en
los niveles socioeconémicos bajos (10, 11). Esta deja como secuela un
retraso estatural irrecuperable a pesar de que el nifio se rehabilite (4), lo
que explicarfa la menor talla definitiva de las poblaciones de pafses subde-
sarrollados (4, 12).

En el caso de la desnutricion infantil se ha descrito un retraso de la
maduracién 6sea (3, 4), que se recupera parcialmente con la rehabilitacién
nutricional (4). Undurraga et al. (13), asf como Balassa et al. (14) han co-
municado que los desnutridos de tipo mardsmico llegan a recuperarse par-
cialmente del déficit de talla dos a tres afios después de su rehabilitacién.

Por otro lado se sabe que nifios con obesidad simple son m4s altos y
acusan un adelanto de su maduracion 6sea, que los eutréficos (15-17),

Los Centros Cerrados de Recuperaciéon Nutricional (CONIN) que fun-
cionan en nuestro pafs, informan que los lactantes desnutridos recupera-
dos en su relacién peso para edad, egresan con un sobrepeso en su relaciéon
peso para talla por presentar un déficit estatural (14).

Estimamos asf{ que serfa de interés estudiar la influencia de los proble-
mas nutricionales en la maduracién 6sea de nifios menores, por constituir
éste un grupo etario que ha estado expuesto por menos tiempo a otros
factores ambientales negativos que influyen en los procesos madurativos.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron nifios de ambos sexos con problemas nutricionales. Los
obesos y desnutridos grado I y II se tomaron de un consultorio de benefi-
cencia, y los de grado III se obtuvieron de un Centro Cerrado de Recupe-
racion Nutricional. El estado nutritivo se evalu6 segin las Tablas de
Sempé y Massé (18). Se clasificaron como eutréficos a aquéllos cuyo peso
estaba comprendido entre —1 y + 1 DE del promedio para la edad. Se
consideraron desnutridos grado I, cuando el peso parala edad erade —1 a
-2 DE; desnutridos grado II, si el peso se encontrabaentre -2y —3 DE, y
desnutridos grado IIL, si el peso era inferior a —3 DE para la edad. Se cla-
sificaron como obesos los nifios cuyo peso estaba por encima de + 2 DE
?glopl/'omedio para la edad, y su relacion de peso para talla, por encima de

0/o.

Se seleccionaron nifios recién nacidos a término, con peso adecuado
para la edad gestacional (AEG) (19), sin antecedentes perinatales ni otras
patologfas asociadas de importancia. Al grupo de desnutridos grado I sélo
se ingresaron nifios con bajo peso al nacer a fin de estudiar subgrupos se-
gn hubiesen sido recién nacidos a término pequefios para la edad gesta-
cional (PEG), o pretérmino adecuados para su edad gestacional.

._La etiologfa de su desnutricion y obesidad fue primaria en todos los
hifios que habfan iniciado la recuperacion nutricional.

A través de la Escala de Graffar modificada se determiné el nivel
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socioecon6émico de la familia de los nifios (20, 21). Esta comprende sub-
fndices de escolaridad, actividad, y vivienda del jefe de hogar, con una
clasificacion de 1 a 6, siendo 1 el nivel alto y 6 el nivel miseria.

El apetito de los nifios se clasific6 segiin la evaluacién subjetiva mater-
na, en: muy bueno, normal, malo y pésimo. Se consigné el antecedente
familiar de obesidad, edad de menarquia y talla materna, la cual se evalué
segiin las tablas del NCHS (22).

La edad 6sea fue el resultado del promedio de evaluacién doble ciego
de dos investigadores, de una;radiograffa estandarizada de la mano izquier-
da, interpretada segin el Atlas de Greulich y Pyle (23).

Los resultados se analizaron estadfsticamente segtin la prueba de “t”
de Student, el coeficiente de correlacion de Pearson, el test de Fischer, y
el test del Ji cuadrado (24).

RESULTADOS

Ingresaron al estudio 60 nifios recién nacidos a término AEG,y 13
desnutridos grado I pretérmino AEG, o de término PEG. De los 73 nifios,
38 eran del sexo masculino y 35 de sexo femenino.

Se estudiaron 14 nifios con obesidad simple cuyo rango de edad era de
5 a 24 meses (12.6 * 5.6 ms); ocho eutré6ficos de 6 a 22 meses (13.0£5.2
ms); 25 desnutridos grado I de 5 a 29 meses (17.6 * 6.3 ms); 9 desnutridos
grado II de 8 a 25 meses (14.4 * 7.4 ms), y cuatro desnutridos grado III,
cuyas edades fluctuaban entre 4 y 21 meses de vida (10.3 + 6.6 ms). La
Tabla 1 muestra los promedios de peso corporal, talla y circunferencia cra-
neana, que fueron menores mientras peor era el estado nutricional, siendo
soOlo estadfsticamente significativas las diferencias en talla y créneo de los
desnutridos III al compararlo con los normales. A pesar que en esta Tabla
no se incluyen los desnutridos grado I que tuvieron bajo peso al nacer, hu-
bo una diferencia significativa en el peso al nacer de los desnutridos res-
pecto al promedio de los eutroficos (3,018 + 345 gvs 3,230+ 280¢;P <
0.05). No hubo diferencias en la talla al nacer (49.5 £ 1.3 cm) nienla
edad gestacional promedio (39.8 £ 1.0 sem.) en los diferentes grupos.

Segtin se aprecia en la Tabla 2, no se constataron diferencias en el ni-
vel socioeconémico entre los nifios con diferentes grados de desnutricion.

En la Tabla 3 se demuestra que el porcentaje de obesidad en los fami-
liares de nifios obesos, fue significativamente mayor que en los familiares
de los desnutridos (P < 0.05).

Se encontré una relacién positiva de significancia estadfstica entre
peso y apetito (P < 0.0001), observindose mejor apetito en los obesos ¥
peor apetito a medida que aumentaba la intensidad de la desnutricién
(Tabla 4). .

La edad 6sea de los nifios malnutridos se expres6 como el porcentajé
de adecuacion respecto a la edad cronolégica (Tabla 5). Como se observa,
los eutrdficos tuvieron un promedio de 22.30/0 de retraso respecto a sU
edad cronolégica; los obesos, un adelanto de 21.80/0, y los desnutridos,
un retraso de 24.9, 34.1 y 61.89/0, segiin eran de grado I, II o III, respec
tivamente. .

La Figura 1 ilustra que existe una correlacién positiva significativd
entre el porcentaje de adecuaci6n de la edad 6sea en funci6n de la ed
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TABLA 1
CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE LOS NINOS MALNUTRIDOS
- Obesos Eutro- Desnutri- Desnutri- Desnutri-
ficos dosl dos II dos III
Peso (kg) 125 +21%* 99+17 9012 T4+14* 5.7+1.5%
(14)* (8) (25) 9 4)
Talla (cm) 6.6 7.5 74965 73.7%5.7 69.4%6.9 62.9 £8,0*
(14) (8) (25) 9 4)
Circunferencia
de crineo 468+2.1 46026 459*21 44.5+2.2 39.7+1.8*
(cm) (14) (8) (25) 9 3)
¥ £ DE= No. de casos.
* P <0.05 respecto a los eutrdficos.
TABLA 2
NIVEL SOCIOECONOMICO DE NINOS MALNUTRIDOS
Obesos Eutréficos Desnutridos
n O/o n O/o n 9o
Graffar 3 4 33.3 — - 4 12.9
Graffar 4 6 50.0 5 62.5 16 51.6
Graffar 5 2 16.7 3 375 10 323
Graffar 6 - - — - 1 3.2
Total 12 100.0 8 100.0 31 100.0
X? = 1.646.
P = NS.

cronolégica y el porcentaje de adecuaci6n de talla para la edad.

De los nifios con desnutriciéon grado I, 25 eran recién nacidos a térmi-
no adecuados a la edad gestacional (2,987 + 313 gy 39.7 * 1.0 semanas
de gestacion); ocho pretérmino, adecuados a la edad gestacional (2,239 +
507 g y 35.0 + 2.3 semanas de gestaci6n) y cinco a término, pequefios
Para su edad gestacional (2,288 *+ 214 g y 39.4 * 0.8 semanas de gesta-
Cion). Se encontr6é también cierta tendencia a menor peso, talla y crdneo
actual, 5610 en el subgrupo de los nacidos a pretérmino (Tabla 6).
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TABLA3
ANTECEDENTES FAMILIARES DE OBESIDAD EN NINOS MALNUTRIDOS

Antecedentes de
obesidad Total

n %o
Obesos 10 83.3 ' 12+
Eutroficos 6 75.0 8%
Desnutridos 18 56.3 32*

*  Test de Fisher, P < 0.005.
TABLA'4

APETITO EN NINOS MALNUTRIDOS

Obesos Eutréficos Desnutridos 1-11
n Ofo n ofo n Ofo
Pésimo - - - - 10 294
Malo - - 3 375 19 55.9
Normal 7 53.8 5 62.5 3 8.8
Muy bueno 6 46.2 - - 2 5.9
Totales 13 100.0 8 100.0 34 100.0
X2 = 36.7
P < 0.0001.
TABLA S

PORCENTAJE DE ADECUACiON DE EDAD OSEA CON RESPECTO
A CRONOLOGICA EN NINOS MALNUTRIDOS

O/o de adecuacion de edad dsea

Obesos +21.8 £36.5 (A)*

(14)
Eutroficos —22.3 £25.1

)
Desnutridos, grado I —24.9+27.0

(25)
Desnutridos grado I1. —34.11194

9)
Desnutridos, grado III —61.8 +26.4%*

@ —

* P < 0.005 respecto a los eutrdficos. ** P <0.025 respecto a los eutroficos.
(A) X £ DE (No. de casos).
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FIGURA 1

Correlacion entre edad 6sea y talla en nifios malnutridos

TABLA 6

CARACTERISTICAS DE LOS NINOS DESNUTRIDOS GRADO I
SEGUN EDAD GESTACIONAL Y PESO DE NACIMIENTO

. Dp — AEG? Df —PRET? D; — PEG®
Peso (kg) 9.0+1.2¢ 8316 9514
(25) 3) ()
Talla (em) 13.7+5.9 703+173 76.0 £6.6
(25) (8) ()
Craneo 459+2.1 445%20 462120
— (25) 8 (5)

DI~AEG = Desnutrido grado I — término —adecuado a la edad gestacional.
D{—PRET = Desnutrido grado I — pretérmino — adecuado a la edad gestacional,
21-PEG = Desnutrido grado I — término — pequeiio para la edad gestacional.
X DE (No. de casos).

o oo
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En 1a Tabla 7 se sefiala gue en estos nifios, la edad 6sea s6lo fue signi-
ficativamente menor entre el grupo de nacidos a un término adecuado, y
los a término, pequeifios para su edad gestacional.

El promedio de talla de las madres de todos los nifios incluidos en la
encuesta fue de 153 + 7 cm, con un rango entre 140 y 168 cm. Se deter-
tﬁug}gs;ll.@/o de retraso de talla (bajo el percentil 10 de las tablas del

TABLA 7

PORCENTAJE DE RETRASO DE EDAD OSEA CON RESPECTO
A CRONOLOGICA EN DESNUTRIDOS GRADO I

0/o de retraso en la edad osea

Df — AEG? —24.9 +27.09
(25)

Df — PRET? —34.7+28.3
8

Dy —PEG® —45.5 £13.1*
()

Desnutrido grado I — RN término —adecuado a la edad gestacional.
Desnutrido grado I — RN pretérmino —adecuado a la edad gestacional,
Desnutrido grado I — RN término — pequefio para la edad gestacional.
X + DE (No. de casos).

P <0.025 con respecto al grupo Df — AEG.

¥ a0 oo

La edad promedio de menarquia de las madres de los nifios desnutri-
dos, fue significativamente menor que la de las madres de nifios eutré6ficos
(13.0 £ 1.5vs 14.0 + 1.6 afios, respectivamente; P < 0.025).

DISCUSION

En la secci6bn de resultados se destaca que el apetito de los nifios
incluidos en el estudio, evaluados seglin la impresion subjetiva de sus
madres, era menor mientras peor era su estado nutritivo. Es posible que
esta alteraci6bn haya contribuido a retardar la respuesta recuperacional de
estos pacientes. Tales hallazgos concuerdan con los descritos por Burrows
y Muzzo (25).

Es de interés sefialar que a pesar que a 60 de los nifios investigados se
les exigié un peso al nacer mayor de 2,500 g, hubo un peso promedio sig-
nificativamente ‘menor en los desnutridos, en comparacién con los eutré-
ficos y obesos. Se ha descrito que los desnutridos de los Centros Cerrados
de Recuperacion Nutricional (CONIN) (1, 14) tienen un menor peso al
nacer que los nifios normales, a causa de la mayor frecuencia de haber
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tenido bajo peso al nacer para su edad gestacional.

Los desnutridos prematuros AEG tuvieron igual porcentaje de retraso
de edad 6sea que los desnutridos grado I a término AEG, a pesar de que se
sabe que los primeros tienen ya cierto retraso al nacer (26). Esto sugiere
que en algiin momento de su vida postnatal, tuvieron una sobreaceleraciéon
en su maduracién 6sea.

El mayor retraso en los desnutridos grado I con antecedentes de haber
sido PEG indica que la existencia de desnutricién intrauterina y postnatal
precoz se suma a esos efectos.

Se ha descrito que los nifios con obesidad simple tienen mayor talla
que los eutréficos (15, 17, 27). Los obesos estudiados presentaron un
adelanto de edad 6sea con talla normal. Este hallazgo podrfa explicarse
dado el escaso tiempo de evolucién de la obesidad, aunque en ellos se ob-
serv6 una mejor adecuacién de su talla para la edad.

El hallazgo de retraso de edad 6sea en los nifios eutréficos, unido a
una menarquia més tardfa en sus madres, sugiere que podrfan existirfac-
tores raciales (5, 6), constitucionales (28) o ambientales (10, 11), que no
se han manifestado en una desnutricion de peso para edad, pero que po-
drfan estar jugando un rol en este retraso.

Es un hecho de aceptacién general la alta prevalencia de obesidad que
presentan especialmente las mujeres de nivel socioeconémico bajo, 1a que
aumenta progresivamente con la edad (11, 12, 29). Es en la obesidad
simple que hemos descrito una aceleracién de la maduracién 6sea.

Hemos descrito, asimismo, que la desnutricién postnatal precoz indu-
ce un retraso en la maduracién 6sea, la que es mayor mientras més grave
es la desnutrici6bn. Se ha informado también una buena correlacién entre
la edad 6sea y la edad de inicio de la pubertad.

En pafses donde la desnutricion es prevalente, se ha determinado un
retraso de la edad de menarquia en adolescentes de sexo femenino (32).
Es interesante sefialar que, a pesar de que la desnutricion prevalece en la
ciudad de Santiago, segiin informes al respecto, la edad de menarquia es
similar a la de pafses desarrollados (12, 29-31).

Se podrfa sospechar, que el posible atraso de maduracion 6sea en
nuestras poblaciones, donde existe desnutricion postnatal precoz, se recu-
pera posteriormente por la alta prevalencia de obesidad. Esta recuperarfa
el déficit de maduracién ésea, y har(a que la menarquia se produzca a una
edad similar a la de poblaciones que no tienen problemas nutricionales.

Los adultos de nivel socioeconémico bajo en nuestro pafs son de me-
nor estatura que los adultos de pafses desarrollados. Pensamos asf que en
Chile, 1a menor talla detectada en la poblacion de nivel bajo, es mejor
expresion de su nutricion durante la infancia que de factores genéticos.
Por lo tanto, Ia recuperacion de la maduracién 6sea que se sospecha en el
nivel bajo, a lo largo de la vida no significarfa una mejorfa de su estatura
final,

Sin duda alguna, un seguimiento longitudinal podrd informarnos si
esta hipétesis es o no vilida.



306 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
SUMMARY

INFLUENCE OF NUTRITION ON THE BONE DEVELOPMENT
IN THE CHILD

The effect of nutrition on infant bone age was studied. Bone age was examined
in children with different degrees of malnutrition using wrist X-Rays and comparing
them with Greulich and Pyle Atlas. There were no differences in the socioeconomic
level of the different groups. In obese children bone age was advanced, while in under-
nourished, it was retarded. The more severe the undernutrition the more delayed the
bone age. A positive correlation between the percentage of variation of bone age and
chronological age, and percentage of height for age was found. A greater delay in
bone age was detected in undemourished children who had been small for date infants.
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LONGITUDINAL STUDY ON HEAD CIRCUMFERENCE OF
PAKISTANI INFANTS IN DIFFERENT SOCIOECONOMIC GROUPS

Saeed A. Nagra' and Abrar H. Gilani®

University of the Punjab, Lahore, Pakistan, and University of Agriculture,
Faisalabad, Pakistan

SUMMARY

Head circumference of Pakistani infants from different socioeconomic groups, was
measured during the entire period of infancy. Growth curves for head circumference
of local infants remained below the 25th percentile of the Harvard standard through-
out the first year. However, divergence from the standard increased as their age ad-
vanced. Head circumference was found to vary directly with socioeconomic status. It
was concluded that smaller head circumference of the local infants was part of the
overall growth depression caused by inadequate supplementary feeding and late intro-
duction of solids to the infants’ diet.

INTRODUCTION

Physical anthropometry is considered a valuable tool for the indirect
assessment of nutritional status of a community.

In earlier communications we have discussed the influence of socio-
economic status (SES) on body weight (1) and length (2) of Pakistani
infants. Measurement of the head circumference (HC) is valuable for the
period of infancy and makes it possible to assess the volume of the brain
and its development as reflected by the gradual increase in the HC (3).
When used in combination with other anthropometric data, this parameter
is especially useful to assess the nutritional status of the infants. The
study herein presented is the first of its kind carried out in Pakistan and it
is the object of this paper to present the growth pattern of HC of local
infants in different socioeconomic groups, and to suggest local standards
for HC for the first year of life.
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MATERIALS AND METHODS

A total of 916 infants born in various hospitals of Faisalabad, Pakistan,
having no congenital abnormality, were randomly selected for this study.
Head circumference was measured by the method recommended by
Jelliffe (4) within 24 hours of birth and every 30 £ 2 days thereafter in a
longitudinal fashion throughout the first year of life. After birth all the
observations were recorded by visiting the family at its residence.

Data thus obtained were classified into three SES i.e. high, medium
and low according to the method adopted by Nagra et al. (1). Analysis of
variance (5) and Duncan’s multiple range test (6) were used to determine
significant differences. Various percentiles (7) were worked out for
comparison with the standard.?

RESULTS
Average values for HC of the infants, from birth to 12 months of age

are given sexwise in Table 1. Details of the average HC of infants belong-
ing to various SES are presented in Table 2.

TABLE 1

AVERAGE MONTHY HEAD CIRCUMFERENCE OF INFANTS
IRRESPECTIVE OF SOCIOECONOMIC STATUS (cm )

Male Female

Age Local Standard Local Standard
At birth 34.1 + 1.2a(488) 353 33.5 + 1.3a(388) 34.7
1 36.4 + 1.2b(379) 35.6 + 1.2b(284)

2 38.2 * 1.1¢(355) 37.2 £ 1.3¢(243)

3 39.3 + 1.5d(322) 40.9 38.3 + 1.3d(238) 40.0
4 40.4 * 1.2¢(278) 39.2  1.2¢(210)

5 41.3 * 1.2£(279) 40.2 * 1.3£(210)

6 42,0 + 1.3g(255) 43.9 40.9 * 1.3g(202) 42.8
1 42,6 * 1.2h(264) 41.7 * 1.3h(205)

8 43.1 * 1.2i(256) 42.3 * 1,1i(188)

9 43.6 * 1.2j(255) 46.0 42.8 * 1.3j(201) 44.6
10 44.0 * 1.1k(276) 43.2  1.3k(231)

11 44.4 * 1.21(280) 43.5 * 1.21(255)

12 44.7 £ 0.9m(296) 473 43.7 * 1.1m(229) 45.8

Values are mean * SD, and the figures in parentheses represent the number of samples.
Means within a column followed by different letters are significantly different at the
P <0.01 level.

M
3 Harvard standard; Start & Stevenson (1959).



TABLE 2

AVERAGE MONTHY HEAD CIRCUMFERENCE OF INFANTS BELONGING TO DIFFERENT SOCIOECONOMIC GROUPS

(cm)

Age

Socioeconomic group

Medium

Low

Male

Female

Male

Female

Male

Female

At birth

W 00 ~1 D U WIN

34.3* 1.2(90)
36.8 + 1.0(73)
38.6 + 0.9(70)
39.4 + 1.5(62)
40.8 £ 1.1(59)
41.8 + 1.0(55)
424 * 1.2(52)
43.0 + 1.2(51)
435 + 1.3(58)
43.9 £ 1.2(52)
44.4 * 1.0(54)
44.8 * 1.3(60)
45.1 £ 0.8(62)

33.8+ 1.2(69)
36.0 £ 1.1(56)
37.4 £ 1.2(47)
38.6 + 1.2(51)
39.6 + 1.1(48)
40.5 + 1.3(42)
414 £ 1.2(48)
42.3 £ 1.3(41)
427+ 1.1(43)
43.1 £ 1.3(47)
43.5 £ 1.2(47)
43.9 + 1.1(50)
44.0 * 1.0(49)

34.2 % 1.4(224)
36.5 £ 1.2(171)
38.2 + 1.2(165)
39.6 + 1.5(148)
406 + 1.2(127)
41.2 £ 1.1(127)
42.1 * 1.2(113)
42,7+ 1.1(117)
433 * 1.2(114)
43.8 * 1.1(109)
442+ 1.0(122)
44.6 * 0.9(119)
44.9 £ 0.9(124)

33.6 + 1.3(195)
35.7 + 1.3(143)
37.3 + 1.3(124)
38.4+ 1.2(122)
39.3 + 1.2(109)
40.2 + 1.5(118)
40.9 * 1.3(100)
41.6 * 1.6(105)
423 t 1.3(95)

42,8 + 1.3(97)

43.2 + 1.3(120)
436 * 1.2(115)
43.8 £ 1.0(121)

33.8+ 1.3(174)
36.0 + 1.4(135)
37.7 + 1.4(120)
38.8 + 1.4(112)
39.9 + 1.2(92)
40.8 * 1.3(97)
41.4 £ 1.3(90)
42.1 * 1.3(96)
426 + 1.2(84)
43.0 £ 1.3(94)
43.5 * 1.2(100)
43.8 + 1.3(101)
44.2 * 1.4(105)

33.1 % 1.3(124)
35.2 * 1.3(85)
36.8 * 1.4(72)
38.0 £ 1.5(65)
38.8 * 1.4(53)
39.8  1.4(50)
40.5 + 1.3(54)
41.2 % 1.1(59)
41.8 £ 1.0(50)
424 + 1.4(57)

428+ 1.4(64)

43.0 + 1.3(60)
434 + 1.2(59)

Values are mean £ SD, and figures in parantheses represent the number of samples.

oLe
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Average HC of male infants was 34.1 * 1.2 cm at birth and increments
in the first and second six months of life were 7.9 and 2.7 c¢m, respectively,
as compared with standard values of 35.3 cm at birth and an increment of
8.6 cm tor the first and 3.4 cm for the second six months of life. Average
HC of female infants was 33.5 + 1.3 cm at birth with an increment of 7.4
cm in the first six months, and 2.8 cm for the second six months as com-
pared with the standard valuc of 34.7 cm at birth and an increase in
HC of 8.1 cm for the first semester and 3.0 cm for the second semester.

Infants of either sex showed lesser HC values than that of the standard
throughout the first year. Nevertheless, the difference was more pro-
nounced in the second six months of life. Male infants had greater HC
than females at all ages. Statistical analysis of the data revealed that the
infants of either sex belonging to high SES had a significantly (p < 0.01)
greater HC than infants from medium or low SES, and infants belonging
to medium SES had a significantly (p < 0.01) greater HC than infants
from low SES.

DISCUSSION

The influence of SES on HC of infants is evident (Table 2). Like
weight (1) and length (2) high SES appeared to be associated with larger
HC (8). During first year of life infants belonging to high SES had an in-
crement of 11.0 and 11.1 cm for the male and female infants, respective-
ly. This figure, on an average, was 1.0 cm less than the infants standard
for either sex. A comparison of HC values obtained in the present study
with those reported by Grantham-McGregor and Desai (9) revealed that
the HC of Jamaican infants belonging to alow SES was greater than the
local infants belonging to the high SES. It may be concluded that in
Pakistan, even the high-income segment of population has not yet
improved its living standard to the extent that it affects the physical
growth and development of the newborn. However, values for HC of
local infants at birth were comparable with those reported by Brzozo-
waska (10) and Palti and Adler (11).

Growth curves for HC of local infants belonging to different SES
(Figures 1 and 2) remained below the 25th percentile of the standard
throughout the first year and divergence from the standard increased with
advancing age. A similar trend had been observed in the growth curves
of local infants in regard to weight (1) and height (2). This may be due
to inadequate supplementary feeding and late introduction of solids to
the infants’ diet, which result in overall growth depression (12).

It is suggested that the HC of local infants belonging to the high SES,
be adopted as local standard.
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FIGURE 1

Head circumference-for-age of male infants belonging to different socioeconomic

groups, compared with the Harvard standard. Within the graph, symbols ——(O———

and e }——  represent 25th and 3rd percentile of the Harvard standard,

respectively, and . 2 and i

represent 50th percentile of local infants belongmg to high, medium, and low socio-
economic groups, respectively.
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FIGURE 2

Head circumference-for-age of female infants belonging to different socioeconomic
Foups, compared with the Harvard standard. Within the graph, symbols
represent 25th and 3rd percentile of the Harvard standard,
“*sl’ectlvely, and —@—v , —HK— and
Tepresent 50th percentile of local infants belonging to high, medium, and low socio-
economiic groups, respectively,
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RESUMEN

ESTUDIO LONGITUDINAL DE LA CIRCUNFERENCIA CRANEANA
DE NINOS LACTANTES DE PAQUISTAN DE GRUPOS
SOCIOECONOMICOS DIFERENTES

Se midié la circunferencia craneana de nifios lactantes de Paquistin procedentes
de grupos socioeconémicos diferentes, durante el periodo total de la infancia, Se de.
termind que las curvas de crecimiento de la circunferencia craneana de los nifios locales
permanecia por debajo del 25 percentilo del estindar de Harvard a través del primer
atio de vida. La diferencia del estindar, sin embargo, aumentaba a medida que los
nifios avanzaban en edad. Segiin se encontrd, la circunferencia craneana varfa directa.
mente con el status socioeconémico, Se Illego a la conclusion de que la menor circun.
ferencia craneana de los nifios locales era parte del retardo en el crecimiento causado
por una alimentacion suplementaria inadecuada y una tardfa introduccion de sélidos
a la dieta del pequetio.
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VALOR NUTRITIVO DE DIETAS ELABORADAS A BASE DE
TUBERCULOS Y LEGUMINOSAS CONSUMIDAS EN TRES
PROPORCIONES DIFERENTES!

