Volumen 48. N24. Diciembre 1.998

AARCHIVOS

Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricidn

LATINOAMERICANOS

Continuacion de Archivos Venezolanos de Nutricion



ALAN-VE ISSN 0004-0622
Depésito Legal: pp 199602DF83

Archivos Latinoanericanos de Nutricion (ALAN) es editado como 6rgano oficial de la Sociedad
Latinpamericana de Nutricién (SLAN), para la divulgacién de conocimientos en el campo de la alimenta-
cién y de la nutricién principalmente en el Hemisferio Americano. En sus pdginas se acogen manuscritos
en espafiol, inglés, portugués y francés, tanto de miembros como de aquellos que no sean miembros de la
Sociedad, y de cualquiera de las siguientes categorfas:

1. Trabajos generales (revisiones cientificas criticas); 2. Trabajos de investigaci6n (originales); 3. Trabajos
de nutricién aplicada (resultados analiticos de programas de intervencién y discusién de recomendaciones
de aplicacion préctica), y 4. Cartas al Editor (comentarios cortos de interés general o relacionados con
resultados o conceptos cientificos publicados previamente en Archivos).

Archivos Latinoamericanos de Nutricién (ALAN) is the official publication of the Sociedad Latinoame-
ricana de Nutricién (SLAN), for the dissemination of knowledge in the fields of food and nutrition,
principally throughout the American Hemisphere. Articles in Spanish, English, Portuguese and French are
accepted, both from the Society members and from nonmembers, in the following categories: 1. General
articles (critical scientific reviews); 2. Research articles (originals); 3. Papers in applied nutrition
(analytical results from intervention programs and discussion of recommendations of practical application),
and 4. Letters to the Editor (short comments of general interest or about scientific facts and concepts
previously published in Archivos).

Direccién: Archivos Latinoamericanos de Nutricion
Apartado 62.778. Chacao.
Avenida Francisco de Miranda
Caracas 1060. Venezuela, S.A.
Fax (58-2) 284.85.43

ENTIDADES PATROCINANTES

4 . Fundacién CAVENDES I
Caracas, Venezuela

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

. INSTITUTO NACIONAL DE NUTRICION. Venezuela

. CONICIT. Venezuela

. KELLOGG’S América Latina

. PRODUCTOS ROCHE. América Latina

. Fundacién POLAR

. Protein Technologies International

Caracas, Venezuela

. Centro de Atencion Nutricional Infantil Antimano.CANIA
. Alimentos LE BISCUIT C.A.
L PARMALAT de Venezuela
. BASF Venezolana S.A.
. Savoy Brands Venezuela, C.A.
. Cadipro Milk"Products, C.A.
\ . ADM Protein Specialties J

Bajo la responsabilidad del Capitulo Venezolano de la Sociedad Latinoamericana de Nutricién



Archivos Latinoamericanos de Nutricion

Organo Oficial de la
Sociedad Latinoamericana de Nutricion

VOL 48 DICIEMBRE 1998 N° 4

Contenido
Paginas
ARTICULOS GENERALES

Programas y politicas referentes al déficit de crecimiento. (Repercusiones de una linea de investigacién
realizada en Chile)
Hugo Amigo, Patricia BUSLOS .......cocoiviiieieiii ettt ettt s 281

TRABAJOS DE INVESTIGACION
Bioquimica Nutricional

Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on rat brain plasma membrane fatty acid composition

O. Angulo-Guerrero and R.R. OLAT .....c.c.coereueuiieniiriricretse e eiesent sttt a et aestsse e e s s ase e seeesscasaseseasnsesssees 287
Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on adenylate cyclase, 5’nucleotidasa and NatK*-ATPase

activities in rat brain-plasma membrane

Ofelia Angulo-Guerrero and R.R. QLA ......cccvvvivveieininiriisercteeiie s ressesesrersesasassesesassssesesesessesesersssasssessesonesees 293
Efeito do feijao preto (Phaseolus vulgaris, L.) sem casca na reducio do colesterol sangiiineo de ratos
hipercolesterolémicos

Carla O.B. Rosa, Neuza M. Brunoro Costa, Paulo F.G. Leal, TAnia T. OlIVEITa ....ccovvvvvveveieviineeiieceeeeieeeeeeeeeveeneens 299
Efeito dos feijoes (Phaseolus vulgaris, L.) preto, carioquinha e vermelho na reduc¢io do

colesterol sangiiineo de ratos hipercolesterolémicos

Carla O.B. Rosa, Neuza M. Brunoro Costa, Renato M. Nunes, Paulo F. G. Leal .......ccoovivveeerreeeeseeeereseeeere e 306



Avaliaciio da qualidade nutricional da proteina da folha de mandioca combinada com a caseina

pela reacio de plasteina

Maria do Carmo Gouveia Peluzio, Luiz Carlos Guedes de Miranda, George Henrique Kling de Moraes,

LUCIAN0 ESIEVES PEIUZIO ...o.voveeveeieirteriiieniiie st rere sttt et et e et enseenesas e sae e e st oibe bt et b b s e bent et eaessustesbesteneasaesuesennenaens 311
Efecto de la ingestion de nopal crudo y cocido (Opuntia ficus indica) en el crecimiento y perfil de

colesterol total, lipoproteina y glucosa en sangre de ratas

Marfa Luisa Cdrdenas Medellin, Sergio O. Serna Saldivar, Jesis Velazco de la Garza ..............ccecveveeiecreiivencnnn, 316

Ciencia de Alimentos

Evaluacién quimico-nutricional de Sorghum saccharatum var. sugar drip. Estudio de complementacion con
proteina de lactosuero

Mirta L. de Arellano, José A. Cid, Isabel T. Gimenez, Sara MucCiarelll ........cooevvecvvvveeievneeeeineeierreneenneeereeeeenesnes 324
Efecto de la coccion sobre la composicién quimica y valor nutricio de la semilla de Pithecello bium

[flexicaule (Bent)

Ma. Guadalupe Alanis Guzman, Mario Rafael Gonzéalez Quijada, Roberto Mercado Hernandez ............c..c.c..c....... 328
Enzymatic determination of soluble and insoluble dietary fiber in rice and wheat bran

Alex Augusto Gongalvez, Eliana Badiale-Furlong, Leonor Almeida de Souza-Soares, Simone Treibs Siervs ........ 334
Avaliacdo da composicio em aminoacidos de Pleurotus spp. cutivados em folha de bananeira

Marcia Regina T. de Camargo Ranzani, Gilma L. STUIION ..c.cooiviiniiiiecicenceeereeeee et 339

Tecnologia de Alimentos

Mejoramiento de la calidad nutricional de pan tipo francés
Hugo Diego Sanchez, Carlos Alberto Osella, Maria Adela G. de 1a TOITE ....ooevviveiviccinenienie et 349

LatinFoods. Composicion de Alimentos

Fatty acid composition of beef, pork, and poultry fresh cuts, and some of their processed products

Consuelo Araujo