Walter da S. Jorge Joao®, Luiz G. Elias® y Ricardo Bressani®

Instituto de Nutricién de Centro América y Panama (INCAP),
Guatemala, Guatemala, C. A.

RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue determinar el valor nutritivo de dietas elabo-
radas a base de harinas de yuca y de frijol caupi. Las proporciones estudiadas fueron
de 87/13, 70/30 y 50/50. Se investigé también el efecto de suplementar las dietas con
metionina. Para evaluar el valor nutritivo de las dietas, se utiliz6 el porcentaje de pro-
tefna utilizable. Se observé que los valores mds altos de protefna utilizable, se obtuvie-
ron con las dietas constituidas por harinas de yuca y frijol caupf en la proporciéon de
50/50, encontrindose diferencias significativas entre las proporciones estudiadas. Al
verificar el efecto de la suplementacion con metionina, no se constataron diferencias
significativas con la adicion de este aminoéacido a la dieta elaborada con harinas de yuca
y frijol caupi en la proporcion de 87/13. Sin embargo, en el caso de las proporciones
70/30 y 50/50, si se observaron diferencias significativas debido a dicha suplementa-
cion. Los resultados sefialan que ios valores mas altos se obtuvieron cuando ambas
dietas fueron adicionadas con metionina. Asimismo, el porcentaje de proteina utiliza-
ble aumenté a medida que las proporciones de frijol caupi se incrementaban en las
dietas.
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INTRODUCCION

Es un hecho mis que establecido que las leguminosas de grano consti-
tuyen una fuente potencial de protefnas en la dieta de numerosas pobla-
ciones del mundo.

En el Brasil, por ejemplo, se encontré que las leguminosas se consu-
men generalmente una vez al dfa por casi el 1000/0 de las familias, siendo
la fuente mis importante de protefna de la alimentacion habitual (1).
En otras encuestas dietéticas realizadas (2), se determiné que el consumo
medio de leguminosas en todo el Brasil, alcanza cifras de aproximadamen-
te 68 g por persona, por dfa. Sin embargo, se ha encontrado también que
existe una gran variacion en cuanto al consumo de leguminosas en todo el
pafs.

Por otra parte, la harina de yuca que representa la fuente primordial
de calorfas es también grandemente consumida por la poblacién, sobre
todo en las regiones norte y noreste del Brasil.

Considerando que estos alimentos constituyen la dieta de consumo ha-
bitual en estas regiones, llegamos a la conclusién de que era necesario
estudiar el valor nutritivo de dietas con estas caracterfsticas.

En virtud de lo expuesto, se realiz6 este trabajo con miras a determi-
nar el valor nutritivo de dietas a base de tubérculos y leguminosas, consu-
midas en tres proporciones diferentes, con y sin la adiciébn de metionina.

MATERIAL Y METODOS

Para el caso, se utiliz6 la harina de yuca, obtenida comercialmente en
la ciudad de Guatemala. La semilla de frijol caupf (Vigna sinensis) que se
us6 fue cosechada en la finca experimental del Instituto de Nutricién de
Centro América y Panami (INCAP). La obtencién de harina del frijol
caup{ se cifi6 a los métodos descritos por otros autores (3). El anilisis
qufmico proximal de cada uno de los alimentos se efectué de acuerdo a
los métodos de 1a AOAC (4).

Los estudios biol6gicos fueron realizados en ratas Wistar de 21 dfas de
edad de la colonia animal del INCAP. Se emple6 un nimero de ocho ani-
males por cada grupo experimental, integrados por cuatro machos y cua-
tro hembras. El alimento y el agua fueron administrados ad libitum y las
ratas se alojaron en jaulas individuales de alambre con pisos levadizos.

Para investigar el valor nutritivo de las diferentes proporciones de ha-
rinas de yuca y frijol caupf, con y sin adicién de metionina, se prepararon
dietas a base de estos materiales en tres proporciones diferentes, como
sigue: 87/13, 70/30 y 50/50, respectivamente. Ademds, a cada dieta
experimental se agregé 50/0 de aceite de semilla de algod6n, 40/0 de mi-
nerales (5), 10/o de aceite de hfgado de bacalao y 50/0 de solucién de
vitaminas (6). La cantidad de DL-metionina agregada fue de 0.21 g%o
de la dieta, cantidad que se consider6 adecuada en estudios anteriores en
los que se us6 el frijol coman (Phaseolus vulgaris) (3). La duracién del
estudio para la determinacion de la protefna utilizable (7, 8), fue de cua-

tro semanas.
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Los animales bajo experimento se pesaron cada semana y semanal-
mente se determiné también el consumo de alimentos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicién qufmica proximal, tanto de las harinas de yuca, como
de frijol caupf, se detalla en la Tabla 1. Como se observa, el contenido de
protefna en la harina de yuca fue de 1.5%0 y en la del frijol caupf de
25.30/0, respectivamente. La composicion de las dietas experimentales
utilizadas en este estudio también se da a conocer en la Tabla 2. Por otro
lado, en la Tabla 3 y en la Figura 1 se exponen los resultados en cuanto a
calidad protefnica de las dietas elaboradas con diferentes proporciones de
harinas de yuca y frijol caupf, con y sin la adicién de metionina. Segin se
aprecia, al comparar las diferentes proporciones utilizadas en la elabora-
cion de las dietas, se encontré que los mayores valores de protefna utiliza-
ble se obtuvieron con la dieta constituida por harina de yuca y frijol caupf
en la proporciéon de 50/50, constatindose diferencias significativas (P <
0.05) entre las tres proporciones diferentes sometidas a ensayo. Ademis,
al verificar el efecto del agregado de metionina, no se encontr6 ninguna
diferencia significativa al adicionar este aminoécido a la mezcla de harinas
de yuca y frijol caupf en la proporcién de 87/13. Sin embargo, para las
proporciones de 70/30 y de 50/50, sf hubo diferencias significativas (P <
0.05) debidas al agregado de metionina. Los valores mas altos de protef-
na utilizable se obtuvieron al adicionar dicho amino4cido a ambas dietas.
Por otro lado, conforme lo ilustra grificamente la Figura 1, los valores de
proteina utilizable aumentaron a medida que se incrementaban las propor-
ciones de frijol caupf en las dietas. Dutra de Oliveira y de Menezes Salata
(9), notifican resultados similares al utilizar mezclas de frijol comiin (P,
vulgaris) y harina de yuca.

TABLA 1

ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL FRIJOL CAUPI Y HARINA DE YUCA
(Expresado en términos de porcentaje)

Harina de yuca Frijol caupi

Humedad 12.2 6.9
Extracto etéreo 04 0.2
Fibra cruda 1.7 5.1
Nitrogeno 0.234 4.042
Proteina (N x 6.25) 1.5 25.3
Ceniza 14 2.6
Carbohidratos* 82.8 59.9

100.2 80.2

*  Valores obtenidos por diferencia (100—/o H20 — 0/o E. etéreo — /o de fibra
cruda — Ofo proteina — ©/o ceniza).



COMPOSICION DE LAS DIETAS ELABORADAS A BASE DE HARINAS DE YUCA Y DE FRIJOL CAUPI

TABLA 2

EN DIFERENTES PROPORCIONES CON Y SIN LA ADICION DE METIONINA

(Expresada en g/100 g)

Yuca-frijol, 87/13

Yuca-frijol, 70/30

Yuca-frijol, 50/50

Ingredientes Con Sin Con Sin Con Sin
metionina metionina metionina metionina metionina metionina
Mezcla 89.79 90.0 89,79 90.0 89.79 90.0
Metionina 0.21 - 0.21 - 0.21 -
Minerales 4.00 4.0 4.00 4.0 4.00 4.0
Aceite de semilla de algodon 5.00 5.0 5.00 5.0 5.00 5.0
Aceite de higado de bacalao 1.00 1.0 1.00 1.0 1.00 1.0
Total 100.00 100.0 100.00 100.0 100.00 100.0
Solucion de vitaminas 5.00 5.0 5.00 5.0 5.00 5.0
0/o de proteina en la dieta 412 4.59 8.64 13.40
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TABLA 3

CALIDAD PROTEINICA DE DIETAS ELABORADAS CON DIFERENTES
PROPORCIONES DE HARINAS DE YUCA Y FRIJOL CAUPI CON Y SIN

LA ADICION DE METIONINA
Consumo de Gananciade  Proteinaenla Proteina
Dieta alimentos peso dieta utilizable**
g g %/o %/o
Yuca —Frijol 87/13 166 + 24.9* ~1%+1.2 4.7 -0.20
con metionina
Yuca —Frijol 87/13 158 = 5.5 -3t14 4.7 -0.70
sin metionina
Yuca —Frijol 70/30 272 +14.2 45+ 35 8.0 4.93
con metionina
Yuca —Frijol 70/30 246 +12.4 14+16 8.0 1.65
sin metionina
Yuca —Frijol 50/50 4281124 127+6.3 13.0 8.83
con metionina
Yuca — Frijol 50/50 280+12.6 50+ 3.6 13.0 5.38
sin metionina

*  Error Estdndar.

% Oq Proteina utilizable = Valor nutr. relat. a la caseina x Yo de prot. en dieta

100
10
9 -
Con metionina

8
o
B
& 7
3 ¢
2
g s Sin metionina
a
3 4
o
T 3

2

1

° 1

-1 87 70 50

/13 /30 /s0

Proporciones de yuca-frijol caupf

FIGURA 1

Calidad proteinica de dietas elaboradas con diferentes proporciones de harinas
de yuca-frijol caupi, con y sin la adicién de metionina
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Se puede concluir, por lo tanto, que la adicién del aminodcido metio-
nina sdlo es efectiva cuando se utiliza harinas de yuca y de frijol caupf en
las proporciones de 70/30 y de 50/50, respectivamente.

SUMMARY

NUTRITIVE VALUE OF DIETS BASED ON TUBERS AND LEGUMES,
CONSUMED IN THREE DIFFERENT PROPORTIONS

This study was an attempt to determine the nutritional value of diets based on
mixtures of manioc and cowpea flours, The proportions analyzed were 87/13, 70/30
and 50/50, respectively. The effect of supplementing these diets with methionine was
also investigated. The nutritional value of the diets was evaluated using as a basis the
percentage of utilizable protein. Findings revealed that the protein was best utilized
when the percentages of manioc and cowpea flours were 50/50, with significant dif-
ferences observed among the proportions analyzed. In contrast, no significant dif-
ferences were observed with methionine supplementation to diets of manioc and cow-
pea flours mixed in the proportion of 87/13. However, when the proportions were
70/30 and 50/50, the addition of methionine induced significant differences, with the
highest protein value in both mixtures. It was also observed that the percentage of
utilizable protein increased as the proportions of cowpea in the diets also increased.
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EFECTOS DEL DEFICIT DE YODO DURANTE LA VIDA
INTRAUTERINA Y POSTNATAL PRECOZ EN LA SINTESIS DE
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RESUMEN

El déficit de yodo durante la vida pre y postnatal temprana de la rata, produce
un descenso transitorio en el contenido de ADN en cerebro y cerebelo. Este se recupe-
ra espontineamente, sin que medie una terapia de reemplazo, debido a una prolonga-
cion del periodo critico de multiplicacion celular. Los resultados del estudio revelaron
un aumento transitorio de la captacion de timidina radiactiva al 210 dia en el higado,
cerebro y cerebelo, indicativo de una mayor actividad de sintesis y desplazamiento del
periodo critico. Estos hallazgos sugieren, por lo tanto, un dafio del sistema nervioso
por déficit precoz de yodo durante el embarazo.

INTRODUCCION

Si bien es cierto que el bocio endémico puede considerarse como la
enfermedad de m4s ficil prevencion y control, éste continia prevaleciendo
en la mayor parte de los pafses subdesarrollados, a pesar de que la mayo-
ria de los pafses afectados han emitido legislaciones referentes a la yoda-
ci6n de la sal para consumo humano (1-5).
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La profilaxis con yodo se considera como el tratamiento preventivo
ideal del bocio endémico. Este deberfa estar dirigido especialmente a las
mujeres embarazadas que habitan zonas donde la prevalencia de bocio
endémico es severa, a fin de prevenir el cretinismo endémico (6, 7).

Sin lugar a dudas, el cretinismo endémico es la mis seria consecuencia
del bocio endémico, ya que produce retardo mental irreversible, diplejia
espdstica, sordomudez, estrabismo, bocio y mixedema. Se reconocen dos
formas de cretinismo endémico: el mixedematoso, en cuyo caso prevale-
cen los sintomas de hipofuncién tiroidea, encontrindose especialmente en
pafses africanos (8), y la forma nerviosa, en la que prevalece la sintomato-
logfa neurolégica, presentdndose en algunas regiones de la cordillera de los
Andes (9).

El déficit de yodo es de fundamental importancia en la etiologfa de
este sindrome, ya que el tratamiento preventivo con yodo durante el em-
barazo evita su aparicién. Sin pasar por alto la importancia del déficit de
yodo en su etiologfa, se piensa que factores genéticos y algunos bocigenos
también han de jugar un rol importante en su produccién.

El cretinismo endémico ha sido estudiado en modelos experimentales
en animales, usando dietas severamente deficitarias en yodo (30 ng/g de
dieta), Ias que no sélo producen déficit de este micronutriente, sino tam-
bién de otros nutrientes. Utilizando estos modelos se han descrito altera-
ciones en las curvas de crecimiento postnatal y una disminucién de las hor-
monas tiroideas plasméticas (10).

En Ecuador se ha visto que el coeficiente intelectual de la poblacién
de una zona de alta endemia bocigena, mejora solamente si 1a suplementa-
cién oon yodo se inicia desde el comienzo del embarazo; no ast, si se efec-
tta después del tercer mes (11).

Pretell en Perii, ha demostrado una mejorfa del coeficiente psicomo-
tor de nifios de poblaciones suplementadas con yodo (12). Estas investiga-
ciones, junto con otras que Sefialan que las hormonas tiroideas no atravie-
san la placenta (13-15) y que su déficit durante la vida intrauterina —si se
trata precozmente en la vida postnatal— evita el retardo mental que pre-
sentan los cretinos esporddicos (16). Estas investigaciones hablan en favor
de que el dafio del sistema nervioso en el cretinismo endémico serfa conse-
cuencia del déficit precoz de yodo durante el embarazo, mis que de una
hipofuncion tiroidea del feto.

El trabajo aquf descrito fue un intento de estudiar los efectos del
déficit moderado de yodo durante la vida prenatal y postnatal temprana
de la rata, medido a través de ciertos parimetros bioqufmicos de creci-
miento y desarrollo del encéfalo e higado.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar de 90 dfas de edad, con
las que se integraron dos grupos: uno experimental, y otro control.
Ambos grupos recibieron una dieta baja en yodo, con un contenido de 77
ng de yodo por gramo de dieta y agua deionizada a beber. El agua de
bebida del grupo control se suplement6 con 1.3 ng de KI/ml,lo que se
considera suficiente para cubrir los requerimientos de yodo de la rata.
Tanto la dieta como el agua de bebida fueron ofrecidas ad libitum a los
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animales.
A diferencia de otras dietas utilizadas en modelos experimentales de

déficit de yodo (17), la dieta empleada en nuestro estudio mantuvo un
contenido calérico y protefnico normales, con un aporte de yodo de 77
ng/g de dieta. El nivel de yodo fue determinado por espectrofotometria,
segin la técnica de Lein y Schwartz (18). A esta dieta se le agregé metio-
nina y treonina para lograr un cé6mputo aminoacidico adecuado (19), y
una mezcla completa de vitaminas y minerales, excluyendo el yodo. La
casefna se reemplazé por soya como fuente proternica, en vista del cono-
cido efecto antibocigénico de la casefna (20) (Tablas 1 y 2), asf como el
bajo contenido de yodo de la soya.

Ambos grupos de ratas fueron sometidos a un perfodo de adaptacién
a la dieta de siete dfas. Durante el cruce de las ratas se efectuaron frotis
vaginales cada mafiana, y el dfa que se encontraron espermios fue conside-

rado como dia cero de embarazo.

TABLA 1
COMPONENTES DE LA DIETA BAJA EN YODO
ojo
Soya 34.60
Gluten 44.00
Harina de trigo 5.12
Minerales (sin 1) 4.20
Mezcla de vitaminas 1.00
Levadura 2.00
Maicena 4.08
Celulosa 5.00
100.00*

*  Se agregaron 36 mg de metionina y 27 mg de treonina por cada 100 g de dieta.

Al nacimiento se dejaron ocho crias por madre en ambos grupos. Las

crias fueron destetadas a los 21 dfas de nacidas, continuando hasta el dfa

5 de vida postnatal con la dieta baja en yodo. Sélo las ratas control reci-
bieron agua suplementada con yodo.

Semanalmente se realizé un control de ingesta y de peso, tanto en las
crfas como en las madres. Se mantuvo la temperatura y ciclo de luz-oscu-
fidad de 12 hr a través de todo el experimento.

Las ratas madres se sacrificaron a los 35 dfas postparto, cuando se
€xtrajeron y pesaron sus glindulas tiroides.

. Las crias fueron sacrificadas por decapitacién a los 14, 21 y 35 dfas de
Vida postnatal; 18 horas antes del sacrificio se les inyect6 intraperitoneal-
Mente 0.5 uCi de Timidina-Hs por gramo de rata. Se extrajeron los higa-
dos, cerebros, cerebelos y glindulas tiroides, 6rganos que fueron pesados
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TABLA 2

MEZCLA DE MINERALES EN LA DIETA BAJA EN YODO

Minerales mg
CaCO3 167.21
CaCl,.2H,0 175.62
Na2CO3 126.60
K2HPO, 308.62
CaHPO,.2H,0 71.66
MgS04.7TH20 97.46
NaCl 20.78
FeCeHs07.6H20 26.75
MnSO4.4H>0 4,718
ZnCl2 0.24
CuS04.5H20 0.29
1,000.00

y homogeneizados. De este homogeneizado se tom6 1 ml para la extrac-
cion de ADN y ARN y protefnas de acuerdo a la técnica de Fleck y
Munro (21).

El ADN y ARN fueron lefdos a 268 y 260 mpn, respectivamente, en un
espectofotometro Perkin Elmer, mientras que las protefnas se determina-
ron por el método de Biuret (22).

La significancia de los resultados entre el grupo control y el experi-
mental se verificé estadfsticamente por la prueba de “t” de Student.

RESULTADOS

El peso corporal de ratas deficitarias en yodo no acusé6 diferencias con
respecto al grupo control desde el nacimiento hasta los 35 dfas de vida
postnatal (Tabla 3).

El peso de la glandula tiroides de crfas de 35 dfas de vida postnatal y
de madres a los 35 dfas postparto del grupo experimental, mostr6 un
aumento significativo en comparacién con las del grupo control (P <
0.0025 y P < 0.025, respectivamente) (Tabla 4).

En el grupo experimental se encontrd una disminuci6n en el peso del
hfgado a los 14 y 21 dfas, con recuperacion al 350 dfa. Lo mismo suce-
di6 con el cerebelo. En cambio, en el cerebro no se encontraron diferen-
cias durante el perfodo de estudio (Tabla 5).

Segiin se aprecia en la Tabla 6, el contenido protefnico en los 6rganos
de ratas con déficit de yodo s6lo mostré una disminucién significativa en
el cerebelo del grupo experimental al 350 dfa. .

El contenido de ARN en higado y cerebro, se encontré significativa-
mente disminuido al 140 dfa, diferencia que desaparecié al 350 dfa en
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TABLA 3

PESO CORPORAL DE RATAS CON DEFICIT DE YODO
(Expresado en gramos)

Edad Dieta
(dfas) Control Experimental
0 6305 6.0 £ 0.2!
24 262
N§3
14 28 19 27.2+1.3
13 12
NS
21 3%3.8%15 38.8+3.3
10 10
NS
35 95.2+ 7.0 93.5 + 6.8
12 14
NS
1 Promedio * DE.
2 Nimero de casos.
3 Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma
edad.

TABLA 4

PESO DE LA GLANDULA TIROIDES DE CRIAS DE 35 DIAS DE VIDA
POSTNATAL, Y DE MADRES A LOS 35 DIAS POSTPARTO

Dieta
Control Experimental
o mg mg
Crias 7714 11,9 +3.81
12 132
<0.00253
Madres 18.3%+3.5 264+173
9 9
<0.025

1 Promedio  DE.
2 Nimero de casos.

3. Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma
edad,
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TABLA 5
PESO DE ORGANOS DE RATAS CON DEFICIT DE YODO
(Expresado en gramos)
Edad .
(dias) Grupo Higado Cerebro Cerebelo
Control 992 + 45 935 + 256 273 +13
14 14 7
14
Experimental 843 £ 133! 1,005 £ 38 245+ 12
162 16 8
<0.0253 NS <0.025
Control 1,660 £67 1,205 £ 18 188+ 10
10 10 10
21
Experimental 1,546 + 161 1,228+ 30 196 £30
10 10 10
<0.05 NS NS
Control 4381 + 430 140273 227 £ 22
12 11 12
35
Experimental 4,220 £ 540 1,338 £123 224 + 22
14 14 14
NS NS NS
1 Promedio + DE,
2 Nimero de casos.
3 Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma

edad.

higado, pero no en el cerebro, que continué reducido al 350. dfa. Como lo
muestra la Tabla 7, el ARN del cerebelo no fue afectado por el déficit de
yodo en ninguna de las etapas estudiadas.
Se encontr6 una reduccién significativa del contenido de ADN en el
grupo experimental en los tres 6rganos sometidos a investigaciéon, pero €s-
ta disminucién desaparecié al 350. dfa (Tabla 8).
Seg(in se aprecia en la Tabla 9, la incorporacién de Timidina-H; al
ADN en el higado, cerebro y cerebelo de las ratas experimentales, se €N
contr6 significativamente aumentada al 210 dfa. No sucedi6 asf al 350
dfa en que la incorporacién de timidina se igual6 con el grupo control.
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TABLA §
CONTENIDO TOTAL DE PROTEINAS EN ORGANOS DE RATA
CON DEFICIT DE YODO
(Expresado en miligramos)
Edad .
(dfes) Grupo Higado Cerebro Cerebelo
Control 78.4 £ 22 490+ 3.4 6012
13 12 7
1
Experimental 77.0+17.7! 450152 6.0103
122 13 8
Ns3 <0.025 NS
Conftrol 209.0 £ 10.8 71.0%+3.2 11.0 £ 2.0
10 10 10
21
Experimental 179.0 = 20.6 72.01 2.8 100+1.7
10 10 10
<0.005 NS NS
Control 487.0 £ 82.8 940179 15,015
12 10 11
35
Experimental 459.0 £ 1225 93.516.5 13.0£2.1
14 14 14
NS NS 0.01
1 Promedio + DE.
2  Nimero de casos.
3 Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma
edad, :

DISCUSION

Se han descrito variaciones en la funcidn tiroidea de ratas sometidas a
dietas deficientes en yodo, y se ha postulado que estas variaciones pueden
deberse al contenido de yodo de las dietas, a su bajo valor nutricional y,
en algunos casos, a la presencia de algiin factor bocfgeno en la dieta em-
Pleada en el estudio. La mayorfa de los investigadores han usado la dieta
Rpmington, con cantidades de yodo que fluctian entre 10 y 70 ng/g de
dieta (17). Esta sélo contiene protefnas de origen vegetal, y es deficiente
en algunos aminodcidos esenciales, vitaminas y sales minerales. Por este
motivo, es imposible afirmar que la alteracion en el crecimiento de las ra-
tas alimentadas con esta dieta se deba exclusivamente al déficit de yodo.
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TABLA 7

CONTENIDO TOTAL DE ARN EN ORGANOS DE RATAS
CON DEFICIT DE YODO

(Expresado en microgramos)

t—.

Edad ,
(dfas) Grupo Higado Cerebro Cerebelo
Control 11,320 = 2,018 2,896 + 229 481+t 71
13 12 7
14
Experimental 9,646 * 1,180! 2,687 £ 252 502 + 46
122 13 8
< 0.01253 <0.05 NS
Control 17,451 £ 1,353 3,095 * 166 615 + 89
10 10 10
21
Experimental 16,228 £ 1,969 3,128 £ 133 615 + 54
10 10 10
NS NS NS
Control 39,616 = 5,230 3,066 + 481 5221+123
12 10 12
35
Experimental 37,402 £ 5426 2,665 + 265 488 + 83
14 14 14
NS < 0.025 NS
1 Promedio £ DE.
2 Nimero de casos.
3. Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma

edad.

La dieta deficitaria en yodo que se prepar6 para uso en el presente es-
tudio tenfa las caracterfsticas de ser adecuada en proternas, calorfas, amr
noicidos, vitaminas y minerales a excepcion del yodo, que se encontr6 en
un rango de deficiencia moderada (77 ng/g).

Segtin se describe en la literatura, las dietas con un contenido de yodo
hasta de 90 ng/g de dieta, son deficitarias en este micronutriente, y produ-
cen en el animal de experimentacién un aumento de tamaiio de la glandula
tiroides.

Es un hecho conocido que 1a hipofuncién tiroidea durante el pel:fodo
critico de maduracién cerebral produce alteraciones que son irreversibles-
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TABLA 8

CONTENIDO TOTAL DE ADN EN ORGANOS DE RATAS
CON DEFICIT DE YODO

(Expresado en microgramos)

Edad

(dfas) Grupo Higado Cerebro Cerebelo
Control 3,443 £ 699 1,351 £ 289 835 + 84
13 12 7
14
Experimental 3,069 + 430! 1,154 + 226 762 £ 33
122 13 8
<0.05° <0.05 <0.05
Control 5,802 £ 336 1,364 £ 134 1,049 + 168
10 10 10
21
Experimental 5,405 £ 781 1,400 £ 131 1,028 £ 179
10 10 10
<0.05 NS NS
Control 10,930 £ 1910 1,315 £ 133 1,010 £ 197
12 12 12
35
Experimental 10354 £1938 1,341 £ 183 979 + 156
14 14 14
NS NS NS
1 Promedio + DE,
2 Numero de casos.
3 Significancia al comparar ¢l grupo experimental con el grupo control de la misma
edad.

El cretinismo esporidico y endémico es para muchos la enfermedad mejor
documentada respecto. al severo dafio que induce en el sistema nervioso de
no mediar un tratamiento en los primeros meses de vida.
Se ha sefialado, asimismo, que el cretinismo endémico acusa una hipo-
funcién tiroidea in utero que a veces contintia en la etapa postnatal (23).
1 dafio que ocasiona en el sistema nervioso produce un agudo retardo
mental y otras consecuencias de tipo neuroldgico. Sin embargo, es poco
Probable que este dafio se produjera in utero por déficit de la hormona ti-
roidea, pero bien podria ser producto del déficit de yodo, directo o indi-
recto, causado a través de mecanismos desconocidos. Se sabe que a partir
de 1a segunda mitad del embarazo el feto humano produce progresivamen-
te sus propias hormonas tiroideas, con funcionamiento independiente de
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TABLA 9
INCORPORACION DE TIMIDINA AL ADN EN ORGANOS DE RATA
CON DEFICIT DE YODO
(Expresado en CPM/mg/ADN)
(i?::) Grupo Higado Cerebro Cerebelo
Control 32,606 £ 4,157 11,017 + 2,297 8,735 £ 1453
8 11 8
14
Experimental 30,203 + 4,223 11,337 £1,658 13,484 1,808
102 13 8
Ns3 NS < 0.005
Control 20,194 + 8,353 3,702 £ 417 1,957 £ 513
10 10 10
21
Experimental 39,748 + 10,384 4,420 *+ 867 2,524 £ 799
10 10 10
< 0.0005 <0.025 <0.05
Control 25,553 £ 7,800 1,481 £ 406 473 £ 229
10 10 10
35
Experimental 25,531 % 8,972 1,346 + 5717 344 139
12 14 14
NS NS NS
1 Promedio £ DE,
2 Nimero de casos.
3 Significancia al comparar el grupo experimental con el grupo control de la misma

edad,

1a madre (24). Ademi4s, se ha demostrado que en patologfas como la ati-
reosis del feto —el que ha sido expuesto durante todo el embarazo a un
déficit de hormonas tiroideas— su peso y talla al nacer son normalesy,
media un tratamiento de reemplazo hormonal inmediatamente después
del nacimiento, 1o més probable es que su coeficiente intelectual futuro
sea normal (25).

El presente trabajo aquf comentado demostré que el déficit de yodo
prenatal y postnatal precoz produce una disminucién transitoria del con
tenido de ADN en el cerebelo, cerebro e higado de la rata, con una recupe-
raci6n al 350 dfa, sin mediar una terapia de reemplazo con yodo. La sfn
tesis de ADN estuvo aumentada al 210 dfa en los tres 6rganos estudiados.
normalizdndose al 350 dfa, lo que sugiere una prolongaci6n del perfodo
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critico de multiplicacién celular. Iguales alteraciones han sido observadas
en un modelo de hipotiroidismo en ratas tratadas con propiltiouracilo des-
de cuatro dias antes del nacimiento hasta el 350 dfa de vida postnatal (26).

Nuestra investigacion demuestra que un déficit moderado de yodo du-
rante la vida intrauterina y postnatal precoz, alterarfa la secuencia normal
del desarrollo del sistema nervioso central. Este se expresa por una varia-
cion en los tiempos normales de los procesos de sintesis de ADN observa-
dos en el encéfalo de ratas con déficit moderado de yodo, lo que sugiere
un posible dafio de dicho 6rgano. Serfa interesante, pues, estudiar si este
déficit moderado de yodo también puede inducir una menor capacidad de
aprendizaje, lo que servir(a para incentivar una répida solucién al proble-
ma del bocio endémico en diferentes grados de severidad.

SUMMARY

EFFECT OF IODINE DEFICIT DURING INTRAUTERINE AND
POSTNATAL LIFE ON LIVER AND BRAIN DNA SYNTHESIS, IN RATS

lodine deficiency during intrauterine and early postnatal life of the rat produces a
transient decrease in the DNA content of brain and cerebellum, which is spontane-
ously recovered without replacement therapy. Results of the study revealed that DNA
synthesis measured through thymidine-Hz incorporation to DNA, was increased at 21
days of life in liver, brain and cerebellum, indicative of a higher activity of DNA syn-
thesis, This prolongation of the critical period of brain cell multiplication in iodine
deficient rats, suggests, therefore, an alteration of brain maturation,
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EVALUACION BIOLOGICA, EN RATAS Y EN HUMANOS,
DE UN PRODUCTO LACTEO SIN LACTOSA, Y DE UNA
FORMULA PROTEINICA DE SOYA PARA USO EN
LA DESNUTRICION PROTEINICO-ENERGETICA

Angela Sotelo' , Miguel Herndnde2® y Silvestre Frenk?

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
México, D.F., México

RESUMEN

Se determiné la calidad de la proteina de soya y de un producto licteo sin lactosa,
aplicando e! método del indice de eficiencia protefnica (PER) en ratas, recién desteta-
das, y por medio del método de balance de nitrégeno (BN) en niiios de dos a 12 meses
de edad, con diversos grados de desnutricion. EI PER de la leche sin lactosa fue de 2.28
t 0.46, significativamente superior al de la proteina de soya, la que tuvo un valor de
1.19 + 0.26, en tanto que la caseina utilizada como control acusdé un PER de 2.71 £
0.52. No hubo diferencias significativas entre estas dos fuentes proteinicas en cuanto al
balance de nitrégeno, siendo la absorcién, para ambos, de alrededor de 80%0. Se en-
contré que los nifios menores de seis meses, y mis gravemente desnutridos, tenfan una
mayor retencion de nitrégeno y un valor bioldgico mis alto al ingerir el producto sin
lactosa que cuando ingirieron la férmula de soya. En cambio, los nifios de 11 y 12 me-
ses de edad con desnutricion leve o moderada exhibieron mayor retencion de nitrége-
no y valor biolégico aparente al alimentarse con la formula de soya que con la lictea.
Se considera que los dos productos representan buenas opciones para la recuperacion
de nifios desnutridos con intolerancia a la lactosa.

INTRODUCCION

La leche es un alimento de alto valor nutritivo, usualmente bien to-
lerado por nifios lactantes y preescolares. En ciertas situaciones anor-
males, particularmente en el caso de enfermedad diarreica causada por in-
feccnones gastrointestinales, se hace necesario prescindir temporalmente

e e .
Manuscrito modificado recibido: 13—12—83.

1 Jefe de la Seccién de Bromatologia de la Division de Nutricién, Instituto Mexica-
no del Seguro Social (IMSS), Apartado Postal 73-032, 03020 México, D.F.,
México.

2 Investigador asignado a Ia Seccion de Bromatologia, ya citada.

3 Director de la Unidad de Investigacion Biomédica y Jefe de la Division de Nutri-
¢ién de la misma, Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).
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del empleo de leche cuando ocurre intolerancia a la lactosa (1-3). Esta
suele obedecer a hipolactasia, con la consecuente hidrélisis defectuosa de
este disacdrido. Esta situacion es frecuente en pacientes con desnutricién
avanzada (4, 5), en quienes la restriccion en cuanto al empleo de leche, si
bien puede acortar la duracion de la diarrea, con frecuencia se traduce en
desmedro tisular grave, y ser causa de muerte (6).

En los casos de diarrea grave se ha utilizado como sustituto la “leche”
de soya (7, 8) elaborada con un extracto acuoso de la soya entera. Esta le-
guminosa ha sido utilizada por su alto contenido protefnico y por su bue-
na calidad nutritiva, que puede ser hasta de 759/0 del valor de la casefna
(9); su olor y sabor sui generis —que se ha atribuido a la presencia de una
lipoxigenasa (10)— pueden ser eliminados a través del uso de diversos tra-
tamientos (11, 12). Causa extrafieza que los concentrados o aislados de
soya han sido poco utilizados, no obstante su mayor solubilidad y el he-
cho de presentar menor incidencia de fen6menos inconvenientes, tales co-
mo irritacion anal (13).

En el presente trabajo se exponen los resultados de evaluar la calidad
de un aislado protefnico de soya obtenido en México, y compararlo con
un producto licteo sin lactosa (ain no comercializado en México), con el
fin de valorar la posibilidad de su uso en el tratamiento de diarreas graves,
asi como para su utilizacién en la recuperacién de nifios desnutridos que
no toleran la leche.

MATERIALES Y METODOS

La leche sin lactosa es una férmula industrial no disponible comercial-
mente en nuestro pafs, compuesta de casefna purificada, crema de leche,
aceite de mafz y glucosa (AL-100). Contiene 229/0 de protefna, 219/o de
grasa y 50.8%/0 de carbohidratos, y fue proporcionada por la Compaiifa
Nestlé de México.

El aislado de soya (809/0 de protefna) fue preparado a nivel de planta
piloto a partir de harina de soya desengrasada, extrafda con hidréxido de
sodio y precipitada en punto isoeléctrico, soluble en agua a un pH de 7
y es un polvo amorfo que pasa un tamiz malla No. 100?.

La investigacion se realiz6 en dos partes. En la primera fase se estudio
el fndice de eficiencia protefnica (PER), para lo cual se determiné previa-
mente la composicién quimica del producto sin lactosa y de la protefna de
soya, de acuerdo a las técnicas descritas por la AOAC (14). Con estas
muestras y utilizando la casefna como control, se elaboraron dietas isoca-
l6ricas al 100/0 de protefna, cuya composicién se da a conocer en la Tabla
1. El PER se determiné en ratas Wistar recién destetadas, de 21 a 23 dfas
de edad, cuyo peso promedio al inicio del estudio era de 36 g; el estudio
tuvo una duracién de 28 dfas,

La contraparte, en humanos, se llevé a cabo mediante estudios de ba-
lance de nitrégeno (BN), para lo cual se utilizaron 16 lactantes del sexo
masculino de dos a 12 meses de edad, en quienes se habfa comprobado

4 Este producto fue gentilmente proporcionado por Productos Quimicos y Farma
céuticos Roal, S.A,
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TABLA1

COMPOSICION DE LAS DIETAS PARA EL ENSAYO DEL INDICE
DE EFICIENCIA PROTEINICA (PER)

(Expresada en g/100 de alimento)

——

. Caseina LSL PS
Ingredientes 9 ®) ™
Casefna 11.9 - —
LSL - 454 -
PS - - 12.5
Sacarosa 20.1 15.6 19.5
Glucosa 19.0 - 19.0
Dextrina 25.0 25.0 25.0
Grasa vegetal 8.0 - 8.0
Aceite de maiz 6.0 4.0 6.0
Sales minerales® 4.0 4.0 4.0
Mezclas de vitaminasP 20 2.0 2.0
Celulosa® 4.0 4.0 4.0
Calorias/100 g 422.0 422.0 422.0

LSL= Leche sin lactosa.

PS = Proteina de soya.

() Nimero de animales.

2 De acuerdo con Roger y Harper (23).

b Nutritional Biochemicals, Cleveland, Ohio, EUA.

c Celulosa tipo fibra (Teklad Test Diet. Madison, Wisconsin, EUA).

intolerancia a la leche. Las caracterfsticas de peso, edad y grado de desnu-
tricién de los pacientes se presentan en la Tabla 2. Ocho de los nifios reci-
bieron ambas férmulas, alterndndose el empleo inicial de una u otra. Di-
versas causas como vomito, fiebre o infecciones, impidieron que los otros
ocho lactantes ingirieran ambas férmulas.

Preparacion de las F6rmulas

La férmula sin lactosa se preparé a una concentracién del 159/0 en
agua, excepto dos casos (1y 9), en los que la férmula se preparé al 100/o.
Lg de soya se elaboré con 42.3 g de protefna de soya, 33.7 g de aceite de
girasol, 74.0 g de glucosa anhidra, y agua en cantidades suficientes para
obtener un litro. Las dos mezclas se homogeneizaron cinco minutos en li-
cuadora y con ellas se llenaron biberones, esterilizados durante 15 minu-
tos a 110°C y a15 1b de presion. A cada biberén se le afiadi6, ya frio, una
gota de un preparado de polivitaminas. La composicion qufmica de las f6r-
mulas se detalla en la Tabla 3.

Se administraron seis biberones por dfa a cada nifio, variando la canti-
dad administrada de acuerdo a su peso. Después de un perfodo de adap-
tacién de tres dras se efectu6 el balance metabélico durante cuatro dfas,
utilizando colchones y demds equipo especializado. Se determiné el
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TABLA 2

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS NINOS

|

Caso Edad Peso
No. meses k¢ ofo*
g 2 2.210 47
2 5 3670 56
3 4 2,650 44
4 3 3.100 57
5 11 6.020 67
6 12 6.110 66
7 11 7.300 82
8 10 5.150 59
Qe 3 3.000 55
10 12 5.710 62
11 5 2,820 43
12 10 4.030 47
13 9 3.750 45
14 6 3.670 52
15 7 3.020 40
16 5 2,920 44

*  Del peso normal para la edad, segiin los patrones de Ramos Galvin (24).
*#* En estos casos se administrd la formula al 100/o de proteina.
TABLA 3

COMPOSICION PORCENTUAL DE FORMULAS UTILIZADAS PARA
LOS BALANCES DE NITROGENO

(Expresada en g/100 ml)

LSL PS

Proteina 3.3 34

Grasa 3.1 3.3

Glucosa 76 74

Minerales 0.5 2.0

Kilocalorias 715 729

Megajoules 3.0 30
LSL = Leche sin lactosa.
PS = Proteina de soya.

contenido de nitrégeno en ingesta y excreta mediante el procedimiento de
Kjeldahl. El inicio y la terminacion de cada perfodo de balance se marca
ron con rojo carmin y carbon, respectivamente. Los resultados se sometie-
ron a la prueba de “t” no apareada, segiin Steel y Torrie (15).
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RESULTADOS

Los resultados del PER figuran en la Tabla 4, observdndose que con la
formula de casefna se obtuvo el valormdsalto,conun PER de 2.71 + 0.52;
la lictea sin lactosa calific6 con 2.28 * 0.46, y la protefna de soya, con
1.19 £ 0.26. Es de hacer notar que con esta tiltima, el consumo de ali-
mento fue menor.

En las Tablas 5 y 6 se presentan los datos de los estudios de balance,
en particular de ingestién y excrecion de nitrégeno y de balance de nitré-
geno en mg/kg de peso/dfa. Los resultados en cuanto a absorcion, reten-
cion y valor bioldgico en los nifios que ingirieron las dos férmulas se
resumen en la Tabla 7, y en la Tabla 8 se dan a conocer los datos estadfs-
ticos correspondientes.

TABLA 4

INDICE DE EFICIENCIA PROTEINICA (PER) DEL PRODUCTO LACTEO
SIN LACTOSA (LSL) Y DE LA PROTEINA DE SOYA (PS)

Caseina LSL PS

Alimento ingerido, g 183.0 £27.2  197.8 t201 1496 +236
Ganancia de peso, g 49.7 115 453 *123 17.7 £ 4.2
Ingestion de proteina, g 183 £ 2.7 19.8 = 2.0 150 £ 24

PER 271+ 0528 2.28* 0462 1.19+ 0.26*
* p<0,05,

No significativo.

DISCUSION

Si bien 1a protefna del frijol de soya se cuenta entre las protefnas vege-
tales de mejor calidad, su aislamiento por métodos quimicos puede dafiar
su calidad, pues se han informado valores de PER muy variables. El valor
obtenido en esta investigacién, de sélo 449/0 con respecto al de la casefna,
€s semejante al obtenido por Jenkins y Mitchell (16), pero inferior al
determinado por otros autores (8, 9, 17). Puede asf deducirse que el mé-
todo de extraccion utilizado para la obtenci6n de esta proterna de soya
fue dristico. Entre las dos férmulas, aquélla sin lactosa exhibié un PER
significativamente mayor al del aislado de soya.

Con respecto al balance de nitrégeno, se encontré que ambas proter-
nas fueron bien absorbidas (alrededor de 800/0). Esta absorcién ya ha
sido notificada para la “leche” de soya por otros autores (7, 17, 18),

Ambas férmulas fueron bien aceptadas y toleradas por los nifios,
dunque la utilizacién de las mismas fue diferente. Por ejemplo, se not6
Preferencia por el producto licteo entre los nifios que ingirieron ambas
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TABLA 5
ALIMENTO INGERIDO, VOLUMEN DE ORINA Y PESO DE HECES

DE LOS NINOS QUE INGIRIERON LECHE SIN LACTOSA (LSL)
Y LA FORMULA DE PROTEINA DE SOYA (PS)

C Alimento ingerido Volumen orina Peso de heces
ml/dia ml/dia* g/dia*
LSL PS LSL PS LSL PS
1 515+ 41 489 +108 204+ 48 146 39 69 +23 3117
2 863 36 521 & 51 260+ 36 148164 118170 52 +42
3 464t 22 376 + 45 107+ 13 10516 92+16 46 15
4 676t 66 416+ 11 167+ 45 112*11 100 £ 26 21
5 1,060t 60 13341121 431+ 89 67852 110+ 24 47.+16
6 1,097% 86 900 10 350+t 95 341129 136 £ 22 4522
7 1,192+ 15 1,108+ 88 543+ 13 483 80 156 £37 14043
8 900t 0 602+ 78 427+113 237+24 70 £39 32+20
9 801t 86 - 325+ 85 - 97 +24 -
10 807*121 - 152+ 24 - 156 £ 40 -
11 593% 81 - 170+ 19 - 79 %18 -
12 707% 40 - 316+ 70 - 71 +51 -
13 - 530 £ 61 - 144 £13 - 52+14
14 - 616 + 36 - 158+ 7 - 55117
15 - 445 £105 - 147 £53 - 52 +15
16 - 792 £119 - 250191 - 68t 7

¥ + Desviacion estindar,

formulas. Como consecuencia de una ingestion elevada de protefna, el ba-
lance de nitrégeno fue positivo en todos los nifios, ya que se encontraban
en un franco perfodo de recuperacién. A pesar de que estad(sticamente no
se constataron diferencias entre ambas férmulas, es importante subrayar el
hecho de que los nifios mds pequefios, menores de seis meses que ingirie-
ron ambas férmulas (casos 1 a 4), acusaron valores mis altos con la leche
sin lactosa, que con la leche de soya. En cambio, en los nifios de 11y 12
meses de edad, los valores fueron m4s elevados en cuanto a balance de
nitrégeno, retencién y valor biolégico aparente, con la protefna de soya
que con la leche sin lactosa; al mismo tiempo, estos nifios eran los que pa-
decfan del menor grado de desnutricién en el momento previo a efectuar
el estudio de balance nitrogenado. Este comportamiento ya habfa sido ob-
servado antes por otros autores (7, 18, 19). En general, la ganancia de peso
fue mayor en los nifios que ingirieron la férmula lictea, pero el perfodo de
observacion fue muy corto como para asumir que la f6rmula sea tnica-
mente el factor responsable de ello. .

El valor biolégico de l1a f6rmula de aislado de soya no puede ser cons-
derado del todo 6ptimo debido principalmente a la deficiencia de amino-



TABLA 6

BALANCE DE NITROGENO OBTENIDO CON LA LECHE SIN LACTOSA (LSL) Y CON LA PROTEINA DE SOYA (PS)

Casos Nitrégeno ingerido Nitrégeno urinario Nitrégeno fecal Balance de nitrogeno

_mg/kg/dia g/kg/total

LSL PS LSL PS LSL PS LSL PS LSL PS
1 747 + 58% 681 £149 216+ 99 271+ 22 162+ 36 144 £ 36 369 266 1476 1.064
2 1,156 £ 48 700+ 69 539+ 19 475t 60 197%* 65 151 £63 420 4 1.680 0.296
3 956 * 46 845 £ 99 505 +131 448+ 67 185% 46 206 +59 266 191 1.064 0.764
4 1,238 £119 678+ 19 621+ 47 456+ 38 244 % 47 157 48 373 65 1492 0260
5 934 + 52 1,029 + 93 623+t125 608+ 35 143 % 16 141 +37 168 280 0672 1.120
6 1,024+ 69 814t 20 695+ 55 481+ 17 180t 37 134 63 149 199 0.596 0.796
7 883+ 11 784 70 645+ 19 562+ 28 156 + 23 134 £31 82 88 0328 0.352
8 933+ 0 647+ 83 524 87 336% 30 157% 83 91 £65 252 220 1.008 0.880

9 875+ 91 — 365 +179 - 206 £ 30 - 304 - 1,216 -

10 667 93 - 383+ 84 - 177 54 - 107 - 0.428 -

11 1,167 £159 - 592+ 28 - 242+ 48 - 333 - 1.332 -

12 1,006 £ 65 - 487+ 80 - 177 +100 - 342 - 1.368 -
13 - 780 t 89 - 400+t 21 - 144 £37 - 236 - 0.944
14 - 1,147+ 67 - 515+ 61 - 161 £47 - 41 — 1.844
15 - 721 £169 - 410+ 46 - 169 +43 - 142 - 0.568
16 - 1,127 £ 169 - 600 +136 - 158 £33 - 369 - 1.476

¥  Desviacion esténdar,

¢ "ON (¥861 ‘OINNF) ATXXX "TOA

6€€
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TABLA 7

BALANCE TOTAL DE NITROGENO CON PRODUCTO LACTEOQ
SIN LACTOSA (LSL) Y PROTEINA DE SOYA (PS)

Casos Absorcion, %o Retencion, %o Valor Cambio de
» biolégico peso, g
LSL PS LSL PS LSL PS LSL PS
1 78.0 78.5 49.1 38.6 62 49 30 20
2 82.8 78.1 36.1 10.2 43 13 90 0
3 80.4 78.8 21.5 19.6 34 26 70 100
4 80.1 6.4 29.6 8.9 31 11 190 -~100
5% 84.6 86.3 18.0 27.2 21 31 430 100
6% 82.3 83.4 144 243 17 29 230 230
T* 82.3 82.8 9.3 11.0 11 13 200 0
8 83.1 4.0 26.7 22.1 32 29 300 —40
9 76.2 - 344 -— 45 - 10 -
10 735 - 16.2 - 22 - -10 -
11 79.2 - 28.2 - 36 - 130 -
12 824 - 34.1 - 41 - .30 -
13 - 76.2 - 18.9 -— 24 - 10
14 - 85.9 - 326 - 38 - 30
15 - 81.5 - 304 -~ 37 - 100
16 - 85.9 - 40.9 - 48 - 70
* Desnutricion moderada,
Absorcién Nitrogeno ingerido —nitrégeno fecal x 100,

Retencion Nitrogeno ingerido — (nitrdgeno fecal -+nitrégeno urinario) x 100.
Valor biolégico _ Retencion x 100
aparente Absorcion ’

TABLA 8

ANALISIS ESTADISTICO DE LA LECHE DE SOYA (PS)
Y DE LA LECHE SIN LACTOSA (LSL)

(Prueba de “t” no apareada)

Absorcion, oo Retencion, 9o Valor biolégico aparente
LSL vs PS LSL s PS LSL vs PS
X 8041 — 8015 2697 — 2372 334 — 290
3.22 - 4,78 11.09 - 10.7 14.07 - 12.72
t= - 0.155 - - 0.728 - - 0.806 -
- NS - - NS - - NS
= 22 - - 22 - - 22 -

DE = Desviacion estindar,
NS = No significativo.
gl = Grados de libertad.
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dcidos azufrados de que adolece (20-22). Ademds, es posible que ambas
protefnas hayan sufrido cierto dafio durante el proceso a que se sometie-
ron para su obtenci6n, lo que ocasion6 una reduccién del PER (sobre todo
en la protefna de soya). A pesar de ello y segiin demostré el estudio de
balance de nitrégeno, se puede afirmar que tanto la proterna de soya,
como de la leche sin lactosa, constituyen dos productos factibles de utili-
zar para sustituir a la leche corriente en niiios con diarrea severa o con des-
nutricién, cuando exista intolerancia a la lactosa. Hay que tener presente,
sin embargo, que debe volverse a una alimentacién lictea natural en cuan-
to los problemas causados por la desnutricién sean superados.

SUMMARY

BIOLOGICAL EVALUATION, IN RATS AND HUMANS, OF A MILK
PRODUCT WITHOUT LACTOSE, AND OF A SOYBEAN PROTEIN ISOLATE
FOR USE IN PROTEIN—ENERGY MALNUTRITION

Protein quality of a lactose-free milk (LFM) was compared with a soy-protein
isolate (SPI) by means of the PER and 24-hour nitrogen balance methods performed
with 16 infants with protein-energy malnutrition. PER was 1.19 for the SPI, value
which is significantly lower than that of 2.28 obtained for LFM, and 2.71 for casein.
Nitrogen absorption of LFM and SPI was 800/o. The biological value of both formu-
las did not differ significantly; however, in six month-old babies or younger with
severe malnutrition, nitrogen retention was higher with LFM than with SPI, On the
other hand, nitrogen retention was higher in infants 11 and 12 months old with
moderate malnutrition fed the SPI formula. The results suggest that both formulas
are good alternatives for the treatment of infants with protein-energy malnutrition and
Iactose intolerance.
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PADRONIZAGAO DA TECNICA DE RADIOIMUNOENSAIO
COM DUPLO ANTICORPO PARA DETERMIN 3§A0 DO
HORMONIO DE CRESCIMENTO EN PLASMA E HIPOFISE DE RATO
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RESUMO

Foram descritas as etapas envolvidas na padronizacdo do método de radioimuno-
ensaio para determinagdo dos niveis de hormonio de crescimento no plasma e na hipé-
fise de ratos, mediante técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se no desloca-
mento 2pelo hormonio presente na amostra, do horménio marcado radioativamente
com l conjugado com o primeiro anticorpo (soro de macaco anti GH de rato); o
complexo hormonio primeiro anticorpo é precipitado pelo segundo anticorpo (soro de
coelho anti-gama globulina de macaco). O precipitado insoltivel é submetido & con-
tagem radiativa a qual é comparada com uma curva padrio do horménio para verifi-
caciio da concentragfo desta substincia, Foram descritos os processos de obtencdo
do segundo anticorpo, radiciodinacdo do horménio e ‘?urificacﬁ'o do hormonio iodina-
do. Os testes efetuados, apresentaram valores de 70°/o no rendimento da radioiodi-
nxdo e 88.7%/0 de pureza no horménio jodinado. A precipitabilidade méxima do
sistema foi de 84.6°/o, sendo que com dilui¢Ges de 1:250 do hormonio marcado e de
1: 4 x 104 do primeiro anticorpo obteve-se fndice de precipitabilidade de 26.9%/o.
Estes valores sdio bastante satisfatérios em comparagdo aos dados apresentados pela
literatura. A aplicacfo do método. na andlise do GH de plasma e hipéfise de ratos
Wistar adulto-jovens normais forneceu os seguintes valores: 82 * 28 ng/ml e 63 *
15 ng/mg, respectivamente. .
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INTRODUGAO

O interesse pelo conhecimento dos nrveis de hormonio de crescimento
sofreu impulso renovado apés a divulgagao cléssica de Yalow e Berson (1,
2) referente 4 dosagem de hormonios pepfdeos mediante técnica de radio-
imunoensaio. As técnicas de bioensaio até entdo utilizadas, foram demons-
tradas como ndo totalmente especfficas para a molécula do horménio e,
também, de sensibilidade insuficiente para a deteccao dos nfveis sangur-
neos do hormonio de crescimento. Por isso, quando comparado 3s técnicas
de bioensaio e imunoeletroforese o radioimunoensaio apresenta maior sen-
sibilidade e melhor reprodutibilidade de resultados. '

O dese~volvimento satisfatorio da técnica de radioimunoensaio do
hormonio de crescimento é dependente da qualidade qufmica dos reagen-
tes protéicos utilizados e do rendimento dos processos de marcagio e puri-
ficio do hormonio radioactivo e, escolha da quantidades adequadas dos
anticorpos participantes da reagdo.

Este trabalho congrega dados referentes as diversas fases envolvidas na
padronizacdo do método de radioimunoensaio para determinagdo dos ni-
veis de hormonio de crescimento em plasma e hip6fise de ratos, mediante
técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se na separacdo da forma
livrte do antigeno da outra forma conjugada com o primeiro anticorpo
(soro de macaco contendo anti-GH de rato). Esta separacdo ¢é realizada
pelo segundo anticorpo (soro de coelho antigamaglobulina de macaco). O
precipitado resultante ¢ formado pelo complexo antfgeno-anticorpo, 0
qual ¢é submetido 4 contagem radiativa. Este método constitui adaptagio
daquele proposto por Greenwood, Hunter e Glover (3) utilizando-se hor-
monio marcado con Na I13! | A participa¢gdo quantitativa dos componentes
da rea¢do foi estabelecida de modo a proporcionar maior sensibilidade do
método associadamente ao menor consumo de cada um dos reagentes.

MATERIAL E METODOS
1. Plasma e Hipdfise

Foram utilizados sangue e hipo6fise de 30 ratos machos da linhagem
Wistar. Os animais foram sacrificados por decapitacio, sem anestesia. O
sangue, proveniente do pescogo foi recolhido em tubo contendo anticos-
gulante (liquémine Roche) e, a seguir, centrifugado 10 minutos a 1,500
rpm. O plasma decantado foi congelado até o momento da anilise.

Apés a decapitagio, o crinio foi aberto e a hip6fise posterior separada
da hipofise anterior “in situ”. Imediatamente ap6s a remogio, a adenohr
[S)éﬁse foi pesada em balanca analftica (Mettler modelo H,; — Zirich,

Wiss).

O tempo foi cronometrado a partir do momento do descolamento d8
hipéfise anterior da sela tiircica. O peso da glindula foi registrado aos dois,
trés, quatro e cinco minutos, para avaliar a perda de peso devida a evapord-
¢do de 4dgua do tecido. Aplicando-se a equacdo da reta aos valores das p¢
sagens sucessivas foi possivel a obtencio do peso da adenchipdfise n0
momento da ressse¢¢ao (tempo zero). .

A extragio do hormonio hipofisirio foi feita de acordo com a técnica
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de Birge et al. (4), com ligeiras modificacGes. Imediatamente apés a pesa-
gem, a hipéfise foi homogeneizada em 0.5 ml de solu¢io NaOH 0.01 N, a
0 — 4°C. O homogeinato foi centrifugado 30 min a 2,500 rpm a 0 —4°C.
Retirou-se al{quota de 0.2 ml do sobrenadante a qual foi dilurda 1:10 com
solugdo de albumina tamponada, constituindo o extrato hipofisério, o
qual foi estocado em congelador (—15°C) até o momento da anilise. A
andlise foi realizada em 6 grupos de extrato (5 hipofises/grupo os quais
foram dilufdos 1:2 x 10* e dosados de acordo com o protocolo final (Ta-
bela 1).

2. Hormonio Padrio e Primeiro Anticorpo

Estas substincias foram gentilmente cedidas pelo NJAMDD (National
Institute of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases) Bethesda, MD,
EUA. As diluigGes dos reagentes foram feitas de acordo com as recomen-
da¢Ges contidas no protocolo enviado (Rat Pituitary Hormone Distribu-
tion Program).

3. Segundo Anticorpo

O segundo anticorpo foi obtido a partir do sangue de coelhos imuniza-
dos por injecoes subcutineas, de solugcdo contendo 20 mg de gama-globu-
lina de Maccacus rbesus, em solugdo de NaCl 0.99/0, formando mistura em
partes iguais com o adjuvante de Freund completo. A mistura foi acrescida
de uma gota de penicilina e uma gota de estreptomicina. O controle de
sensibilizac@o dos coelhos foi feito pela andlise peri6dica dos anticorpos
existentes no soro mediante técnica de imunodifusio ap6s precipitacio
protéica pelo sulfato de amonio. As imuniza¢Ges foram realizadas inicial-
mente, a cada 15 dias até o obtencdo de tftulos de anticorpos em nfveis sa-
tisfatérios e, a seguir, a frequéncia de imuniza¢@o passou a ser mensal, com
njecdo de 8 mg de gamaglobulina. Apés o estabelecimento de nfveis ade-
quados de anticorpos, a sangria dos coelhos era realizada em intervalos de
7-10 dias ap6s a ultima imunizagdo.

4. Radioiodinagdo do Hormonio

Apoés sucessivas iodina¢Ges estabeleceram-se as seguintes proporgdes
entre os reagentes: 1 mCi 225 (> 150 mCi/mg), 100 ul tampdo fosfato
0.05 M, 25 ul solugdo de GH (200 ng/ml), 20 ul solugFo cloramina T (2.6
mg/ml) em tampdo fosfato 0.05 M, 50 ul solucdo metabissulfito de sodio
(4.85 mg/ml) em tamp8o fosfato 0.05 M, 100 ul solucdo KI (10 mg/ml)
¢m tampao fosfato 0.05 M e uma gota de plasma humano misturado com
zul de bromofenol (plasma azul).

S. Putificagdo do Horménio Iodinado

. Em tempo ndo superior a quatro minutos a partir da iodina¢3o, a solu-
§20 contendo o horménio iodinado foi aplicada em una coluna de Sepha-
dex G-100 (pharmacia - Uppsala - Sweden), 23 x 0.8 cm previamente satu-
"ada com 2 ml da solucdo de albumina sérica bovina 20/o seguida pela
Passagem de 1 ml de K1, 10 mg/ml. Ap6s aplicacio do horménio a coluna



TABELA 1

PROTOCOLO FINAL PARA DOSAGEM DO HORMGNIOIDE CRESCIMENTO EM AMOSTRAS DE PLASMA
E EXTRATO HIPOFISARIO DE RATOS

Horm, padrio Ac, Horm, Ac, Heparina
Tubo Tampéo ou amostra (1:10%) iodinado (1:4x10%) (1,000 “Carrier” Ac,
No. Ml ul ui M USP/ml) (1:500) mt
CT 1- 2 - - - 50 - - - -
LNE 3- 4 350 - - 50 - 25 50 1590
5- 6 200 - 100 50 50 25 50 150
7- 8 300 - - 50 50 25 50 150
9-10 200 100 (0.125)* - 50 50 25 50 150
11-12 200 100 (0.25)
13-14 200 100 (0.50)
15-16 200 100 (1.0)
17-18 200 100 (2.0)
19-20 200 100 (4.0)
Plasma 21-22 290 10
Extrato 23 - 24 200 100
hip6fise
CT = Contagem total.
LNE = Ligag80 n@o especifica.
Tampdao = Tampio fosfossalino pH= 7,6 contendo EDTA 0.025 M e albumina sérica bovina 1%o,
Ac; = Primeiro anticorpo.
Ac; = Segundo anticorpo.
“Carrier” = Soro de M. rhesus.

*
* Kk

= Previamente diluido 1:2 x 10%,

Quantidade de hormonio (ng) contendo em 100 ul.

ove
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foi elufda com tampdo barbital 0.05 M concomitantemente com a coleta
de fracoes de 0.5 ml em tubos contendo uma gota de solugdo de albumina
sérica bovina 159/0 dilutda em tamp%o barbital 0.05 M.

As fragdes foram submetidas ao contador de radiagiio gama tipo pogo
(Siemens do Brasil). De um modo geral, obtém-se trés picos radjoativos: o
primeiro corresponde ao agregado polipept(deo, material de pouca imuno-
reatividade; o segundo, corresponde a0 hormoénio de crescimento radio-
iodinado, a ser usado no radioimunoensaio, e, 0 terceiro, contém as molé-
culas menores. O material correspondente ao primeiro e ao terceiro picos
foram desprezados. ‘

6. Testes do Rendimento da Iodinacado e da Pureza do Horménio Iodinado

Em tubos de ensaio separados contendo alfquota do horménio iodina-
do ndo purificado ou amostras das fracGes purificadas de maior contagem
radioativa (20. pico) diluidas 1/250 com tampao fosfato 0.05 M, foram
adicionados (a cada um dos tubos): 2.4 ml de tamp3o fosfossalina e 0.5 ml
de solugdo de carvdo Norit A, 100 mg/ml em tamp3o barbital 0.05 M. As
soluces foram imediatamente agitadas durante um minuto e centrifuga-
das 15 minutos a 1,000 rpm. Os sobrenadantes e precipitados foram sub-
metidos & contagem radioativa.

A percentagem do rendimento da iodinacdo foi calculada a partir da
relagBio entre as contagens do precipitado e as do precipitado + sobrena-
dante, obtidas da amostra nao purificada. A percentagem da pureza das
fragdes coletadas foi obtida pela relagao acima aplicada nas amostras puri-
ficadas, isto é, que passaram pela coluna de Sephadex.

1. Teste da Precipitabilidade do Hormonio Iodinado e Escolba da Dilui-
¢80 do Primeiro Anticorpo :

Para este teste faz-se reagir hormonio de crescimento iodinado em di-
luicBes diferentes (1:100; 1:250 e 1:500) com o primeiro anticorpo em
vérias diluigGes (1:10%; 1:10%; 1:2x10%*; 1:4x10* e 1:8x10*) na presenca
de quantidades fixas de heparina (25 ul de solucdo 1,000 USP/ml), “car-
rier” (50 ul de solug@o 1:500) e, excesso de segundo anticorpo n@o diluf-
do (200 ul). A adig3o dos reagentes é feita na ordem descrita completan-
do-se 0 volume final para 725 ul com tamp3o fosfato pH 7.6 contendo
EDTA. Apé6s a adi¢do do primeiro anticorpo os tubos sio mantidos a 4°C
durante 3 dias sendo a seguir acrescentados os demais reagentes; o ensaio é
entio incubado durante 24 horas (a 4°C). Encerrada esta fase, os tubos
820 centrifugado 30 min a 2,500 rpm, 4°C. O precipitado é ressuspenso
em 0.5 ml de tamp3o fosfossalino contendo EDTA e novamente centrifu-
gado nas mesmas condi¢des anteriores. O precipitado contém o horménio
loginado precipitado na reacdo, cuja detec¢do é feita mediante contagem
radiativa.

No protocolo proposto foram inclufdos ainda tubos contendo apenas
0 hormaénio iodinado {em diferentes diluices) e, também, tubos contendo
um dos pontos da curva-padrio de GH (0.25 mg/ml) associadamente a di-
luicdes diferentes do horménio iodinado e do primeiro anticorpo. No pri-
Meiro caso as contagens ilustram a radiacfo de cada uma das dilui¢3es uti-

adas e no segundo caso as contagens possibilitam avaliar antecipadamen-
te o decaimento a ser mostrado pela curva padrio completa.



348 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

A observagdo de percentagem elevadas de precipitibilidade co sistema
com a inclusdo do primeiro anticorpo concentrado (1.10%) oferece a segu-
ranga da imunoreatividade dos reagentes. A dilui¢do do primeiro anticorpo
recomendada para uso futuro é aquela correspondente d precipitabilidade
de 20 - 400/0 do hormdnio radioiodinado presente na reag@o.

8. Escolba da Quantidade do Segundo Anticorpo

Para a escolha do volume adequado do segundo anticorpo faz-se reagir
quantidades crescentes do mesmo com concentragoes fixas, anteriormen-
te definidas do hormonio iodinado (1:250) e primeiro anticorpo (1:4x10%)
até a obtencdo da precipitabilidade médxima do sistema.

9. Protocolo de Dosagem

O método de dosagem dos nfveis de horménio de crescimento de plas-
ma e hip6fise de ratos obedeceu o protocolo contido na Tabela 1. Os tu-
bos 1 e 2 contém apenas o hormonio radioiodinado fornecendo, portanto,
apenas a radiacdo total do sistema. Os tubos 3 e 4 nao contém 1o. anticor-
po, portanto medem a liga¢do ndo imunol6gica servindo com “background”
da reag@o. Os tubos 5 e 6 contém excesso do 10. anticorpo servindo para
avaliar a precipitabilidade maxima do sistema. Os tubos 7 e 8 constituem
o zero da curva padrdo, isto é, ndo contém hormonio padrao nem amostra.
Os tubos de Nos. 9 a 20 contém hormdnio padrao nas concentracSes
0.125; 0.25; 0.50; 1.0; 2.0 e 4.0 ng/ml. Os tubos seguintes contém plasma
ou extrato hipofis4rio (1:2x10%) correspondente ao agrupamento de cinco
hipofises. A sequéncia da adi¢io dos reagentes obedeceu i disposigdo
mencionada na Tabela 1.

Apbs a adi¢lio do primero anticorpo o sistema foi incubado a 4°C du-
rante 3 dias e mantido nestas condi¢Ges por mais 24 horas apés o acrésci-
mo do segundo anticorpo. A seguir, os tubos sofreram o seguinte processa-
mento:

— centrifugacdo a 2,000 rpm durante 30 minutos a 4°C;

— decantagio do sobrenadante e ressuspensao do precipitado com

0.5 ml de tampa@o fosfossalina contendo EDTA e albumina bovina;

— repeticdo da centrifugag@o; _

— decanta¢@o do sobrenadante e contagem radioativa do precipitado.

Todas as determina¢Ges foram feitas em duplicata e o valor apresenta-
do corresponde 4 média aritmética das duplicatas.

10. Calculo dos Resultados

As contagens obtidas nos tubos 3 - 4 (Tabela 1) sdo consideradas
“background” e sdo subtrafdas das contagens dos demais tubos. Uma cur-
va-padrio é constitufda a partir dos valores obtidos dos tubos 7 - 20 (Figura
1). O conteiido de GH da amostra é determinado diretamente a partir da
curva padrio pela aplicagdo do fator de correcZo correspondente 3 dilu-
¢do sofrida pela amostra.

11. Soludes Tampoes

Tampao fosfato 0.5 M, pH 7.6 — para volume final de 1,000 m! dissol
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FIGURA 1

Curva padrio para determinag@io de hérmonio de crescimento de rato

ver em 4gua gestilada 9.44 g NaH,PO,. H,0 e 61.36 g Na, HPO, anidro,
adicionar 0.1°/0 de mertiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tampio fosfato 0.05 M pH 7.6 — Diluir 1:10 a solucio anterior e
certar pH se necessdrio, com Na OH 10 N.

Tampao fosfato 0.01 M pH 7.6 — Idem anterior diluindo a solugio
0.05 M 1:50,

Tamptio fosfossalino contendo albumina (fosfato 0.01 M. NaQl 0.15
M, albumina bovina 1°/o, pH 7.6) — Para volume final de 3,000 ml dissol-
ver em 4gua destilada 0.564 g NaH, PO, H-0, 3.678 g Na, HPO, anidro,
26.301 g NaCl e 30 g albumina sérica bovina, adicionar 0.10/0 de mer-
tiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tamp3o fosfossalina contendo EDTA (Fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M,
albumina bovina 10/0, EDTA 0.025 M, pH 7.6) — Idem tamp3o anterior
ddicionando 9.5 g de EDTA /litro. Acertar o pH com NaOH 10 N,

~ Tampdo barbital 0.05 M, pH 8.6 — Para volume final de 1,000 ml
dissolver em 4gua destilada 9.21 g barbital e 1.65 g NaOH. Acertar o pH
com NaOH 10 N.

Todos os reagentes utilizados foram preparados a partir de substincias

Puras, pré-andlise (P. A.).
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RESULTADOS

1. Testes de Rendimiento da Iodinagdo e da Pureza do Horménio
Iodinado

Os resultados observados encontram-se na Tabela 2, notando-se a
obtencdo de 700/0 no rendimento da radioiodinac@o e 88.70/0 de pureza
no hormonio iodinado.

2. Teste da Precipitabilidade do Hormonio Iodinado, Escolba da Diluigio
do Primeiro Anticorpo e da Quantidade do Segundo Anticorpo

Durante os experimentos verificou-se que a precipitabilidade maxima
do sistema (excesso de primeiro anticorpo) foi de 84.60/0 sendo que as
diluicBes adequadas para os reagentes foi de 1:250 para o horménio mar-
cado e de 1: 4 x 104 para o primeiro anticorpo, que corresponderam a
uma precipitabilidade de 26.90/0 para o sistema completo. O volume ade-
quado do segundo anticorpo foi 150 ul além do que a precipitabilidade do
sistema manteve-se inalterada.

3. Valores Obtidos em Animais Normais

O protocolo final de dosagem apresentou curva padrio do tipo mos-
trado na Figura 1. Mediante a aplicacdo desta técnica foram determinados
os teores de hormdnio de crescimento na hipéfise e no plasma de 30 ratos
machos adultos Wistar (233 — 364 g) alimentados ad libitum com dieta
controle (200/0 caseina). Os valores de GH obtidos foram 82 * 28 (média
t desvio padrdio ) ng/ml para o plasma e 63 * 15 ng/mg para a hipéfise.

TABELA 2

~
VALORES DOS TESTES DE RENDIMENTO DA IODINAS!AO E PUREZA DO
HORMONIO IODINADO

Contagens (cpm/10 min) -
FragGes Antes da Apdés a purificacdo ——
purificagio praeyo Fragio Fragfo
1 2 8
Sobrenadante (S) 22,812 3,333 3,592 4,265
Precipitado (P) 53,858 23,237 28,411 27,790
, * kk 19/0
Relagdo ST 700/0 87.49/0 88.79/0 86.79/

e

* Rendimento da iodinagdo.
** Pureza do hormonio iodinado.
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DISCUSSAOQ

A extracdo do hormdnio de crescimento da hip6fise, para fins de bio-
ensaio, tem sido realizada por homogeneizacao em solugao salina com pH
alcalino (5-11). Birge et al. (4), ao estudar as condigGes 6timas para extra-
¢do do hormonio, compararam a homogeneiza¢ao de hip6fises em hidréxi-
do de sédio, 4cido acético e tampao fosfossalino pH 7.6 e verificaram me-
thor extragao com solucdo de hidréxido de sédio.

A iodinacdo do hormonio foi realizada pela técnica de Hunter e
Greenwood (12), e Greenwood, Hunter e Glover (3) com as seguintes mo-
dificagGes: diminui¢do da quantidade de cloramina T e emprego de 1125
em substituic@o ao I**!, A substituicdo do is6topo radioativo foi procesida
em funcio do P*! apresentar vida média relativamente curta, criando in-
convenientes para sua utilizac%o em métodos de radioimunoensaio. Por
outro lado, o is6topo a ser utilizado deve apresentar elevada atividade es-
pecifica uma vez que a quantidade da substincia marcada isotopicamente
deve ser pequena em relacdo a propor¢dao com o horménio nio marcado e,
além disso, a diluicio do hormonio iodinado deve ser suficientemente
grande (1).

A purificagio do hormonio iodinado foi feita em coluna de Sephadex
G 100 (tamanho da particula= 40 — 120 u) por permitir o fracionamento
de peptideos e proternas de peso molecular 4,000 — 100,000. Esta faixa
inclii a fracdo imunologicamente ativa do horménio de crescimento de
rato a0 mesmo tempo que o tamanho da particula do Sephadex permite
velocidade de escoamento das fracGes hormonais dentro do tempo de 20
minutos preconizado por Greenwood, Hunter e Glover (3).

A literatura refere que a precipitabilidade mdxima do hormonio iodi-
nado (o que ocorre em presenca de excesso de primeiro anticorpo) deve
ser entre 50 a 609/0 (16) ou superior (17) e que, para o ensaio final, o an-
ticorpo deve ser diluifdo até concentragio suficiente para precipitar 35 a
5590, 15 a 3090 (14) ou cerca de 259/0 (18) da atividade total presente
no sistema. No presente trabalho a precipitabilidade m4xima chegou a
atingir 88.79/0 e diluicdo de 1:4x10* do primeiro anticorpo foi capaz de
precipitar 26.99/0 da radioatividade total do sistema.

O tampao fosfossalino contendo albumina sérica bovina e EDTA
acrescido de azida sodica foi utlizado no sistema seguindo-se recomenda-
¢Bes do NIAMDD. Apesar do EDTA reduzir a radioatividade do precipita-
do e diminuir a inclinagdo inicial da curva padrio (14), é aconselhado o
seu uso, com a finalidade de inativar o “inibidor” presente no plasma que
interfere com a precipitacfo do sistema de duplo anticorpo (19, 20).

Segundo alguns autores os antfgenos padrio e amostras a serem dosa-
dos devem ser preparados em plasma, desprovido de antfgeno contendo os
mesmos componentes, no mesmo tipo de diluente, para se evitar variagdo
de resultados devida a fatores inespectficos como composi¢@o idnica, pH,
Concentracdo de protefnas e outros. Entretanto, tem sido referido que,
desde que a sensibilidade do método é adequada para medidas hormonais
em pequenos volumes de plasma, ou entiio, em dilui¢Ges plasméticas supe-
fores a 1:10, os efeitos ndo especfficos apresentam-se usualmente ausen-
tes; nestas condicdes, preparagdes dos padrdes do horménio em tampao
Contendo albumina sérica, geralmente, fornecem curvas-padrdo semelhan-
tes Aquelas correspondentes a padrdes preparados em plasma desprovido



352 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

de hormonio (2, 21). Assim, optou-se por utilizar no presente experimen-
to: a) padrSes dissolvidos em solugio tampdo contendo albumina sérica
bovina e b) volume pequeno de amostras de plasma (10 pl) e diluigao ele-
vada do extrato hipofisirio, ajustados de modo adequado para que o de-
caim;nto obtido fornecesse leituras em pontos mais sensfveis da curva-
adrdo.

P Os niveis plasmaticos do hormonio de crescimento de ratos referidos
pela literatura, quando dosados por radicimunoensaio, pela técnica do
duplo anti-corpo, s3o varidveis, dependendo de uma série de fatores.
Assim, s30 mencionados os efeitos do sexo (22), da temperatura (9, 23,
24), manipulacao dos animais (25), hor4rio da colheita do sangue (11),
stress (23, 26-28), sistema de colheita do sangue (22, 25) e do emprego de
anestésicos (23, 25) sobre o nfvel do hormdnio circulante. Os nifveis mé-
dios do hormdnio plasm4tico citados nos trabalhos acima variam de 20,0 £
6.0 2 94.3 + 17.3 ng/ml. Entretanto, os dados individuais variaram desde
concentracdes insignificantes até cerca de 260 ng/ml. Os valores obtidos
no presente experimento para ratos normais se aproximam dos citados por
Schalch e Reichlin (22), verificados em condiges esperimentais semelhan-
tes.

Os niveis do hormdnio de crescimento, na hipé6fise de ratos, relatados
pela literatura, também s3o varidveis (4, 9, 11, 29, 30). Sdo assinalados co-
mo causas de variagiio, a idade e o sexo dos animais (4, 29) e o hordrio da
retirada da hipéfise (11). Os teores de hormonio de crescimento hipofisé-
rio verificados no presente trabalho s@o similares aos resultados observados
por Birge et al. (4) e Burek e Frohman (29) ao se considerarem animais de
pesos semelhantes,

SUMMARY

RAT PITUITARY AND PLASMA GROWTH HORMONE LEVELS,
STANDARDIZATION OF DOUBLE ANTIBODY RADIOIMMUNOASSAY
(USING *2°I.LABELLING).

Bioassay techniques are not sufficiently sensitive to measure plasma growth
hormone nor are they entirely specific for the growth hormone molecule. Al
these requirements are fulfilled by the radicimmunoassay technique. Successful
performance of the GH radioimmunoassay technique is dependent upon the
good quality of the protein reagents (antibodies)used and the great care taken in
handling both the reagents and the labelled hormone. The described method
is based on displacement of the radioiodinated (*2°I) hormone bound to the first anti-
body (Ab; = monkey serum anti-rat’s GH) by the sample hormone. The hormone Ab;
complex is precipitated by the Ab, (rabbit serum anti-monkey gammaglobulin). The
radiation of the insoluble precipitate is then counted and the hormone quantitated
through a standard curve, In the present paper we dealt with Ab, obtention, hormone
radiolabelling, and the purification of the radioiodinated hormone, The accomplished
specific tests showed values of 7090 for the hormonal radioiodination efficiency, with
88.7%0 of the processed hormone heing recovered in the pure state. The highest pre-
cipitability value of the system was 84,6%0 whereas using optimal dilutions of the
labelled-hormone (1:250) and Ab, (1:4x10%) this value achieved 26.99%0. Thest
results are very much in agreement with those notified in the literature. Applying the
present protocol to the analysis of plasma-and anterior-pituitary-gland-GH content



VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) NO. 2 353

from young-adult Wistar male rats kept on normal feeding schedule and rest conditions
the values obtained were 82 * 28 ng/ml (plasma) and 63 15 ng/mg (pituitary), re-
spectively.
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CALIDAD PROTEINICA DE PRODUCTOS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA
Y DE MEZCLAS CON CARNE
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Ricardo Bressani®

Instituto de Nutricion de Centro América y Panam4 (INCAP),
Guatemala, Guatemala, C. A.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto evaluar la calidad de la proteina de ocho pro-
ductos texturizados de soya que circulan en el mercado de varios paises de América
Latina, A través de este estudio también se establecieron los aminoacidos limitantes en
esos productos, y se evalud el proceso de texturizacion. Por tiltimo, se evalué un texturi-
zado de proteina de soya (TPS) como sustituto de proteina de carne y como suple-
mento protefnico del maiz. Se analizaron los ocho TPS a fin de determinar algunas ca-
racteristicas funcionales y de calidad proteinica. Los resultados indicaron claramente
que todas las muestras eran diferentes en densidad, absorcion de agua y solubilidad del
nitrogeno; también revelaron diferencias en su contenido de metionina, lisina y treoni-
na, variando los valores de PER entre 1.75 y 2.31. Los estindares de calidad protefnica
reconocidos son del orden de un PER de 2.3. Los estudios de suplementacién con lisi-
na, metionina y treonina indicaron una respuesta positiva a la metionina, principalmen-
te en los productos de peor calidad proteinica. La adicion conjunta de lisina y treonina
4l producto con metionina mejoré aiin més la calidad proteinica del mismo.

Por otro lado, los datos también demostraron que una sustitucion de 25%o dela
carne por TPS no menoscaba la calidad proteinica de la mezcla cuando se utiliza un
TPS de calidad proteinica normal. Este producto también suplementé eficientemente a
la protefna del maiz. Se encontrd finalmente, que el proceso de texturizacion no redu-
ce la calidad protefnica de la soya. Con base en estos resultados, se llegd a la conclu-
Sién de que la variabilidad en la calidad protefnica observada en las ocho muestras co-
merciales, se debid a la calidad inadecuada de la materia prima. Por esta razon, se re-
tomienda que los paises latinoamericanos normen el uso de TPS como sustituto de la
tame, y establezcan a la vez, sistemas adecuados de control de calidad del producto.
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INTRODUCCION

En América Latina, uno de los productos que més se estd impulsando
en los mercados es el texturizado de protefna de soya (TPS), 1a cual se anun-
cia al consumidor principalmente como un sustituto o como un extensor
de la carne. El concepto de extensor implica la dilucién de un alimento
tradicional con otro producto, con miras a incrementar la disponibilidad
del primero (1, 2). Desde el punto de vista nutricional, sin embargo, ade-
mis de la disponibilidad ffsica, es importante también que el alimento ori-
ginal conserve sus caracterfsticas organolépticas nutritivas, las cuales recla-
ma el consumidor. Esto asume aiin méds importancia en el caso de dietas
basadas en cereales y pequefias cantidades de leguminosas. En muchos ca-
sos, se espera que el extensor sea nutricionalmente igual al producto que
extiende; no obstante, esto depende de la calidad individual de los dos
productos y del nivel de sustitucion del uno por el otro. Por consiguiente,
es importante conocer la calidad proternica de estos extensores. Se ha in-
formado que la calidad de la protefna de los texturizados de protefna de
soya, medida como PER, varfa de 2.2 a 2.4 (1, 2) o sea que es similara la
de la materia prima, harina de soya (1), A pesar de ello, existen varics in-
formes (2-5) indicativos de que las mezclas de TPS con carme dan produc-
tos de calidad proternica inferior a la de la protefna de la carne. Si bien es
cierto que esto podrfa atribuirse a la calidad de la carne —que contiene
mayor cantidad de tejido conectivo— también es cierto que ello podrfa
deberse a la calidad proternica del extensor. Pero si la calidad proternica
de los dos componentes es alta, la sustitucién parcial de carne por TPS da
productos de alta calidad protefnica (6, 7).

Debido a estas posibilidades y con el propdsito de formarse una idea
de la calidad de los TPS que se comercializan en algunos parses de Améri-
ca Latina, se llevé a cabo el estudio objeto de esta publicacién, para asf
poder normar la calidad de tales productos. Para estos fines, se recolecta:
ron muestras de TPS de mercados de pafses latinoamericanos, y se some-
tieron a una evaluaci6n nutricional. Se presentan, asimismo, los resultados
de otros estudios por cuyo medio se evaltia la calidad protefnica de mez-
clas de TPS con carne.

MATERIALES Y METODOS

Se recolect6 un total de ocho muestras comerciales de TPS de merca
dos de alimentos en cuatro parses latinoamericanos. Cabe sefialar que no
todas las muestras se utilizaron en todos los experimentos de que se infor-
ma en este trabajo. Para los estudios de extension de carne de res, se ad-
quirié en el mercado carne magra de cortes con poco cartflago y se Hevé al
laboratorio, donde se cort6 en pequeiios trozos, y luego se deshidrat6 por
liofilizaci6n.

En las muestras de TPS se determiné su densidad, absorcién de aguay
solubilidad de su protefna en hidré6xido de sodio 0.1 N. También fueron
analizadas por el método Kjeldahl para establecer su contenido de protef-
na (8); por métodos microbiolégicos, por su contenido de metionina ¥
treonina (9); y por el método de DNFB (10), para lisina disponible.

Se realizaron varios estudios en ratas para evaluar la calidad de 12
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protefna por el método del PER. Las dietas se prepararon de modo que con-
tuvieran 10%/o de protefna, y se ajustaron a 590 de grasa en la dieta me-
diante el agregado de aceite de semilla de algod6n. Ademds, contenfan 49/o
de sales minerales (11), 19/0 de aceite de hfgado de bacalao, y almidén de
maiz hasta ajustar 1009/0. Todas las dietas se suplementaron con 5 ml de
una solucion completa de vitaminas del complejo B (12).

En los ensayos en que se investigé el efecto de la suplementacién con
aminodcidos, éstos fueron agregados a las dietas sustituyendo un peso
jgual de almidén de marz. Los amino4cidos sometidos a estudio fueron
metionina (0.29/0), treonina y lisina (0.19/0).

El efecto de la sustitucién de carne de res por TPS se llevé a cabo
reemplazando 0, 25, 50, 75 y 10090 de protefna de la carne por proter-
na de TPS. Luego, la mezcla se incorporé a la dieta basal para que las die-
tas experimentales contuviesen 1090 de protefna. ‘ ,

Con el propésito de establecer el efecto del proceso de texturizado,
realizado con un extrusor Wenger X-25 se solicit6 a una firma comercial la
preparacién del TPS, obteniéndose muestras antes y después del proceso.
Los materiales se incluyeron al 1090 en la racién basal para evaluarlos nu-
tricionalmente. Ademi4s, el texturizado se adicion6 a la harina de mafz a
un nivel de 8%/0 para determinar su efecto suplementario.

Cada dieta fue ofrecida ad libitum a grupos de ocho ratas de 21 a 22
dfas de edad por un periodo experimental de 28 dras, durante el cual el
agua estaba disponible constantemente; asimismo, cada siete dfas se midie-
ron los cambios en el peso y el consumo de la dieta. Todas ellas fueron
analizadas para determinar su contenido de protefna, aplicando el método
de Kjeldahl (8).

RESULTADOS
Algunas de las caracterfsticas fisicas de las muestras evaluadas se sefia-
lan en 1a Tabla 1. La densidad del producto vari6 de 0.192 a 0.476 g/cc,
y la capacidad de absorcion de agua, de 223 a 556 ml/100 g. Se muestra
TABLA 1

DENSIDAD, ABSORCION DE AGUA Y SOLUBILIDAD DE NITROGENO
EN MUESTRAS COMERCIALES DE SOYA TEXTURIZADA

Muestra Densidad Absorcién de agua* Solubilidad de N en
No. g ml/100g solucién NaOH, 0.1%o
1 0.476 223 66.7
2 0.270 363 50.2
3 0.192 556 44.7
5 0.374 290 65.8
1 0.429 346 60.6

8 0.304 250 415

ml agua absorbida

peso muestra

* %o absorcion agua = x 100
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asf una amplia variacién en estos parimetros de funcionalidad, los cuales
estdn relacionados con la capacidad del producto de ser utilizado como
sustituto o como extensor de carne. También se estima de interés mencio-
nar que los andlisis indicaron una relacién negativa de significancia estadfs-
tica, con una correlacién de 0.75 entre la densidad y la capacidad de
absorcion de agua del producto.

La Tabla 2 muestra algunos datos de orden qufmico-nutricional. Co-
mo se observa, el contenido de protefna oscil6 entre 47 y 50 g%o, y los
valores de metionina fueron de 0.38 a 0.85 g/16 g N. La treonina acus6 va-
lores de 1.85 a 2.90 g y la lisina disponible, de 4.4 a 5.3 g/16 g N. Debido
a que la metionina es el aminodcido m4s limitante en la protefna de soya,
y considerando el hecho de que el contenido de lisina disponible refleja
las condiciones de procesamiento, es logico suponer que la calidad de la
protefna podrfa verse afectada por la variacién en el contenido de estos
aminodcidos. De hecho, la utilizacién biolégica de la protefna, evaluada
por el método de eficiencia proternica (PER), confirmé los andlisis qut-
micos, segiin se muestra en la Tabla 3. El fndice de eficiencia protefnica
vari6 de 1.7 en la muestra No. 1 a un valor de 2.3 para las muestras Nos.
7 y 8, respectivamente. El PER de la carne molida y la casefna usadas co-
mo control fue de 2.8 y 2.4, respectivamente. De ello se deduce, por con-
siguiente, que si el PER de 1a carne es de 2.8 y el del TPS de 1.7, este G}
timo no puede mantener la calidad de la protefna de la carne al haber una
sustitucién completa de camme por TPS. Por lo tanto, la variacién en el
contenido de aminoécidos afect6 la calidad proternica, lo que indica que
1a suplementaci6n con aminoécidos podrfa aumentar la utilizacién del pro-
ducto. El efecto de la adicién de metionina, treonina y lisina, segin se ilus-
tra en la Tabla 4, se tradujo en una mejor utilizacién de la protefna de las
muestras de TPS. Como era de esperar, el agregado de metionina mejoré
significativamente el PER, pero la respuesta no fue similar para todos los
productos. El incremento neto en el PER debido a la suplementacién con
metionina fue de 1.08 para la muestra No. 1, y de solamente 0.25 para la

TABLA 2
CONTENIDO DE PROTEINA, TREONINA, METIONINA Y LISINA

DISPONIBLE DE DIFERENTES PRODUCTOS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA

Muestra Treonina Metionina Lisina*
comercial Proteina -
No. g/16 gN

1 48.4 2,12 0.58 498
2 49.8 1.85 0.44 4.40
3 49.6 2,60 0.62 484
5 486 2,12 0.62 4.95
7 482 2.90 0.85 5,27
8 471 2.65 0.38 512

*  Epsilon-amino lisina,
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TABLA 3

CALIDAD PROTEINICA DE DIFERENTES MUESTRAS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA

Muestra Proteina en Peso ganado Indice de eficiencia
No. dieta, Yo g/28 dias proteinica
1 10.2 64 £ 5.9% _ 1.75 £ 0.11
9 10.9 8413.6 1.89 +0.19
3 10.0 72£3.8 ’ 1.84 £ 0.14
4 9.2 6784 2.00 £ 0.21
5 11.0 8955 2.10 £ 0.07
6 10.3 89+5.8 221+ 0.10
7 9.7 86 £17.7 2.31+0.13
8 9.9 92148 2.30 £ 0.10
Camne 10.2 110 8.2 ' 2,82+ 0.15
Caseina 10.5 96 £6.3 2.40 £ 0.07

* Promedio * EE.

TABLA 4

CALIDAD PROTEINICA (PER)* DE DIFERENTES MUESTRAS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA SUPLEMENTADAS

CON AMINOACIDOS
Aminoacido Muestra Comercial No.
agregado 1 2 3 6 7

Ninguno 1.75+0.11%* 189+0.19 1841014 2211010 231+0.13
Metionina 2.83+0.10 2721011 261+0.12 2681008 2.56+0.13

Metionina
+ treonina 2.44+0.07 287+0.15 273%0.07 27210.13 2.3510.08

Metionina

+ treonina
+ lisina 3.07 £ 0.09 287+0.11 271%0.09 274011 2.71%0.18

*  Indice de eficiencia proteinica = Peso ganado/protefna consumida,

**  Promedio t EE.
Metionina: 0.2%o, treonina y lisina: 0.1%o.
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muestra No. 7. La adicién de treonina no tuvo ningiin efecto significativo,
pero el agregado concomitante de lisina increment6 el PER a valores més
altos que los obtenidos con el agregado de s6lo metionina. Los andlisis es-
tadfsticos de estos resultados revelan que la adici6bn de todos los amino-
dcidos bajo estudio (metionina, treonina y lisina), resulté en un mejors-
miento altamente significativo (P < 0.001) en la calidad de la proterna,
comparado con las muestras sin sumplementacién. El aumento del PER
mds alld del valor obtenido con la adicibn de metionina, solamente de-
mostr6 ser significativo al agregar al mismo tiempo lisina y metionina. Sin
embargo, debido a que no fue posible separar el efecto de la adicién de
s6lo lisina en la dieta ya suplementada con metionina, se llev6 a cabo otro
experimento para esclarecer este punto, con los resultados que se mues-
tran en la Tabla 5. En este caso se seleccionaron solamente dos muestras
de TPS: 1a No. 1 y la No. 7. Segin se nota, la calidad de la protefna de
nuevo mejor6 con el agregado de metionina; no obstante, el agregado pos-
terior de treonina o lisina no indujo un PER mis alto que el obtenido con
la adici6n de s6lo metionina. La suplementacién con los tres amino4cidos
acus6 un mejoramiento adicional, indicando que la lisina y 1a treonina son
igualmente limitantes, una vez adicionada la metionina. El anlisis estadfs-
tico de estos resultados de nuevo revel6 que existe una significancia esta-
distica solamente cuando los tres aminodcidos se agregan simultdneamen-
te. Por otro lado, también es de interés sefialar que los valores de F fueron
més altos al agregar treonina sola o con lisina; esto sugiere que la treonina
y lalisina son el segundo y tercer amino4cido limitante, respectivamente.
En 1a Tabla 6 se aprecian diferencias en algunas de las caracterfsticas nutri-
cionales de estas dos muestras de TPS, lo que indica que Ila calidad protef-
nica inferior de la muestra No. 1 se debe a su menor contenido de metio-
nina, treonina y lisina.

Las relaciones entre los principales pardmetros investigados en los di-
ferentes productos se exponen en la Tabla 7. Como se indicara en el p4
rrafo anterior, se nota una correlacién negativa entre la densidad y la capa-
cidad de absorcién de agua, y una correlacién positiva entre el PER y el
contenido de lisina; asimismo, entre el PER y el contenido de treonina.

TABLA 5

CALIDAD PROTEINICA (PER)* DE MUESTRAS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA SUPLEMENTADA

CON AMINOACIDOS

Aminodcido Muestra comercial _
agregado 1 7
Ninguno 1.78 2.00
Metionina 251 242
Metionina + treonina 2.54 2.50
Metionina + lisina 242 249
Metionina + treonina + lisina 2.63 4211/

¥ Indice de eficiencia proteinica = Peso ganado/proteina consumida,
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TABLA 6

COMPARACION ENTRE EL CONTENIDO DE AMINOACIDOS
Y LA CALIDAD PROTEINICA DE MUESTRAS COMERCIALES
DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA

Muestra
Evaluacion comercial No.
1 1
Metionina, g/16 g N 0.58 0.85
Treonina, g/16 g N 2.12 2,90
Lisina disponible, g/16 g N 4.98 5.27
Indice de eficiencia proteinica 1.7 231

TABLA 7

CORRELACIONES ENTRE LOS PARAMETROS DETERMINADOS EN
LAS MUESTRAS DE PROTEINA TEXTURIZADA DE SOYA?

Densidad vrs capacidad de absorcion de agua r = 0,75%
Indice de eficiencia proteinica,

lisina disponible r=063*
Indice de eficiencia protefnica,

treonina r = 0.63*

Significativo al 59o.

2 Ocho muestras.

Segtin se indic6 al inicio de este trabajo, una de las principales formas
de consumo del TPS es utilizdndolo como sustituto o extensor de la carne.
Por lo tanto, debe asegurarse la calidad nutricional de los productos de
TPS, ya que, como se demostré con las diferentes muestras analizadas, su
calidad es muy variable. Es de prever que a menor calidad del TPS, ocurra
un mayor descenso de la calidad protefnica de la carne, al ser reemplazada
por el producto de soya.

La Tabla 8 resume los datos de sustitucién de la carne por TPS medi-
dos por el PER. Como se observa, el valor de la calidad proternica se man-
tuvo hasta una sustitucién del 259/0, para luego disminuir a 2.30 cuando
toda la protefna provenfa del TPS. Estos datos obviamente indican que la
calidad del TPS, aunque dentro del rango establecido (1, 2), es inferior a la
calidad de la protefna de la came.

Los datos sobre el efecto de texturizacion se detallan en la Tabla 9y,
seglin revelan, la calidad protefnica (PER) de la harina de soya fue de 2.4 a
2.6, similar al valor observado en el texturizado que fue de 2.4. El agrega-
d9 de 890 de TPS al mafz, como suplemento, aumenté la calidad protet-
hica del yroducto de 1.4 a 2.3, incremento similar al sefialado en otros es-
tudios (1, 2, 7).
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TABLA 8

VALOR PROTEINICO DE MEZCLAS ISOPROTEICAS DE TPS Y CARNE

—

Distribucion proteinica Promedio de

de ingredientes, 9o aumento en peso PER

TPS Came g
0 100 126 3.1
25 5 108 3.04
50 50 109 2.79
75 25 84 247
100 0 82 230
Caseina 119 3.03

TABLA 9

EFECTO DE LA TEXTURIZACION DE LA HARINA DE SOYA
SOBRE SU VALOR PROTEINICO

Proteina Promedio de
Material en dieta ganancia en PER
%o peso, g
Harina de soya cruda 10.1 106 26
Harina de soya fina 9.8 81 24
Soya texturizada 10.1 81 24
Harina de mafz 74 28 ' 14
Harina de mafz +
8%o de soya
texturizada 10.1 96 23
DISCUSION

Los resultados de la investigaci6n aquf descrita indican que la calidad
protefnica de algunos de los productos comerciales de TPS que se encuen-
tran en el mercado de América Latina es inferior a la que, tanto en teorfa
como en la prictica, se ha determinado en otras partes del mundo (1,2,7).
Se demostré que el principal factor que incide en la calidad inferior de es-
tos productos se debe a deficiencias en los amino4cidos metionina, lisind
y treonina. Es posible que estas deficiencias existan en la materia prima, 0
sea en la harina de soya, y éstas se acenttan a causa del proceso empleado
para convertirla en TPS. Hasta la fecha no se ha informado que el proceso
de extrusion destruya la calidad del producto extruido, ya que se ha manr
festado que los TPS tienen un PER que varfa de 2.1 a 2.3, valores que son
pricticamente los sefialados para la harina de soya (1, 2). Los resultados
del presente trabajo confirman lo expuesto, ya que el proceso de texturr
zacion no redujo la calidad proternica del producto, ni su capacidad suple-
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mentaria. Por consiguiente, se puede inferir que la calidad protefnica de
la materia prima ya estaba dafiada antes de ser extruida, en los texturjza-
dos que dieron valores de PER inferiores a 2.00 (que en nuestra investiga-
ci6n fueron cuatro de los ocho sometidos a estudio).

Las implicaciones de estos hallazgos son de gran importancia, ya que la
propaganda comercial indica que el TPS puede reemplazar a la came sin
que ésta sufra en su valor protefnico. Si bien esto ha sido comprobado has-
ta cierto porcentaje de reemplazo —como lo demuestra el estudio que nos
ocupa— el uso de un TPS de calidad inferior reducir4 la calidad de la car-
ne, aun cuando el nivel de reemplazo sea adecuado, y mucho mis si el
reemplazo es mayor. La implicacién va aiin m4s lejos, ya que en dietas de
bajo contenido protefnico, tanto en términos de cantidad como de cali-
dad, un producto sustituido podria reducir significativamente la calidad de
la dieta. Se ha convertido en costumbre que muchos jévenes précticamen-
te se alimenten con mezclas de carne sustituida y pan en la bien conocida
hamburguesa. Convendrfa evaluar el significado nutricional de esta cos-
tumbre, ya que el pan ha sido homeado y, por lo tanto, su lisinadisponi-
ble se ha reducido. Por otro lado, la carne usada en la hamburguesa —una
mezcla no controlada de carne y TPS—, también serd deficiente en Iisina,
metionina y treonina, lo cual podrfa tener implicaciones nutricionales im-
portantes, mas todavfa si la carne utilizada es rica en cartflago. Hay infor-
macibn reciente acerca de esto udltimo (7), sobre todo cuando la sustitu-
cién de carne por TPS es del orden de 409/o.

No cabe ninguna duda de que es factible producir un TPS de buena ca-
lidad protefnica si se parte de una materia prima adecuada; no obstante,
por razones econémicas bien puede ocurrir que los productores de TPS
empleen mezclas de harina de soya para uso tanto humano como animal,
de manera que pueda ser extruida. Este aspecto debe normarse en nuestros
palses mediante el establecimiento de sistemas de control de calidad, pues-
to que debemos tener en mente que en las dreas urbanas es la poblacion de
escasos recursos la que compra esos productos. Evidentemente, esa com-
pra la hacen a fin de tener asf algunos de los alimentos de alto precio, co-
mo es la carne de res. Para tales propoésitos, se considera importante Ia
utilizacién de metodologfas aceptables pero iguales entre pafses, para po-
der asf controlar productos importados de un pars a otro.

Con base en los hallazgos de nuestro estudio aquf notificados, se pue-
de concluir que las caracterfsticas ffsicas de los productos TPS comerciali-
zados en América Latina son diferentes. Este hecho sugiere, por consi-
guiente, que la materia prima también era diferente o bien que los proce-
s0s de extrusion utilizados aunque similares, no fueron uniformes. Esto
se hizo ma4s notorio en la capacidad de absorcién de agua, propiedad fun-
cional de gran importancia. Asimismo, es de interés establecer si las va-
riaciones en el proceso de extrusion son los factores responsables de las va-
riaciones en la calidad y el contenido de proterna final. Por Gltimo, tam-
bién es recomendable que los laboratorios de control de calidad de alimen-
tos en nuestros parses establezcan normas y control para estos materiales,
Ya que su uso puede tener implicaciones nutricionales de importancia para
la poblacién.
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SUMMARY

PROTEIN QUALITY OF COMMERCIAL TEXTURIZED SOYBEAN PROTEIN
AND OF MEAT MIXTURES

The purpose of the present study was to evaluate the protein quality of eight com-
mercial samples of texturized soybean protein (TSP) collected in the food markets of
various Latin American countries, The study also included experiments designed to
establish the limiting amino acids in those products, and studies to evaluate the pro-
cess of texturization by extrusion cooking. Finally, experiments were also carried out
to evaluate the effect of replacement of meat by TSP as well as the supplementary
value of the latter to tortilla flour,

The eight samples were characterized for their functional properties and protein
quality, The results obtained indicate that all samples were different in density, water
absorption, and nitrogen solubility. Likewise, all samples were different in their lysine,
methionine and threonine content, with PER values ranging from 1.75 to 2.31. Pro-
tein quality standard value is 2.3 The amino acid supplementation studies showed a
positive significant response to methionine addition, particularly in those products ex-
hibiting low PER values, The addition of both lysine and threonine to the methionine.
supplemented product, increased PER significantly.

The data also demonstrated that replacement of more than 25%0 of meat protein
by TSP protein decreased protein quality of the product, even when a TSP with an
accepted protein quality value was used. This product was also found to supplement
the quality of tortilla protein. Finally, it was established that the texturization process
did not reduce the protein quality of soybean protein,

Based on these results, it is concluded that the variability in the protein quality
measured in the eight TSP samples was due to the initial quality of the soy flour tex-
turized, which was already damaged before texturization. For this reason, it is recom-
mended that Latin American countries establish TSP quality standards when this
product is used as a protein extender for meat, and that appropriate systems be imple-
mented for the quality control of such products.
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THE COMPLEMENTATION EFFECTS ON DIETARY PROTEIN
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SUMMARY

Biological evaluations using rats were carried out to determine the complementa.
tion effects on dietary protein of cooked mung beanjrice and cooked germinated
mung bean/rice mixtures. On an isoproteic basis, mung bean protein was found to be
of a lower quality than rice protein. Upon complementation with rice, however, the
protein quality of the ungerminated and germinated mung bean/rice mixtures steadily
increased when rice was incorporated to provide 25, 50 and 75%0 of the protein in the
diet. A comparison study between germinated and ungerminated mung bean/rice mix-
tures indicated that the latter mixture was of a better protein quality. Nevertheless,
replacement of 750/o of the dietary protein of mung bean by rice showed no difference
between the germinated and ungerminated mung bean.

INTRODUCTION

The complementary role of the proteins of food legumes and cereals
has long been recognized. Food legumes, when combined with cereal
foods, provide an almost ideal level of dietary proteins for humans and are
therefore vitally important for the population of the less developed coun-
tries (1, 2). As is well known, the first limiting amino acids in legumes and
cereals are methionine and lysine, respectively. Mixtures of legumes and
cereals are better balanced in amino acid composition and biological value
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than erther of the two components alone (1-3). Germinated mung bean
has found its place in the day-to-day diet mainly consumed in the Orient,
where it is served as a vegetable or mixed with cereals and cereal products.
An earlier work on mung beans indicated that a significant decrease in
protein quality does occur as aresult of germination and cooking (4). Nu-
merous investigators (1-3, 5, 6) have carried out studies on common bean/
rice mixtures but as far as germinated bean/rice mixtures are concerned,
studies are scarce. This study was performed to determine the optimum
combination of the mixtures, in terms of protein quality, and to compare
ungerminated and germinated mung bean/rice mixtures.

MATERIALS AND METHODS

The mung bean (Phaseolus aureus) and polished rice used in this study
were obtained from the local market. The mung bean was treated and ger-
minated as described in our earlier investigations (4), with the exception
that germinated mung bean was harvested at three days of germination,
for purposes of the biological trials. The polished rice was cooked by the
routine home-steaming process, ground, and the Kjeldahl N (7) was multi-
plied by 5.95.

The essential amino acid composition of germinated mung bean, at
different days of germination, raw and cooked, and of cooked polished
rice were determined in a Technicon TSM autoanalyzer, on 6 N HCI pro-
tein hydrolysates.

The study involved maintaining the protein content of the diet at
7.2%0 (Kjeldahl N (7) x 6.25) by mixing germinated and ungerminated
mung bean with polished rice in proportionate amounts, in such a way
that the nitrogen content of mung bean was progressively replaced by a
compensating amount of polished rice nitrogen. These mixtures were then
supplemented with calories, vitamins (8), and minerals (9) to make up the
test diets as shown in Table 1.

The biological assays, net protein ratio (NPR) and true digestibility
(TD) were carried out as described previously (4), with the following
changes: NPU determinations were carried out at the end of the PER trial’
(28 days) while the TD was obtained in the last week of the PER studies.

RESULTS AND DISCUSSION

The essential amino acid composition of raw and cooked germinated
mung bean, at different germination times, and also the pattern of cooked
nice, are shown in Table 2.

_ There is no clear trend as to the levels of amino acids with germination
time, although the tendency is for slightly lower values at four days of ger-
Mmination from the initial value, with the exception of aspartic acid. In
general, the same seems to be true for the germinated cooked samples.
The effects of hydrolysis of the samples for amino acid analysis probably
Play a more important role than germination in the values found, more
evident in the case of methionine content, which is very low, as compared
to other amino acids.
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TABLE 1
COMPOSITION OF EXPERIMENTAL DIETS (g/kg/diet)
. . Other Corn.

* * .
Bean Rice Bean Rice ingredients** starch Casein
Ratio g g g g

100 0 230 - 100 670 -
75 25 170 220 100 510 -
50 50 114 444 100 342 -
25 15 57 666 100 177 -

0 100 - 900 100 - -
Casein control
(7.1%0 prot.) - - 100 821 79
Casein control
(10.0%0 prot.) - - 100 789 111

* Ungerminated and germinated cooked mung beans.
%% 509 cottonseed oil, 490 mineral mixture (9), 190 cod liver oil and 50 ml of vita-

min mixture/kg diet (8).

TABLE 2

AMINO ACID CONTENT OF GERMINATED MUNG BEAN, RAW AND COOKED,

AND OF COOKED RICE (mg/16 g N)

0 days 2 days 3 days 4 days Rice
R C R C c R c  cooked

Lysine 359 400 387 311 372 328 349 222
Histidine 183 142 178 165 - 139 154 141
Arginine — 303 390 295 - 285 335 477
Asp. acid 834 1757 965 - 920 922 897 548
Threonine 152 148 147 116 118 145 140 167
Serine 133 128 122 72 95 119 122 187
Glut. acid 1,008 940 687 467 591 819 1798 913
Proline 272 245 269 200 184 219 218 313
Glycine 340 295 234 236 210 267 269 139
Alanine 231 215 213 200 181 224 227 319
Valine 394 366 379 410 351 385 383 184
Methionine 20 52 32 33 38 57 63 88
Isoleucine 435 420 398 421 402 436 434 465
Leucine 430 419 379 332 381 413 404 555
Tyrosine - 114 125 114 125 137 124 171
Phenylalanine 349 310 312 290 362 344 316 332

st —




VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) No. 2 369

Table 3 summarizes the lysine, methionine and threonine content of
raw and cooked ungerminated and germinated samples. These three amino
acids will determine the protein quality of blends between the two foods.
As the data show, mung bean contains higher levels of lysine than rice;
however, the levels are not as high as those found in other food legumes,
and they are just slightly higher than those of the FAO pattern. On the
other hand, as already established (10,11), rice is deficient in its content.
Because of partial destruction of methionine during acid hydrolysis, and
because of the fact that cystine content is not shown, not much can be
said about total sulfur amino acid values. Nevertheless, it is well estab-
lished that food legumes are deficient in sulfur amino acids (2). On the
other hand, rice protein contains around 190 mg sulfur amino acids per
gram of nitrogen, a value which is lower than that of the FAO pattern. Fi-
nally, threonine values are low in both mung bean and rice protein. It has
been demonstrated that threonine supplementation of rice in the presence
of lysine improves its protein quality.

The biological evaluation of ungerminated mung bean/rice mixtures,
using rats, is presented in Table 4. In this case, significant differences were
observed in the values of NPR (3.71 —-3.99),PER (1.65 —1.92), NPU (43.0
—46.0 and TD (82 — 83.0) of the mixtures when rice was added to provide
25, 50 and 750/0 of the protein in the diet, respectively. Values obtained
for mung bean revealed that the protein was of a poorer quality, while rice
protein was superior when compared with the other treatments.

The biological evaluation of germinated mung bean/rice mixtures
using rats is detailed in Table 5. Findings showed the same tendency,
higher value in rice, and an expected low value from germinated mung
bean, In the mixtures, with the exception of TD (79.0 — 80.0), however, a
significant increase in protein quality was observed in NPR (2.58 — 3.81),
PER (1.07 — 2.05) and NPU (32.0 — 44.0) when rice was added to pro-
vide 25, 50 and 759/0 of the dietary protein of the test diets.

Results of NPR and PER studies are illustrated in Figure 1. The poor
amino acid pattern in the mung bean protein (Table 3) was reflected in
the low NPR and PER values as compared to rice protein. When measured

TABLE 3

LYSINE, METHIONINE AND THREONINE CONTENT IN GERMINATED
MUNG BEANS AND RICE (g/16 g N)

Germination Lysine Methionine Threonine
days Raw Cooked Raw Cooked Raw Cooked
0 0.359 0.400 0.020 0.052 0.152  0.148
2 0.387 0.311 0.032 0.033 0.147  0.116
3 - 0.372 — 0.038 - 0.118
4 0.328 0.349 0.057 0.063 0.145  0.140
Rice - 0.222 - 0.088 - 0.167

-
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TABLE 4
BIOLOGICAL EVALUATION OF GERMINATED MUNG BEAN*:
RICE MIXTURES IN RATS**
Diet Treatment Net protein Protein efficiency  Net protein True
bean:rice ratio ratio utilization*** digestibility
1 100: 0 1.72¢ 0.61¢ 26.04 85.0b
2 75: 25 2.58 1.07d 32.0d 79.0¢
3 50: 50 3.20% 1.58¢ 38.0cd 79.0°
4 25: 75 3.81 2.05P 44.0bc 80.0¢
5 0:100 4.02b 2,20 45.0bc 80.0¢
6  Casein control 4.822 2,752 56.02 89.02

* Cooked germinated mung bean (3 days).
#* Mean values for 8 rats (4 i +4 ) per diet,
All means without a common superscript differ significantly (P < 0.05).
*¥* NPU — 28 days duration.

TABLE 5
BIOLOGICAL EVALUATION OF UNGERMINATED MUNG BEAN#:
RICE MIXTURES IN RATS**
Diet Treatment Net protein Protein efficiency  Net protein True
bean:rice ratio ratio utilization*** digestibility

1 100: 0 3.06¢ 0.714 28.0¢ 83.0b
2 75: 25 3.71bc 1.65¢ 43.0b 82.0b
3 50: 50 3.69bc 1.8522 45.0b 82.00
4 25: 75 3.99b 1.92 46.0b 83.0b
5 0:100 4.02b 2.200 45.0b 80.0P
6  Casein control 4,828 2.758 56.02 89.08

* Cooked ungerminated mung bean.
*%* Mean values for 8 rats (4 d+4 q_) per diet.
All means without a common superscript differ significantly (P < 0.05).
*** NPU — 28 days duration.

on an isoproteic basis, the protein of rice was superior to that of bean pro-
tein. Similar findings were reported by Bressani (1) and by Bressani, Elfas
and G6omez Brenes (3). In both studies, the maximum combination
achieved, in terms of protein quality, occurred when rice provided 750[0
of the protein, and bean 259/0. However, a significant increase in protein
quality was observed in favor of the ungerminated mung bean/rice mix-
ture when rice replaced 259/0 of the bean protein.

Figure 2 presents the results of the NPU and TD studies. In the case of
NPU, the maximum combination was observed at a similar protein ¢
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FIGURE 1

Net protein ratio and protein efficiency ratio of mung bean
(Phaseolus aureus):rice mixtures

placement level by rice (759/0) as found in the NPR and PER studies. A
significant increase in NPU value, from 28.0 to 43.0 also occurred when
rice replaced 250/0 of the bean protein. These results, however, may differ
from similar studies, since the NPU was calculated over a period of 28
days, The TD studies indicated a very small difference in values in both of
the mixtures. Nevertheless, the effect of sprouting, coupled with heat
treatment, may influence the higher value recorded in the cooked germi-
nated bean diet (4, 12, 13); this result was in agreement with the findings
of Venkataraman, Jaya and Krishnamurthy (14). Bressani (15) found that
the true protein digestibility tends to increase with a decrease in protein
Intake, especially with proteins of vegetable origin. Bressani and Elfas (2,
16) further suggested that an additional increase in protein digestibility
probably results from the destruction of the tertiary structure of certain
Proteins which offer resistance to enzymatic hydrolysis.
. The necessity of a heat treatment of legume seeds and their products
In order to destroy toxic and antigrowth factors, has been stressed by
L}eper (17). Our earlier work (4) indicated that mung bean has a low in-
bitor activity, and no mortality was recorded in rats fed on a raw mung
an diet. Evans and Bauer (18) reported that growing rats fed on raw
&utoclaved bean did not absorb 509/0 of the methionine and 419/o0 of
e bean cystine. This may suggest that such effect may be more severe in
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Net protein utilization and true digestibility of mung
bean:rice mixtures

the case of germinated mung bean (4) as found in both our studies.

This study may be considered partially complementary in nature.
Bean protein is a rich source of lysine, while its methionine content is
highly deficient. On the other hand, rice protein has lower concentrations
of lysine but is adequate in its sulfur amino acids content (1,3, 10). Once
the best combination is reached, the protein value of the mixture remains
relatively constant when compared with rice. Although protein comple-
mentation increases the efficiency of utilization by improving the overall
amino acid composition, in some cases it is still far from being ideal in
meeting the amino acid requirement of the rats.

The average protein quality values relative to casein of all the assay
results have been plotted in Figure 3; this figure shows that the protein
quality lines responding to the different combination of mung beans and
rice, are not alike between mixtures using ungerminated and germinated
mung beans. The difference is more obvious in the area of 100 to 5090
distribution of mung beans and 0 to 509/0 rice. For ungerminated mung
beans, a plateau value is reached with a mixture 75/25 bean/rice, while
there is a continuous increase for the germinated bean/rice mixtures. O
viously, the difference is due to the different amino acid content of un-
germinated and germinated beans, in particular, lysine, sulfur amino acids,
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FIGURE 3

Relative protein quality to casein of mixtures of germinated
and ungerminated mung beans and of rice

and threonine. As indicated previously (4), germination reduces the values
of these and other essential amino acids as well. This aspect is evident
when observing the protein quality at 1009/0 mung beans, which is lower
In germinated as compared to ungerminated beans. The effects of pro-
cessing should not be ignored, since it has been proved that it reduces pro-
tein quality when not well controlled (12, 14).

Since the dietary protein of rice was superior at the levels provided, as
found in both studies, the results obtained indicated that the mixture of
ungerminated mung bean/rice was superior to that of germinated mung
bean/rice. Perphaps the most significant aspect of this work was the abili-
ty of mung bean to complement rice adequately at a relatively low intake
of 5.79/0 bean to 66.6 g rice, an approximate ratio of 1:12 by weight.
Therefore, these findings may serve as a useful indicator in areas where
Mung bean sprouts and rice are widely consumed.
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RESUMEN

EFECTOS DE LA COMPLEMENTACION ENTRE LA PROTEINA
DEL FRIJOL MUNGO (Phaseolus aureus) GERMINADO
Y NO GERMINADO Y LA DE ARROZ

Se realizaron estudios de evaluacién bioldgica en ratas para determinar el efecto
complementario de la proteina del frijol mungo cocido y arroz, y del frijol mungo ger-
minado y cocido con arroz. En bases isoproteinicas, se encontré que la proteina del
frijol mungo es de calidad inferior a la de la proteina del arroz. Sin embargo, en la
complementacion con arroz, la calidad protefnica de frijol mungo no germinado o ger-
minado en mezclas con arroz, aumento continuamente cuando el arroz se incorporé en
las proporciones de 25, 50 y 75%0 de la proteina de la dieta. Un estudio comparativo
entre mezclas de frijol mungo y arroz, con el frijol mungo no germinado o germinado,
revelé que las mezclas con frijol mungo no germinado eran de calidad proteinica supe-
rior. No obstante, 1a sustitucion del 7590 de la proteina dietética del frijol mungo por
proteina de arroz demostrd no ser diferente entre el frijol mungo no germinado y el
germinado.
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ENSAYO ACELERADO DE ALMACENAMIENTO
PARA EL ESTUDIO DE LA PERDIDA DE VALOR NUTRITIVO
DE LAS PROTEINAS DE HARINA DE POROTOS
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RESUMEN

Se estudio la pérdida de valor nutritivo de las proteinas de harina de porotos a
través de un ensayo cinético de la pérdida de lisina disponible de dicha harina, a altas
temperaturas (70-110°C) y con distintos contenidos de humedad, La pérdida de lisina
siguié una cinética de orden uno;las energfas de activacion calculadas segiin los distin-
tos niveles de humedad estuvieron comprendidas entre 8 y 13 Kcal/mol. Por su parte,
el contenido de humedad tuvo un efecto muy importante en la velocidad de pérdida de
lisina,

Los paridmetros cinéticos obtenidos a altas temperaturas fueron utilizados para
predecir la retencion de lisina disponible a 34°C. Estos valores coincidieron con los que
se obtuvieron luego de almacenar 1a harina de porotos con distintos contenidos de hu-
medad a 34°C.

INTRODUCCION

En vista de la necesidad que existe en todo el mundo de aumentar las
protefnas de la dieta, particularmente en los parses en desarrollo, desde el
punto de vista cientifico se han propuesto distintas soluciones. Estas tien-
den hacia la utilizacién de nuevas fuentes protefnicas en reemplazo de 1as
protefnas de origen animal, que son caras en términos de requerimiento de
tierra, y precios en el mercado.

Las leguminosas son constituyentes de importancia en la dieta de mu-
chos pafses del mundo, especialmente de los parses en desarrollo, como los

Manuscrito modificado recibido: 13 —-12—-83.
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de América Latina. Aun cuando la produccién de leguminosas es mucho
menor que la de cereales, cumplen una funcién nutritiva importante a cau-
@ de su aporte protefnico. En efecto, son ricas en lisina, deficientes en
aminodcidos azufrados y, desde el punto de vista nutricional, se comple-
mentan bien con las protefnas de cereales (1, 2). La mayorfa de las legumi-
nosas se consumen secas y en estas condiciones la humedad es suficiente-
mente baja como para evitar su deterioro por accién de microorganismos e
insectos si se almacenan adecuadamente. Los cambios de tipo bioqufmico,
quimico y fisico —si bien no son totalmente anulados a estos niveles de
humedad— son lo suficientemente lentos como para permitir una conser-
vacién prolongada. Las altas temperaturas y humedades de almacenamien-
to son desfavorables, ya que conducen a la infestacién, al crecimiento mi-
crobiano, al aumento de la actividad enzimética y al deterioro qurmico
que producen pérdidas cuantitativas y cualitativas de protefnas. Inducen,
asimismo, la destruccién de vitaminas, situacién que se magnifica en pro-
ductos tales como harinas y concentrados proternicos. -

El mayor inconveniente para predecir la pérdida de calidad durante el
almacenamiento es el largo tiempo requerido para evaluar el cambio pro-
ducido. Con miras a superar este inconveniente, se han desarrollado ensa-
yos acelerados de almacenamiento (3) que se basan en el seguimiento de
los cambios de calidad que sufre el alimento sometido a un deterioro r4
pido a altos niveles de humedad y temperatura.

Como se sabe, la lisina es uno de los amino4cidos esenciales mis 14bi-
les frente al tratamiento térmico, por lo que se le utiliza como fndice de
retencion de calidad de la protefna. '

El presente trabajo tuvo por objetivo estudiar la pérdida de valor nutri-
tivo de harinas de porotos (Phaseolus vulgaris, variedad Alubia) durante su
almacenamiento, a través de un ensayo cinético de retencién de lisina dis-
ponible en condiciones aceleradas de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se utilizaron los porotos enteros (Phaseolus vulgaris, variedad Alubia),
los que fueron molidos y tamizados a través de una malla No. 80.

La composicién aproximada de la harina fue: humedad 12.39/o, pro-
tefna, 20.79/0, y almidén, 449/o.

Métodos

Para estos propositos se realizaron las siguientes pruebas:

El contenido de humedad se determiné gravimétricamente en estufa, a
110°C., y el contenido de nitrégeno, por el método de Kjeldahl.

La lisina disponible se determin6 por el método D.B.D. de Hurrell y
Carpenter (1975) dada su simplicidad y buena correlacién con los méto-
dos que utilizan el fluordinitrobenceno.

Tratamientos térmicos. Se prepararon muestras de harina de distintas
humedades (29/0 a 529/o) que se envasaron en ampollas de vidrio, colo-
¢indose en una estufa a temperatura controlada (+ 1°C); ahf fueron calen-
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tadas por distintos perfodos de tiempo al cabo de los cuales se sometieron
a enfriamiento rdpido para luego analizar su contenido de lisina disponi-
ble. Las temperaturas estudiadas fueron 70, 90 y 110°C, respectivamente,

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo Acelerado de Almacenamiento

Segiin se indic6, los ensayos acelerados de almacenamiento se llevaron
a cabo a temperaturas comprendidas entre 70 y 110°C y revelaron que la
pérdida de lisina disponible en harina de porotos se puede describir ade-
cuadamente por una cinética de orden uno durante un primer perfodo al
cabo del cual se lleg6 aparentemente a un nivel estacionario, tal como se
observa en la Figura 1, a modo de ejemplo.

Un comportamiento anilogo se observé aplicando los otros niveles de
humedad (20/o, 309/0, 429/0 y 529/0). Las pendientes de las rectas obte-
nidas al graficar en escala semilogar(tmica, la retencién porcentual de lisi
na disponible en funcién del tiempo represent6 la constante espectfica de
velocidad de orden uno.

Aplicando la ecuacién de Arrhenius con las constantes de velocidad
especfficas obtenidas a distintas temperaturas se pudo calcular la energfa
de activacién correspondiente a la pérdida de lisina para los distintos ni-
veles de humedad. Los valores obtenidos oscilaron entre 8 y 13 Kcal/mol,
dependiendo del nivel de humedad.

La Figura 2 muestra claramente la enorme influencia que la humedad
ejerce sobre la velocidad de pérdida de lisina. A tftulo de ejemplo, es de
notar que cuando el contenido de humedad aument6 de 149/0 a2 309/01la
velocidad de pérdida de lisina aument6 aproximadamente el triple.

Prediccién de la Retencion de Lisina Disponible durante el Almacena-
miento

Como se ha visto, 1a pérdida de lisina disponible sigui6 una cinética de
orden uno por lo que
dc

3~ ke (1)

donde c = concentracion de lisina, t = tiempo y K - constante de velocidad.
Introduciendo el término RTN (porcentaje de retenci6n) definido
como:

RTN =§— . 100 2

o

La integracién de 1a ecuacién (1) da:
RTN = exp (4,6051 —K t) (3)

que describe la retencién de lisina en funcién del tiempo a temperaturay
humedad constantes,
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Influencia de la humedad en 1a velocidad de pérdida de lisina disponible
en harina de porotos calentada a distintas temperaturas

El efecto de la temperatura en la constante de velocidad K se puede
describir a través de la ecuacién de Arrhenius:

K =K, exp(— Ea/RT) (4)

donde: K = Constante de velocidad

Ko = Factor de frecuencia

E; = Energfa de activacion

R = Constante universal de los gases, y
T = Temperatura

Introduciendo K en la ecuacién (3), se obtiene

RTN - exp 4,6051 — K¢ exp(— Ea/RT) t ()
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La ecuacién (5) da la retencién de lisina disponible en funcién del
tiempo y de la temperatura, para un nivel de humedad constante. La re-
tenciébn de lisina para distintos tiempos de almacenamiento a 34°C y a
distintas humedades se calculé6 mediante la ecuaci6én (5) introduciendo los
valores de Ko y E; correspondientes al nivel de humedad estudiado, los
que se obtuvieron del estudio cinético a altas temperaturas, segiin se des-
cribi6é anteriormente. ;

Dichos valores se denominaron “Retenciéon de lisina calculada” y se
presentan en la Tabla 1 junto con los valores de “Retenci6n de lisina expe-
rimental” que fueron obtenidos almacenando muestras de harina de distin-
tos niveles de humedad a 34°C por distintos perfodos de tiempo, al cabo
de los cuales se analiz6 el contenido de lisina disponible. Se muestran asi
mismo, los valores de humedades relativas de equilibrio que corresponden
alas distintas humedades de 1a harina (4).

Los resultados indican que la extrapolacion hecha para predecir la re-
tenciébn de lisina disponible a temperaturas de almacenamiento es vilida,

TABLA 1

RETENCION DE LISINA DISPONIBLE EN HARINA DE POROTOS
DE DISTINTOS CONTENIDOS DE HUMEDAD A 34°C

% Humedad Humedad relativa Tiempo Retencion de

(base seca) de equilibrio (dias) Lisina “calculada” Lisina “experimental”

%o %o %o

5 98 96

10 92 89

2 5 20 82 80

30 70 75

65 48 45

5 94 97

10 85 87

14 72.5 20 70 72

30 52 55

65 31 36

5 69 74

30 89.5 10 40 43

5 72 76

42 92 10 45 47

20 26 24

T "

\ -

RIN . Porcentaje de retencion.
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yaa:l que los valores experimentales coinciden acep tablemente con los calcu-
lados.

La pérdida de lisina disponible en la harina de gorotos ocurrib ripida-
mente aun a temperaturas de almacenamiento (34°C) y a contenidos de
humedad por debajo del que tiene normalmente (149/0). Al ser almacena-
das a 34°C y con un contenido de humedad de 14°/o por 30 dfas, se retu-
vo el 509/0 de la lisina disponible; al reducir su humedad a 290, la reten-
cién fue de aproximadamente 709/o.

Se puede observar, ademés, cudn importante es el control de 1a hume-
dad relativa del ambiente donde dicha harina se almacena. Asf, una varia-
cion de la humedad relativa de 72.5%/0 a 89.59/0 conduce a un aumento
de la humedad de la harina de 149/0 a 309/0 lo cual produce un incremen-
to muy grande en la pérdida de lisina. En una harina con una humedad de
309/0, por ejemplo, se pierde casi 50°/o m4s de lisina en el término de 10
dfas que en una harina cuya humedad es de 149/o.

Los resultados de este trabajo seiialan la validez de la metodologfa uti-
lizada para determinar la retencién de lisina disponible en harina de poro-
tos. Desde un punto de vista general, esta metodologfa serfa recomendable
para estudiar otros factores de calidad con el objeto de predecir cuantitati-
vamente la retencién de los mismos en los alimentos, ya sea durante las
fases de almacenamiento o de procesamiento.

SUMMARY

ACCELERATED TESTS FOR STUDYING THE LOSS OF THE NUTRITIVE
VALUE OF BEAN FLOUR (Phaseolus vulgaris) PROTEIN

The loss of the nutritive value of bean flour protein was studied through a kinetic
assay on the loss of available lysine of the flour at high temperatures (70-110°C) and
at different moisture contents, Lysine loss followed a first-order reaction kinetics; the
activation energies for the different moisture levels were calculated and ranged be-
tween 8-13 kcal/mole, The moisture content had a very important effect on the rate of
loss of available lysine. Kinetic parameters at high temperatures were used to predict
the retention of available lysine at 34°C; these values were in accordance with those
obtained by storing bean flour with different moisture contents, at 34°C.
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FLORA BACTERIANA DE PATE DE HIGADO
EN TRES ETAPAS DE SU ELABORACION
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RESUMEN

El paté de higado corresponde a un embutido cocido que por su naturaleza y com-
posicién, constituye un ambiente apropiado para el desarrollo bacteriano,

A fin de determinar la variacion que experimenta la flora bacteriana, tanto en tér.
minos de cantidad como de calidad a través del proceso de produccion de esta cecina,
se realizaron eximenes bacteriologicos en tres etapas de su elaboracion. Estas comes
pondieron al producto recién embutido, luego de la coccion, y al sexto dia de almace-
namiento a 0°C, previo a su venta al piblico.

De los resultados de recuento bacteriano obtenidos, se deduce que el proceso de
coccion provoca un notorio descenso del nimero de bacterias. Ello atafie especialmen-
te a las Gram negativas, situaciéon que se mantiene durante el periodo de almacens-
miento considerado.

La relacion existente entre el contenido bacteriano inicial y final del paté de higs-
do, demuestra la influencia que la contaminaciéon de las materias primas empleadss
tiene en la calidad microbiana del producto ofrecido al mercado

INTRODUCCION

El paté de higado corresponde a una cecina cocida, preparada en base
a carne, tocino, lengua e higado, a la cual se agregan condimentos y aditi-
vos alimentarios (1, 2). Se utilizan materias primas precocidas que después
se someten a molienda y se embuten en tripas naturales o artificiales (3).
Posteriormente, el producto es sometido a coccién en agua a temperatu-
ras de 80 a 85°C, durante 45 minutos. La aplicacién excesiva de calor ha
ce que estas cecinas disminuyan en cuanto a calidad por desnaturalizacién
de protefnas, fusi6n de las grasas, y ruptura de las tripas (2, 4). Después de
1a cocci6n, los embutidos se someten a un ahumado frfo a temperaturas de
15 a 25°C a fin de conferirle aroma, color y sabor a humo, ademds de cor
tribuir a la detencion del crecimiento bacteriano y de retardar la oxidacién
de las grasas (5).

Manuscrito modificado recibido: 30—11—83.

1 Miembros del Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria, Universidad Astral d¢
Chile, Casilla 567, Valdivia, Repiblica de Chile.
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El contenido bacteriano inicial del paté de higado depende de la canti-
dad de microorganismos presentes en las carnes empleadas como materia
prima y en las especias utilizadas (6). Pese a que los condimentos se agre-
gan en baja proporcién a la masa, éstos pueden aportar una cantidad de
gérmenes que varfa entre log 3.0/g y log 8.0 bacterias/g, lo que hace
sumentar considerablemente el recuento total del producto (7, 8). Las
pacterias provocan alteraciones organolépticas en productos cdrnicos, ha-
ciéndolos inaptos para consumo humano, cuando los recuentos totales al-
canzan valores comprendidos entre log 7.0 y 8.0 microorganismos/g (9).
Influye notoriamente en la velocidad y forma de alteracion provocada, el
tipo de bacterias presente en el alimento. Al respecto Chyr, Walker y
Sebranek (10) sefialan que entre la flora bacteriana predominante en em-
butidos cocidos, destacan las bacterias Gram positivas de los géneros
Bacillus 'y Micrococcus seguidos de corineformes, enterococos, Lactoba-
cillus, Pediococcus y Leuconostoc. _

El paté de hfgado es un producto alimenticio rico en nutrientes y
otros elementos favorables que permiten la proliferacién bacteriana. Ade-
més, estd constituido por materias primas que corrientemente aportan bac-
terias. Por estos motivos, se acordé realizar este estudio que abarca dife-
rentes etapas de la producciéon del paté, investigando el efecto que sobre
ellas ejercen la coccién y el almacenamiento. -

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 20 muestras de paté de hfgado elaboradas en una indus-
tria de cecinas de la ciudad de Valdivia, Chile, en cada una de las siguientes
etapas: :

A: Masa recién embutida (1er dfa);
B: Embutidos cocidos sometidos a 24 horas de oreo (20 dfa);y
C: Embutidos ahumados y almacenados a 0°C (60 dfa).

De cada muestra se extrajeron 10 g de paté que se sometieron a dilu-
ciones de 1:9 a fin de hacer siembras, por duplicado, en placas con Agar
Plate Count, que se incubaron a 32°C durante 48 horas. Al cabo de este
tiempo se determiné el niimero de bacterias aerobias. mes6filas viables por
gramo de paté. Luego se aislaron al azar 10 colonias que se re-picaron hasta
obtener cepas puras, para clasificarlas de acuerdo a: forma, tinci6n de
Gram, reacci6n de oxidasa, de catalasa, oxidacién y fermentacién de glu-
¢osa y presencia de esporas (11, 12).

Para la evaluacién de los datos obtenidos, se transformaron los valores
de recuento en el respectivo logaritmo de base 10, a fin de calcular prome-
dios, desviaciones esténdar y efectuar anilisis de varianza comparativos en-
tre las diversas etapas de elaboracién.

RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio de recuento total de la primera etapa de elaboracion (A),
::seﬂ en la masa recién embutida, fue de 6.54 £ 0.84 (log;o) bacterias/g.
M la segunda etapa, es decir, en el embutido sometido a coccién y des-
Pués de 24 horas de oreo (B) el recuento bacteriano promedio disminuy6
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a 5.22 £ 0.48 (log, o) bacterias/g, manteniéndose sin variacién hasta el 60
dfa de almacenamiento (etapa C) en que el recuento bacteriano promedio
fue de 5.20 + 0.77 (log, o) bacterias/g. Estos datos se ilustran en Ia Figura
1.
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FIGURA1

Recuentos promedio (+ DE) de bacterias en las tres etapas de elaboracién (A, By C)
del paté de higado

Del andlisis de varianza entre promedios se desprende que existe una
diferencia significativa entre los recuentos encontrados en las etapas A-B ¥
A-C (P < 0.05), mientras que entre el recuento bacteriano determinado
después de la coccion (etapa B) y el determinado al 60 dfa post elabora-
cion (etapa C), no se constaté ninguna diferencia significativa (P < 0.05).

En la Tabla 1 se presenta el nimero de muestras de cada etapa analiza-
da, las que, segiin se observa, ocupan diferentes rangos de recuento bac-
teriano.

El examen de los datos en la citada Tabla revela que un gran ntimero
de muestras de la etapa A ocupa los rangos de recuento bacterianos mis
altos, mientras que la mayor cantidad de muestras de las etapas By C ¢
acumula en los rangos inferiores de recuento bacteriano. En total, d
paté recién embutido, se detectaron 13 muestras (65/100) con recuentos
superiores a log 6 bacterias/g, mientras que de los embutidos cocidos y de



VOL. XXX1V (JUNIO DE 1984} No. 2 387
TABLA 1

NUMERO Y PORCENTAJE DE MUESTRAS DE PATE, CLASIFICADAS POR
RANGO DE LOG EN TRES ETAPAS (A, B y C) DE SU ELABORACION

Etapas
Rangos en log A B C
No. /100 No. /100 No. /100
40-5.0 1 5 9 45 12 60
51-6.0 6 30 10 50 4 20
6.1—17.0 7 35 1 - 5 4 20
71 —8.16mias 6 30 - - - -

los almacenados, fueron 1 (5/100) y 4 (20/100) muestras, respectivamen-
te, las que acusaron recuentos superiores a log 6. Es por ello que, eviden-
temente, cada pais debe establecer las normas microbiol 6gicas que exigird
asus alimentos. El reglamento sanitario de alimentos de actual vigencia en
Chile, sefiala como recuento méximo permisible en este tipo de cecinas,
log 5.0 bacterias/g.

La fluctuacion que presentaron los recuentos bacterianos en la etapa
B en relacién a la etapa A, se aprecia en la Figura 2, donde los valores se
ordenaron de menor a mayor.

VAL B LA AR BN SRS SRS SENSE ML | 1
1351715981 6 720,910, 4 (184
IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
FIGURA 2

Distribucién de los recuentos totales de 1as muestras en las tres etapas de
elaboracion (A, By C) del paté de higado
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TABLA 2

DISTRIBUCION NUMERICA Y PORCENTUAL DE LOS MICROORGANISMOS
PREDOMINANTES, EN LAS TRES ETAPAS DE ELABORACION DEL

PATE DE HIGADO
Etagas

Grupos bacterianos A B C

No. /100 No. /100 No. /100
Bacillus 39 195 144 72.0 146 73.0
Corineformes 30 15.0 44 22.0 34 170
Micrococcus 61 305 1 3.5 12 6.0
Staphylococcus 11 5.5 1 0.5 3 15
Pediococcus 4 2.0 - - - -
Streptococcus 1 0.5 - - - -
Lactobacillus 1 05 - - - -
Total gram + 147 735 196 98.0 195 915
Enterobacteriaceae 36 18.0 3 1.5 - -
Pseudomonas 10 5.0 - - 3 15
Xanthomeonas 3 15 1 0.5 1 05
Alcaligenes 3 15 - - 1 0.5
Acinetobacter 1 0.5 - - - -
Total gram — 53 26.5 4 2.0 5 2.5
Gran total 200 100 200 100 200 100

Por otro lado, la misma Figura 2 indica que existe una tendencia a
acusar mayor recuento bacteriano en el producto cocido-oreado (B) y en
el almacenado (C), en 1a medida que el recuento en el producto recién
embutido aumenta (A). !

Con respecto a la composicién de la microflora del paté, en la Tabla 2
se presenta el resultado de la clasificacion de las bacterias predominantes
en cada una de las tres etapas de produccion estudiadas.

Los datos de la citada Tabla sefialan que en las tres etapas de elabora-
cion hubo predominio de bacterias Gram positivas, las cuales aumentaron
proporcionalmente después de la coccién y se mantuvieron iguales durante
los dfas de almacenamiento. Dentro de la amplia gama de flora Gram po-
sitiva aislada, en la masa recién embutida (A) destaca la gran cantidad de
Micrococcus (30/100) seguida de Bacillus (19/100) y de corineformes
(15/100). En la etapa B se pudo determinar que por efecto de la coccion
se produce cierta variacion en el tipo de bacterias predominantes, pasando
a ocupar Bacillus el 72/100 del total aislado, seguido de corineformes (22
100) y reduciéndose a un minimo la participacién de Micrococcus (3.
100).  Después de la fase de ahumado y almacenamiento del paté, est¢
cuadro permanece pricticamente invariable en lo que a bacterias Gram
positivas se refiere.
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En cuanto a la flora Gram negativa, se visualiza una interesante varie-
dad de géneros dentro de los cuales destaca la alta proporcion de Entero-
bacteriaceae (18/100) en la masa recién embutida. Por efecto de la
coccion (etapa B), estas bacterias disminuyen a una expresién minima y
resultan indetectables otras como Pseudomonas, Alcaligenes y Acinetobac-
ter. A rafz del almacenamiento a 00C (etapa C), vuelven a aparecer Pseu-
domonas y Alcaligenes, debido a que tienen mayores facilidades que otras
bacterias para proliferar a bajas temperaturas.

El presente estudio sugiere, pues, que la coccién aplicada al paté de
higado después de embutir la masa, ejerce un efecto significativo en la
disminucion de la carga bacteriana, manteniéndose esta condicion median-
te el ahumado y almacenamiento en frio hasta la venta, correspondiente
en general al sexto dfa de produccion (Figura 1 y Tabla 1). Sin embargo,
tal como lo demuestra la Figura 2, el contenido bacteriano del paté al mo-
mento de su venta esti influido por el mimero de bacterias presentes al
inicio del proceso, motivo por el cual no se debe restar importancia a la
contaminaciéon microbiana de las materias primas empleadas. A su vez,
juega un rol importante el tipo de bacterias presentes, puesto que en la
medida que se encuentre un alto nimero de microorganismos Gram positi-
vos y especialmente aquellos esporulados (Bacillus) —que se caracterizan
por su mayor resistencia al calor — menor serd la disminucion de la carga
bacteriana por efecto de la coccion. Por ende, habrdn mayores posibilida-
des de alteracion de los caracteres organolépticos del producto.

SUMMARY

BACTERIAL CONTENT OF LIVER PATE IN THREE STAGES OF
ELABORATION

Liver paté is a boiled sausage that, due to its nature and composition, has an ap-
Propriate environment for bacterial development.

In order to determine the variation in the bacterial development during the
Processing of this sausage, bacteriological examinations were carried out in three
stages of preparation, This involved, first, the fresh product, then, after boiling it, and

y on the 6th day, after cold storage at 00C.

Of the bacterial counts obtained it was determined that boiling greatly reduces the
Dumber of pacteria, especially the Gram negative ones, a situation which lasts through
the storage period studied.

The relationship between initial and final bacterial content of liver paté, clearly

OWs the influence of contamination of the raw materials employed, on the micro-
ological quality of the marketed product.
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RESUMEN

Se realizd un estudio en zonas urbanas marginadas de la ciudad de Hermosillo,
Sonora, México, donde se analizaron algunos factores socioeconémicos, tomando co-
mo base la relacidn entre ingreso familiar, gasto y consumo de alimentos. En el estu-
dio alimentario familiar se utilizaron las técnicas de recordatorio de un dfa y frecuen-
cia de consumo de alimentos, a lo que se auné un estudio de fndole socioeconémica.
Para el andlisis del gasto y consumo de alimentos se dividi6 a la poblacion en cinco
gupos de ingresos, y los alimentos fueron divididos en tres tipos: _alimentos bisicos,
alimentos de alto valor proteinico y carne fresca.

Los resultados revelaron que existe una relacion directa entre el nivel de ingreso
de las familias y el gasto en consumo de alimentos. La elasticidad-ingreso de 1a deman-
da de alimentos bisicos fue menor que la estimada para alimentos de alto valor pro-
tefnico, encontrindose una mayor propension al consumo de estos ltimos a medida
que el ingreso familiar aumentaba. A pesar de que las familias destinaron un mayor
porcentaje de su gasto en alimentos para los de alto valor proteinico, mas del 5()0/0
de calorfas y protefnas consumido provenia del grupo de alimentos bisicos.

Por otra parte, se consideré necesario ampliar el marco de andlisis de los proble-
mas nutricionales a un contexto macroeconémico mas amplio, a fin de encontrar las
causas bisicas de dicha situacion.

e —
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INTRODUCCION

El estado de Sonora y en general el noroeste de México, se caracteriza
por ser una de las regiones de mayor importancia en la produccion de alj-
mentos del pafs, donde la agricultura es comercial, modema y de alta pro-
ductividad (1-3). En términos de los efectos en la sociedad, sin embargo,
estudios realizados en afios anteriores (4, 5) e investigaciones recientes
llevadas a cabo en este Centro (CIAD), han demostrado la existencia de
deficiencias nutricionales en ciertos estratos de la poblacién.

Los hallazgos a que se alude indican que el “progreso™ agropecuario
no ha sido compatible con el nivel de desarrollo socioeconémico alcanza-
do en su conjunto, siendo sus resultados la polarizacién social y la apro-
piacion desigual del producto y del ingreso (6, 7). Cabe también agregar
que —dentro de este proceso de desarrollo— en el estado que nos ocupa se
ha observado un crecimiento urbano de considerable magnitud en las G1t-
mds décadas. Esta situacién ha dado lugar a aglomeraciones que, a su vez,
han influido en la conformaciéon de problemas sociales, entre ellos los nu-
tricionales,

Ciertos estudios efectuados mediante un anilisis global del problema
de la nutricién, han sefialado que éste se relaciona mucho mas con los as-
pectos socioeconémicos que con los de tipo geogrifico o cultural y bajo
este esquema, la demanda y el consumo real de alimentos de las familias
estin basicamente determinados por el nivel y la distribucién del ingreso
(8-12). Asimismo, se ha reconocido 1a importancia de las diferencias re-
gionales en los aspectos alimentarios y nutricionales (13-15).

En México hay una gran escasez de datos econémicos y sociales a nivel
regional que podrian ser utilizados en el campo de la nutricion. Por este
motivo se ha estimado necesario emprender estudios que generen infor-
macién primaria sobre estos aspectos.

En funcién del contexto descrito se efectué el presente trabajo, cuyo
objetivo principal fue analizar la relacion existente entre ingreso familiar,
gasto y consumo de alimentos, asi como también la composicion de la
dieta.

La investigacion se llevé a cabo en 23 “colonias marginadas” de la
ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Debido a que la palabra margina-
cion ha adquirido diversas conceptualizaciones (16-19), el criterio adopta-
do para los fines de este estudio fue el de investigar los barrios donde
viven los sectores proletarios o m4s pobres de la poblacion. Algunas de
estas colonias son asentamientos humanos ilegales, que carecen de los ser-
vicios publicos bésicos. Los pobladores del 4rea sometida a estudio tienen
ingresos bajos, encontrindose un fndice considerable de desempleo y sul?'
empleo; los miembros del sector de la poblacién ocupada, trabajan princi-
palmente como empleados en el comercio o en servicios, son obreros de la
construccién, o bien comerciantes en pequefio. En 1980, la ciudad de
Hermosillo contaba con 281,697 habitantes (20), estimdndose una pobls-
cién de 60, 412 para las colonias objeto de nuestra investigacion.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de campo en el que se capté informacion a nivel
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individual y familiar no s6lo para este articulo investigativo sino también
la necesaria para evaluar el estado nutricional de la poblacion. El trabajo
de campo se llev6 a cabo en el perfodo comprendido entre noviembre de
1980 y marzo de 1981.

Para el estudio alimentario se aplicé una encuesta siguiendo las técni-
cas de recordatorio de un dfa (21, 22) y la de frecuencia de consumo de
alimentos (23). La utilidad del método de recordatorio de un dfa es muy
controversial (24-27) y se considera de baja confiabilidad para estimar la
ingesta individual; no obstante, es de utilidad cuando se aplica con objeti-
vos bien definidos en estudios de grupos de poblacién (28).

Para el anilisis de la elasticidad-ingreso de la demanda de los distintos
tipos de alimentos, se utiliz6 la informacién obtenida en los estudios de
frecuencia. Con este método se obtuvieron también los valores del gasto
en alimentos. La captacion de los datos se realizé en términos monetarios
(pesos mexicanos) y/o peso o volumen de las compras de alimentos para
los perfodos semanal, quincenal, mensual o anual. Con el objeto de estan-
darizar los resultados, los datos se transformaron a valor monetario men-
sual de gasto en alimentos, utilizando, en los casos necesarios, los fndices
de precios de la Compafifa Nacional de Subsistencias Populares
(CONASUPQ), prevalecientes en marzo de 1981.

Para el cilculo de la distribucién de nutrientes de cada dieta, se utiliz6
un programa de computadora, con datos basados en las tablas de composi-
cion de valor nutritivo de los alimentos mexicanos (29) y los del Agricul-
tural Handbook No. 8 (30).

El tamafio de la muestra se determiné en relacion a un disefio aleato-
rio irrestricto —en base a los parametros de gasto en alimentos e ingreso
familiar— para estimar proporciones con 959/o0 de confiabilidad y + 0.05
de error (31). Debido a la no respuesta y respuesta incompleta se utiliza-
ron 300 encuestas, en un total de 327 originales, por lo que la muestra
final quedd por encima del 900/o de confiabilidad.

RESULTADOS

Se constatd que las principales fuentes de abastecimiento de alimentos
de las familias eran las “tiendas de abarrotes™ (pequefios almacenes o des-
pensas) y los vendedores ambulantes. No se encontraron diferencias signi-
ficativas en cuanto a precios y tipos de alimentos entre los distintos cen-
tros de abasto, por 1o que se considera que la variable “fuente de abasteci-
miento”’ no tuvo influencia alguna en las decisiones de consumo. Por otro
hQO, por haberse establecido que la prictica de autoconsumo (crianza de
animales y otros) era muy reducida, los mecanismos de mercado fueron
Practicamente los Gnicos medios utilizados por las familias para la obten-
Cion de alimentos.

Ingreso Familiar y Gasto en Alimentos

El nivel de ingreso familiar se encontr6 muy bajo para la mayor parte
de la poblacién. Mds del 500/0 de las familias tenfan un ingreso similar o
Menor al salario minimo oficial; entre 20 y 300/0 de las familias no alcan-
Zaron a cubrir este nivel de ingreso safialado (Tabla 1).
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TABLA 1

PORCENTAJE DEL INGRESO TOTAL DESTINADO A ALIMENTACION

Grupo de ingresos Media del

familiar ingreso Media del  Media del /o
mensual mensual No. de gasto del ingreso
(pesos) (pesos) familias O/o (pesos) total

1 1— 2,500 1,950 6 2.0 1,494.5 74.05

o 2501- 5,000 4,337 61 20.3 3,027.1 64.97

o1 5,001 — 7,500 6,171 103 34.4 3,857.4 58.13

IV 17,501 —14,000 10,037 108 36.0 5,049.2 49.27

V 14,501 — 25,000 17,458 22 73 6,043.0 32.85

Total 300 100.0

La Tabla 1 y la Grifica 1 muestran la relacion entre el nivel de ingreso
familiar y el gasto en alimentos. Los resultados obteridos corroboran la
Ley de Consumo de Engels (32), encontrindose que a menor monto de
ingreso familiar, mayor es el porcentaje del mismo destinado a la alimen-
tacion. En términos absolutos, al incrementarse el ingreso familiar aumen-
ta también el gasto en alimentos, aunque en términos relativos se presenta
la situacién inversa. A nivel general, el 920/0 de las familias destina,
cuando menos, el 500/0 de su ingreso a la compra de alimentos.

Distribucion del Gasto por Tipo de Alimentos

Para los objetivos de este estudio los alimentos se clasificaron en ali-
mentos bésicos y alimentos de alto valor protefnico, y se analizé por sepa-
rado el gasto en carne fresca. De igual forma, a pesar de que la mayor
parte de las familias incluidas en la investigacion era de ingresos bajos, con
fines de comparacion se opté por dividirlas en cinco estratos.

En la Tabla 2 y en la Gréfica 2 se aprecia la distribucién del gasto fa-
miliar en alimentos bésicos. La informacién obtenida pone de manifiesto
que al aumentar el nivel de ingreso familiar, 1a fraccion de ese ingreso des-
tinado a la adquisicion de alimentos bésicos tiende a disminuir. La ten-
dencia en el consumo de este tipo de alimentos queda demostrada por los
nimeros absolutos, pues no obstante que la diferencia entre los ingresos
de los grupos I al V es aproximadamente de nueve veces, el fndice de con
sumo alcanzado es de uno a 2.1, respectivamente. .

Una explicacion al hecho de que los estratos de menores ingresos desti-
nen un mayor porcentaje de su ingreso al consumo de alimentos basicos
que aquéllos de ingresos mi4s altos, puede ser que dichos alimentos son dé
precios m4s bajos. Otra razén podrfa ser la naturaleza misma del aporte
nutricional, ya que contribuyen con una cantidad substancial de energfa,
el factor nutricional m4s limitante y necesario para el hombre.

El gasto en alimentos de alto valor protefnico se observa en la Tabla 3
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Gasto familiar en alimentos

TABLA 2

GASTO EN ALMIDONES BASICOS®

Grupo de ingresos Media del Media del Media del
familiar Ojo del Ojo del gasto Indice
mensual ingreso gasto en absoluto de b
—__ (pesos) total alimentos (pesos) consumo
1 1— 2,500 16.81 21.98 308 1.0
I 2501— 5,000 12.63 18.18 538 1.7
Il 5001~ 7,500 9.19 14.61 567 1.8
1,501 — 14,500 5.83 11.58 570 1.9
V14501 — 25,000 3.72 11.04 648 21
e

Incluye frijoles, tortillas de maiz, harina de trigo y sopas de pasta.

Se toma como base a }a media del gasto (absoluto) del grupo I -%l- donde Gi
= gasto del grupo Il al Vy Go = gasto del grupo I, °
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TABLA 3
GASTO EN CARNE FRESCA
Grupo de ingresos Media del Media del Media del

familiar 0/o del 0/o del gasto Indice

mensual ingreso gasto en absoluto de

(pesos) total alimentos (pesos) consumo® -
1 1—- 2,500 9.12 11.85 193 1.0
I  2501— 5,000 8.87 12.42 394 2.0 -
Ir 5,001 — 7,500 10.36 16.11 644 33
IV 7,501 —14,600 9.50 18.20 940 4.9
V 14,501 — 25,000 8.82 24.62 1,514 7.8

a _ .
Se toma como base a la media del gasto (absoluto) del grupo I: —g’; donde Gi

= gasto del grupo I al Vy Go = gasto del grupo 1.

y en la Grifica 3. La situacién que reflejan estos datos es que el gasto €D
este tipo de alimentos aumenta, en términos absolutos y relativos, en rela-
cion directa al incremento en el ingreso. Al momento en que las familias
obtienen un aumento substancial en su ingreso, tienden a consumir pro-
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Gasto en alimentos de alto valor protefnico por rangos de ingreso

ductos de mayor valor agregado, o de precios superiores, desplazando con
ello cierto consumo de alimentos bidsicos; una vez satisfecha la necesidad
de energia se trata de obtener m4s protefna y otros nutrientes a través de
los alimentos mencionados.

El gasto familiar en carne fresca se presenta en la Tabla 4 y en la Grifi-
¢a 4, donde, al igual que la tendencia reflejada en el consumo de alimentos
de alto valor protefnico, el indice de consumo se eleva fuertemente, a me-
dida que se eleva el ingreso. Este producto es de alto precio, por lo que no
estd al alcance de la poblacion de menores ingresos, al menos en la canti-
dad y con la frecuencia deseada. El fndice de consumo exhibe enorme
diferencia entre los distintos estratos.

Elasticidad-lngreso de la Demanda

_ La elasticidad-ingreso de la demanda es iitil en el anlisis del gasto fa-
iliar, puesto que se puede calcular el cambio en la cantidad demandada
Pe un tipo especifico de alimento, resultado de un cambio en el ingreso.

or lo general, la elasticidad-ingreso de la demanda de alimentos es muy

3ja en comparacion con otros tipos de productos (32).



398 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
TABLA 4

GASTO EN ALIMENTOS DE ALTO VALOR PROTEINICO?

Grupo de ingresos Media del Media del Media del

familiar 0/o del 0/o del gasto Indice
mensual ingreso gasto en absoluto de
(pesos) total alimentos (pesos) consumo®

I 1— 2500 26.75 32.87 524 1.0

I 2501-— 5,000 24.28 33.46 1,046 2.0

Im 5,001 - 7,500 24.40 38.96 1,516 29

IV 17,501 —14,500 20.24 38.75 2,002 3.8

V 14,501 — 25,000 16.51 46,39 2,833 5.4

a
b

Incluye carne fresca, carnes frias, huevo, leche y queso,

Se toma como base a la media del gasto (absoluto) del grupo I: -g% donde Gi
= gasto del grupo Il al Vy Go = gasto del grupo 1.
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Gasto en carne fresca por rango de ingreso

En 1a Tabla 5 se exponen las elasticidades para los diferentes tipos de
alimentos, comprobindose la tendencia en el consumo explicada en
punto anterior. La elasticidad-ingreso de la demanda de carne fresca y d¢
los alimentos de alto valor protefnico fue mucho mayor que la de alimen~
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TABLA 5

ELASTICIDAD—INGRESO DE LA DEMANDA POR TIPO DE ALIMENTOS

Media del Elasticidad-ingreso de la demanda®
Ingreso familiar ingreso Alimentos de
No. de mensual mensual Almidones Carne alto valor
gupo (pesos) (pesos) bdsicos fresca protefnico®
I 1- 2,500 1,950 - , - -
I 2,501 — 5,000 4,337 0.61 0.85 0.81
1 5,001 — 7,500 6,171 0.38 1.07 0.87
v 7,601 — 14,500 10,037 0.20 0.93 0.68
v 14,501 — 25,000 17,458 0.13 0.86 0.55

& AGi AYi=donde AGi = A dela media del gasto en alimentos de los gru-
Go Yo pos I al V con respecto al grupo 1.

AYi = A delamedia del ingreso total de los grupos II al
V con respecto al grupo L.
Go = Media del gasto en alimentos del grupo I.
Yo = Media del ingreso total del grupo I.

b Incluye frijoles, tortillas de maiz, harina de trigo y sopas de pasta.
¢ Incluye carne fresca, carnes frias, huevo, leche y queso.

tos bdsicos. Inclusive, es notorio que a medida que se incrementa el ingre-
so, el indice de elasticidad de los alimentos basicos disminuye, es decir, los
cambios no ejercen ningiin efecto sobre el consumo.

DISCUSION

Con las caracteristicas particulares del muestreo alimentario realizado,
se logré determinar que los estratos de mayores ingresos dedican un por-
Centaje mas alto de su gasto en alimentos, al consumo de aquéllos de alto
valor protefnico y carne fresca, que lo destinado por los estratos de més
bajos ingresos; sin embargo, la relacién fue en el sentido inverso en lo que
corresponde al porcentaje destinado al consumo de alimentos bédsicos. Un
aspecto resultante de esta informacion, que puede ser la base para estudios
més a fondo en el tipo de alimentacion familiar, es que al analizar la distri-
bucion porcentual del gasto por tipos de alimentos al interior de cada uno
de los grupos de ingresos, se encontrd que la proporcion del gasto en ali-
Mentos de alto valor protefnico siempre fue mayor que el destinado a ali-
Mentos bésicos (Figura 1). Sin embargo, al revisar la Canasta de Consumo

amiliar de esta poblacion, de acuerdo a los estudios de recordatorio de
Un dfa y frecuencia de consumo, se observé que el grupo de alimentos
dsicos representaba el doble del consumo (g) del resto de los alimentos
de la Canasta. Ademis, inclufa la mayor parte de la energfa y protefna de
A dieta, con menor costo que lo destinado a alimentos de alto valor pro-
tinico en funcién a su aportacion nutricional (33).
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En ese mismo aspecto, se ha encontrado que del total del aporte calé-
rico de los alimentos de la dieta promedio de la poblacion de estas zonas
urbanas, un 430/0 proviene de cereales (trigo, maifz y sus derivados, prin-
cipalmente tortillas) y que en lo referente al aporte protefnico, la contri-
bucion es del 300/0 (34). Si a esto se suma la contribucion calérica y pro-
tefnica del frijol en la dieta, se rebasa el 500/o del aporte calérico-protef-
nico proveniente del grupo de alimentos clasificados en este estudio como
alimentos bisicos. En referencia a este punto cabe hacer notar que tradi-
cionalmente se consumen combinaciones de tortilla de mafz con frijol y
tortilla de harina de trigo con frijol, que han sido notificados como de alto
potencial en cuanto a calidad de su protefna, comparable con algunas fuen-
tes de origen animal (34). Esta situaci6én lleva al planteamiento de que el
término “alto valor protefnico” puede ser relativo si se le aplica Gnicamen-
te a los alimentos que tradicionalmente se les ha considerado como posee-
dores de dicha propiedad (carne, leche, huevos), mds atin, si se cuestiona
la idea convencional de que la dieta “ideal” debe estar conformada por
este tipo de alimentos.

Alimentos de
alto valor
protefnico
339/0

Alimentos
bésicos
220/o

Alimentos de
alto valor
protefnico

469/o0

Otros
alimentos
3390/0

alimentos
180/o0

Grupo | Grupo V

FIGURA 1
Distribucion porcentual del gasto por tipo de alimentos

En relacibn a la distribucién porcentual del gasto en los distintos tipos
de alimentos, el hecho de que éste sea mayor para los alimentos de alto va-
lor protefnico en comparacion con los bi4sicos refleja, por un lado, el ma-
yor costo de los primeros en el mercado, asi como la tendencia a imitar
patrones de consumo, y la propension a pagar precios comparables a los de
los estratos de altos ingresos por el consumo de ciertos productos, por €l
otro. La diferencia en cuanto a cantidad y calidad en el gasto y consumo
de alimentos serfa més notoria si la situacién de este grupo de poblacion
estudiada se comparara con la de los estratos medio y alto de 1a ciudad.
No obstante, segiin los resultados obtenidos, la diferencia en la cantidad
consumida de uno u otro tipo de alimentos estuvo determinada por la ca-
pacidad de compra de las familias.
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Otro de los aspectos de importancia, resultado de la informacién preli-
minar del estudio alimentario, es que el trigo y los productos derivados de
éste revisten gran importancia (primer lugar) en la canasta de consumo a
diferencia de la mayoria de las regiones del pafs, donde el mafz continia
siendo la base de la dieta (34, 35). El consumo de productos derivados del
trigo no sdlo se realiza en forma de bienes industrializados, sino también
en preparaciones domésticas (tortillas de harina). Como consecuencia de
ello, las estimaciones que se hagan para la determinacion de una canasta
bésica recomendable para esta region, deberd mostrar diferencias significa-
tivas a la nacional. De ello se desprende la necesidad de reconocer la im-
portancia de las diferencias regionales en los aspectos de alimentacion,
ingreso y consumo, cuyos resultados pueden ser utilizados como una de
las bases requeridas para la formulacién de politicas alimentarias y nutri-
cionales.

En conclusion, al considerar el contexto de la problemdtica en materia
de alimentos y nutricion, es evidente que ésta debe incorporarse en forma
definitiva a las polfticas generales de desarrollo, entre ellas la distribucién
del ingreso, acciones que adopten un enfoque regional que, aparte de las
particularidades en el consumo, tenga en cuenta todo tipo de relaciones
econémicas y sociales. En este sentido, a pesar de que algunas causas de la
desnutricion se explican en términos individuales o dentro del medio fami-
liar que los rodea, es necesario ampliar el marco de referencia del andlisis
de su dimensién macroecondmica, que comprenda los procesos bioldgicos
y sociales, como una via para encontrar las rafces de dicha problemitica.

SUMMARY

RELATIONSHIP BETWEEN HOUSEHOLD INCOME, EXPENSE AND
CONSUMPTION OF FOOD IN URBAN MARGINAL AREAS OF SONORA,
MEXICO

This research project in urban marginal areas of the City of Hermosillo in Sonora,
Mexico, analyzes certain socioeconomic factors taking into consideration the relation-
ship between household income, expense and consumption of food. The study is
based on information collected in a 24-hour recall survey carried out for all members
of the family, frequency of consumption of foods, and a socioeconomic questionnaire,
Expense and consumption of foods was divided into five different income groups and
into three classes of foods: basic foods, fresh meat and high-protein foods. The results
of the research study show a direct relationship beiween household income level and
expense and consumption of the foods. The income-elasticity of the demand of basic
foods was lower than that estimated for high-protein foods, and there was a marked
tendency to increase consumption of high-protein foods as family income increased.
More than 500/0 of the calories and proteins were obtained from the basic foods
froup, even though a large percentage of family food expense was destined for high-

Protein foods, The study concludes that more research is needed at a macroeconomic
level to understand the basic underlying causes of the nutritional problems.
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NUEVOS LIBROS

Ambiente, Nutricién y Desarrollo Mental. — Washington, D. C., Organiza-
cion Panamericana de la Salud, 1983, 80 p. (Publicacién Cientffica
No. 45) (ISBN 92 75 31450 0). Precio: EUA $7.00.

Este volumen recoge dos documentos de trabajo presentados en reuniones auspi-
ciadas. por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), que ponen al dia los
conocimientos sobre la influencia del ambiente y especialmente la desnutricion en el
desarrollo de las funciones intelectuales, El primero de ellos se intitula “Efectos de los
factores ambientales y nutricionales adversos sobre el desarrolio mental”, por el Dr.
Henry N. Ricciuti, de la Universidad de Cornell, Ithaca, Nueva York, EUA, y el segun-
do, “Malnutricion, desarrollo mental, conducta y aprendizaje”, por el Dr, Joaquin
Cravioto, Profesor y Director Cientifico del Instituto Nacional de Ciencias y Tecnolo-
gia de Salud del Nifio, Sistema Nacional para el Desarrollo Integral de la Familia, en
México. El tercer trabajo recopilado por la Organizacién, corresponde al Dr, Ernesto
Pollitt, y se intitula “Evaluacién de la conducta en los estudios sobre consecuencias
funcionales de 1a malnutricion: Descripeion de métodos”, El Dr. Pollitt es Profesor de
Nutricién y Ciencias de la Conducta en la Universidad de Texas, Houston, Texas, EUA.
Este trabajo fue recopilado por la Organizacidn, y analiza 1os problemas de evaluacién
de la conducta en los estudios sobre 1a relacion entre desnutricion y desarrollo.

Seguidamente, el Prefacio, escrito por el Director de la Organizaciéon Panamericana
de la Salud (OPS), Dr. Carlyle Guerra de Macedo, establece que “la diseminacion de
conocimientos en este campo cumple un doble propdsito: por una parte, obedece a un
mandato de los Cuerpos Directivos de la OPS que prescribe la preparacion de un
documento que ponga al dfalos conocimientos existentes sobre la influencia del medio
imbiente en la capacidad intelectual”. “Por otro lado, al hacer llegar a l1os trabajadores
de salud un recuento ponderado de los avances y limitaciones presentes en este campo,
abre el camino a intervenciones psicosociales y nutricionales, al alcance del adminis-
trador de salud piiblica”.

_ Este libro, asi como el que seguidamente se comenta, puede adquirirse de la Ofi-
Cina Sanitaria Panamericana, 525 Twenty-third Street, N. W., Washington, D. C.
20037, EUA. En Sudamérica, dirfjase a Biblioteca de Medicina y Ciencias de la Salud,
OPS, Rua Botucatu 862, Sao Paulo, SP., Brasil,

Diagnostico de la Salud Animal en las Américas. Washington, D. C., Orga-
nizacion Panamericana de la Salud (OPS), 1983, 282 p. (Publicacién
Cientifica No. 452) (ISBN 92 75 31452 7). Precio: EUA $8.00.
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Este interesante libro incluye un breve Prefacio, escrito también por el Director
de la Organizacién, Dr. Guerra de Macedo que, por su importancia, se cita textual-
mente:

“Al abordar el importante tema de la salud de los animales, que guarda estrecha
relacion con la salud humana, nos preocupan sus repercusiones en la produccion de
alimentos para la nutricion del hombre y en la prevencién, control y erradicacion de la
Z00nosis.

Asimismo, no podemos olvidar las grandes pérdidas causadas por las enfermedades
de los animales, que ejercen marcada influencia en el abastecimiento intemo y enlos
mercados externos proveedores de divisas. Todo esto tiene especial importancia para
América Latina y el Caribe, donde existe una estrategia para el desarrollo basada enla
integracion de recursos.

La persistencia de estados de subalimentacion y la alta prevalencia de desnutricion
en grandes grupos de la poblacién de 1as Américas son uno de los graves problemas que
enfrentan los paises, pese a los esfuerzos que hacen los Gobiernos. En nuestra Region
se observa la demanda creciente de una mayor cantidad de alimentos, debido no sola
mente al crecimiento vegetativo de la poblacion, que se mantiene con uno de los pro-
medios de crecimiento anual més altos del mundo, sino también como resultado de
mejoramiento del nivel de vida y desarrollo de los programas de educacién y de salud.

Se afirma que América Latina posee inmensas posibilidades para el desarrollo de
su ganaderfa, estimindose en mas de 500 millones de hectéreas la superficie forrajera,
cuya capacidad receptiva podrfa incrementarse notablemente mediante la aplicacion
de mejores pricticas de manejo. La produccion pecuaria es, en realidad, una de las
grandes riquezas del continente americano.

A pedido de los Gobiernos Miembros, la Organizacién Panamericana de la Salud
prepard este libro sobre el diagnéstico de la salud animal en las Américas. La infor-
macion reunida fue proporcionada por las autoridades nacionales y abarca los diversos
aspectos relacionados con la produccion animal. Estos datos son importantes para
orientar una planificacion méas adecuada en los diferentes campos de salud animal”,

Consta de un total de 11 Caprtulos intitulados como sigue: I. Panorama general
de las Américas. II. El sector pecuario. IIl. Enfermedades de los animales. 1V. Es-
taciones de cuarentena animal en las Américas. V. Directorio de bioterios. VI. Labo-
ratorios de diagnéstico veterinario en las Américas. VII. Legislacion en salud animal.
VIII. Recursos humanos veterinarios, IX. Escuelas de Medicina Veterinaria en las
Américas. X. Asociaciones profesionales de médicos veterinarios, y XI, Asociaciones
ganaderas. En cada uno de ellos se abordan innumerables aspectos de interés para 108
profesionales en este campo, y, en fin, material que constituye una valiosa fuente de
consulta. Los Capitulos, que cubren 150 péginas, se acompaiian de VII Anexos. El
primero de ellos se destina a la distribucién e importancia econémica de enfermedades
de los animales, por especie y paises, Region de las Américas, 1981. Los siete restantes
constituyen Directorios en las Américas, de estaciones de cuarentena animal; de biote-
rios de pafses; de laboratorios de diagnéstico veterinario; de Escuelas de Medicina Ve-
terinaria, y de asociaciones profesionales de médicos veterinarios y de asociaciones ge:
naderas, respectivamente,
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Controversial Nutrition Policy Issues. Giorgio R. Solimano, M. D., and
Sally A. Lederman, Ph. D. (Eds.). Springfield, Illinois, Charles C.
Thomas, Publisher, 1983, 442 p. Price: US$34.74 (ISBN 0-398-
04904-1).

The diverse articles in this volume analyze current international issues in public
health nutrition. Contributors consider determinants, synthesize information and,
where possible, draw conclusions. The book is divided into three sections. Food, Nu-
trition and Development discusses such topics as self-reliant development cash cropp-
ing, the green revolution in Brazil and in India, malnutrition in peripheral countries,
China’s approach to food problems, U.S, food aid as a foreign policy instrument, and
drought, Regulatory Problems in Food and Nutrition examines the issues of saccharin
and polychlorinated biphenyls (PCBs), dietary goals for the US, and RDA’s for
pyridoxine. The final section, Nutrition and Disease, considers the dietary prevention
of heart disease, the controversy over large doses of vitamin C, breast feeding versus
formula, child nutrition, the role of iron in host-agent intercations, “benign” para-
sitosis, and alcohol consumption of the American Indian.

All persons interested in obtaining it should address their request to Charles C.
Thomas Publisher, 2600 South First Street, Springfield, Illinois 62717. This must
include remittance (US currency) and be accompanied by your name, confirming
signature, department, address, city, state and zip code.






NOTAS

APERTURA, EN 1983, DE CURSO CONDUCENTE A MAESTRIA EN
SALUD PUBLICA CON PARTICULAR ENFASIS EN NUTRICION
Escuela de Salud Piiblica, Universidad de Columbia, New York, N, Y.,
Estados Unidos de América

Este sera auspiciado por la citada Escuela, Division de Salud Poblacional y Fami-
liar de la Universidad de Columbia, en colaboracién con el Instituto de Nutricion Hu-
mana., Su propésito es contribuir al estudio de los problemas nutricionales y de salud
piblica que se enfrentan tanto en los Estados Unidos como en paises extranjeros, En
términos generales, el programa de estudios contempla la ensefianza, investigacion y
asistencia técnica en el campo de la nutricion en salud piiblica.

A partir de este aiio, el Programa ofrece el grado de M.P.H. con especializacién
en Nutricion, para la capacitacion en nutricion de profesionales procedentes de paises
desarrollados y subdesarrollados,

Segiin establecen los requisitos de admision, los candidatos deben tener una licen-
ciatura cursada en una universidad reconocida, y enviar el puntaje del Graduate Record
Examination o su equivalente. Todos los estudiantes cuyo idioma nativo no sea el
inglés deberdn tomar el examen TOEFL. Se estima altamente deseable también que
cuenten con experiencia profesional en materia de nutricion o en un campo relaciona.
do con la salud. :

La concesion del titulo establece que el estudiante complete 45 créditos de estu-
dics académicos, mas uno de trabajo prictico. Es factible que un estudiante a tiempo
completo se haga acreedor al titulo en el término de 12 a 15 meses, dependiendo del
tipo de trabajo prictico cumplido. Este consiste de cuatro meses de experiencia de
campo ajustado a las necesidades e intereses de los candidatos a obtener su M.P H,

Los cursos requeridos son: Bioestadistica, Ciencias Ambientales, Epidemiologfa,
Administracién en Salud, y Ciencias Médico-Sociales. Es posible que los estudiantes
que no estin familiarizados con la terminologia médica necesiten cumplir también un
Curso basico de conocimientos médicos,

_ Para adquirir el titulo de M.P.H. en Nutricion, las asignaturas a cursar incluyen:
Alimentos y Nutricion; Perspectiva de 1a Salud Piblica; Perspectivas de Temas de Salud
®n Relacion con la Familia y la Poblacién; Nutricion Bisica; Nutricion Clinica; Creci-
m"}nto y Desarrollo; Nutricion en la Entrega de Servicios de Salud; Programas Comuni-
tarios en Nutricion, y Disefio de Investigacién, Interpretacién y Andlisis.
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Los interesados que requieran ayuda financiera deberin dirigirse al Financial Aid
Office of the School of Public Health a fin de recabar informacion sobre becas y prés.
tamos. A los estudiantes extranjeros se aconseja que los arreglos de fondos de estudio
se tramiten en los respectivos paises de origen, o bien a través de organismos intema.
cionales.

Para mayor informacion sobre el particular, se recomienda dirigirse a: Giorgio
Solimano, M. D., Center for Population and Family Health, Columbia University, 60
Haven Avenue, New York, N. Y. 10032, USA.

SIMPOSIO SOBRE DIETA Y COMPORTAMIENTO: UNA EVALUACION
MULTIDISCIPLINARIA
Sheraton National Hotel, Arlington, Virginia
27 a 29 de noviembre de 1984

Este evento se llevard a cabo bajo el patrocinio conjunto de la American Medical
Association (Unidad de Nutricion y Alimentos); el International Life Sciences Institute
(ILSI), y The Nutrition Foundation, Inc.

Organizado a modo de un foro interdisciplinario, persigue como objetivos: 1.
Examinar los datos existentes en cuanto a los efectos de la dieta en el comportamiento,
2. Discutir y evaluar metodologias para evaluar el comportamiento, la ingesta de nu-
trientes y sus interacciones, y 3. Recomendar estrategias orientadas a mejorar la inves
tigacion relacionada con la dieta y el comportamiento.

A grandes rasgos, el programa de actividades contempla los rubros siguientes:
efectos de los alimentos y nutrientes en la funcion cerebral; efectos de los alimentos y
nutrientes en el comportamiento; y estrategias a seguir para mejorar la investigacion al
respecto. Cada uno de estos renglones, por supuesto, ahonda en los temas contem-
plados.

Asistirdn al Simposio médicos, nutricionistas, dietistas, cientfficos en alimentos,
crimindlogos, educadores, funcionarios piiblicos, socidlogos, dentistas, enfermeras, y
psicologos.

Los interesados pueden obtener mayor informacion al respecto, dirigiéndose a:
Diane H. Morris, Ph.D., R. D., American Medical Association, 535 North Dearborn
Street, Chicago, linois 60610, USA.

XIII CONGRESO INTERNACIONAL DE NUTRICION
Brighton, Inglaterra, Reino Unido
18 a 23 de agosto de 1985

Este importante Congreso ha sido auspiciado por la Unién Internacional de Cien-
cias de la Nutricion, y serén los anfitriones los siguientes: The Royal Society y The
Nutricion Society del Reino Unido. Actuari como- Presidente Sir Kenneth Blaxter
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FRS. Asimismo, el Comité Ejecutivo lo presidira el Dr. D. J, Naismith, y estar inte-
grado por otras distinguidas personalidades.

El Brighton Centre es el lugar seleccionado para las sesiones plenarias, sesiones de
poster y exhibiciones, y registro, mientras que las sesiones cientificas se celebrarin en
Ja Universidad de Sussex, situada a cuatro millas del centro de Brighton., El propio
Comité Organizador del Congreso facilitara servicio de transporte a los participantes.

El programa cientifico hard énfasis en la investigacion cientffica actual de princi-
pal significancia, y presentara resultados actualizados en campos de interés del topico
nutricién humana y animal, mediante discursos de fondo, que dictarin autoridades
mundiales sobre temas de amplio interés. Ademds, se desarrollarin diversos simposios,
coloquios, y también habrd presentacion de comunicaciones originales en forma de
posters. Se invita a los interesados el envio de topicos para el desarrollo de los talleres
de trabajo que integrarin grupos de discusiones designados para abordar un problema
especifico y emitir recomendaciones. Estas serin resumidas por el Presidente y es posi-
ble que se publiquen.

Para mayores datos al respecto, se sugiere a los lectores dirigirse a: Dx. M, I, Gurr,
¢fo Conference Clearway Ltd. Conference House, 9 Pavillion Parade, Brighton BN2 1
RA, U. K.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

A. CONTRIBUCIONES A LA REVISTA

La Revista publica Editoriales, Articulos Generales, Trabajos de Investigacion y de
Nutricion Aplicada, y Cartas al Editor. Para su aceptacion, las diversas contribuciones
deben tratar temas de nutricion humana o animal, ciencia y tecnologia de alimentos,
factores socioecondmicos, de orden antropoldgico o cultural, relacionados con la nutri-
cion humana.

1. Los Articulos Generales son revisiones criticas sobre algin tema de interés en el
campo de la nutricion y ciencias afines, o discusiones generales que contengan criterios
propios o recomendaciones de aplicacion practica, debidamente respaldadas por argu-
mentos validos.

2. Los Trabajos de Investigacion se refieren a los resultados de estudios de experimen-
tacion llevados a cabo hasta el punto que permite la deduccion de conclusiones vilidas.

3. Los trabajos de Nutricion Aplicada conciernen a la implementacion de medidas
basadas en la investigacion, cuya finalidad es mejorar el estado nutricional de nuestras
poblaciones,

4. Las Cartas al Editor son notas cortas, de un maximo de 3 péginas, sobre temas de
interés general u observaciones o criticas sobre alguna contribucion publicada en la
Revista,

B. NORMAS PARA LA ELABORACION DE MANUSCRITOS

L Las diversas contribuciones deben ser originales, a maquina, a doble espacio y en
triplicado.

2. Los trabajos seran remitidos al Editor General de 1a Revista después de haber sido
cuidadosamente revisados por el autor.

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

4. No se aceptarén trabajos que, a juicio del Editor General, ocupen desproporciona-
do espacio,

C. ORGANIZACION DEL MANUSCRITO
Se recomienda organizar cada manuscrito como sigue:

L Tiulo
La primera pégina del manuscrito debe contener el titulo completo del trabajo en
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mayisculas, nombre completo y apellido del autor, institucion de origen con letras ini.
ciales maydsculas y el resto en miniscula. (En la pigina siguiente debe indicarse &
cargo que cada autor desempefia, identificindolos debidamente).

2. Resumen en el idioma original del articulo

Este debe ser informativo, presentado en hoja separada del texto, y preparado en
forma clara y concisa para el lector que no ha lefdo el texto del articulo. Debe especi.
ficar también el propdsito, método, resultados importantes y principales conclusiones,

3. Introduccion

Debe indicar claramente el objetivo o hipdtesis de la investigacion y sus relaciones
con la nutricién y otros trabajos existentes, evitindose largas revisiones bibliogrificas,

4. Material y Métodos

La descripcién de los materiales debe hacerse en forma concisa. Cuando las técni-
cas o procedimientos utilizados hayan sido publicados, deberin mencionarse, e incluir
sdlo los detalles de técnica que representan modificaciones substanciales del procedi-
miento original. Cuando se utilicen términos locales o regionalismos, éstos deberdn
ser aclarados mediante su denominacion cientfifica o de uso general.

5. Resultados

Estos se presentaran en lo posible en Tablas y/o Grificas que serin respaldadas
por célculos estadfsticos, evitando la repeticién de datos y seleccionando la forma que
en cada caso resulte adecuada para la mejor interpretacion de los resultados. Si hubie-
ra subdivisiones ellas se encabezaréin con un subtitulo.

a) Las gréficas e ilustraciones deberin ser presentadas en fotograffas de papel
brillante, no montadas, y llevar el nombre del autor y el nimero correspondiente en e
dorso, Cuando sea necesario deberi sefialarse la parte superior e inferior de la gréfica.

b) En caso de dibujos o esquemas, éstos serdn realizados en tinta negra en papel
de buena calidad. La ubicacién de cada grifica deber4 indicarse, a 14piz, al margen del
texto original. Los simbolos deberin especificarse en la propia gréfica.

c) Los ejes (coordenadas) de las ilustraciones deben tener una indicacion clave
del fendmeno que representan, as{ como de las unidades de medida.

d) Cada gréfica o ilustraciéon deberd identificarse con la leyenda respectiva ¥
contar con los datos imprescindibles para su interpretacion.

e) Las tablas deben numerarse seglin su orden de presentacion en el textoy 5
entregardn en hojas aparte.

f)  Cada tabla debe contener un breve t{tulo que indique claramente su conteni-
do. Las aclaraciones a las tablas deben hacerse mediante notas al pie, y se identificardn
con letras mintisculas consecutivas colocadas como post-fijo superior en la cifra o valor
correspondiente., Los encabezamientos de las columnas deben ser cortos o abreviados,



VOL. XXX1V {(JUNIO, 1984) No. 2 419

incluyéndose, en nota al pie, una aclaracién en caso necesario. Las lineas horizontales
deben reducirse al minimo y nunca usar las verticales.

g) En cada columna se indicard claramente la medida usada, por ej., mg/g, etc.
Para concentraciones no se debe usar la expresién O/o sino, por ej. g/100 g 6 mg/100
ml. Se deben indicar con claridad todas las pruebas estadisticas usadas. Las tablas de-
ben tener toda Ia informacién necesaria para su interpretacion.

h) No debe presentarse simultineamente el mismo material experimental en
forma de tablas y graficas,

6. Discusion

Debe ser breve y restringirse alos hechos significativos del trabajo. Es recomenda.
ble usar subtitulos en las diversas secciones del manuscrito, indicando las diferentes
materias fratadas. En caso que, a juicio de los autores, 1a naturaleza del trabajo lo per-
mita, puede hacerse una discusion de los resultados inmediatamente después de su

expresion, bajo el titulo general de RESULTADOS Y DISCUSION. Lo expresado en
los incisos a) a h) en 1a seccion precedente, aplican igualmente a esta seccion.

7. Resumen en inglés

Todo trabajo deberd acompanarse de un resumen en inglés, si el trabajo original
fuese en espafiol, francés o portugués, Si el trabajo es en inglés, este resumen debe
presentarse en espafiol. El titulo del trabajo también debe redactarse en inglés.

8, Agradecimiento (silo hubiere)

9, Citas bibliogrdficas y Bibliografia

Las citas bibliogrificas se indican con niimeros aribigos en el texto, entre parén-
tesis y por orden de aparicion, no por orden alfabético de autores,

Para la Seccion Bibliografia, al final del trabajo, aplican 1as mismas normas y serén
Presentadas de acuerdo a los siguientes ejemplos:

a)  De revistas:

Liendo Coll, P, & J. M. Bengoa. Necesidades caldricas de l1a poblacién vene-
zolana, Arch. Venez. Nutr., 5:39-50, 1954.

b)  Delibros:

Gomez, P., F. Silvio & R. Gamora. Los Aminodcidos en Alimentos. Caracas,
Ed. Futura, 1972, p. 30.

¢)  De libros sin autor individual:

Associacion of Official Agriculturas Chemist. Official Methods of Analysis
of the AOAC. 12th ed, Washington, D. C., The Association, 1975, p. 30
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d) De un artfculo o capitulo 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 citas 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 minimo. Cuando su inclusién
sea necesaria debera indicarse su orden de aparicion en el texto mediante nimeros ar4.
bigos, consecutivos colocados como post-fijo superior. (Estas notas se redactan, debi.
damente identificadas, en la 2a. hoja del manuscrito, después de la identificacion de
los autores).

11. Abreviaturas y siglas

Se deben usar las abreviaturas aceptadas internacionalmente (American Chemical
Society, Journal of Nutrition, British Journal of Nutrition). En caso de utilizarse siglas
poco comunes, que se repitan frecuentemente en el manuscrito, deberén indicarse
completas la primera vez que se citan, seguidas de la sigla entre paréntesis. De prefe-
rencia, deberdn 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 Union Internacional de Ciencias de la Nutri-
cion (IUNS) para vitaminas y otros nutrientes. En las unidades de medicion se em-
pleari el Sistema Métrico Decimal. Para las unidades de energra se usarin calorfa (Cal)
o Joules (J) indiscriminadamente.

13. Resultados numéricos

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

D. SEPARATAS

El costo de las separatas o sobretiros de los trabajos es de US$3.00 por pagina de
50 separatas. El autor (es) deberd notificar a la Oficina Editorial el nimero de separa-
tas deseado tan pronto se le informe que su trabajo ha sido aceptado.
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E. CARGO POR PAGINA

La revista es un érgano de divulgacion cientifica sin fines de lucro y es mantenida
fundamentalmente con donaciones. Sin embargo, a los efectos de contribuir con lps
gastos de publicacién, la Asamblea General de la SLAN ha creado un cargo de US
$10.00 por pégina de trabajo publicado. La Oficina Editorial puede considerar una
reduccion por concepto de cargo por pagina previa solicitud expresa dirigida en ese
sentido por el autor (es).
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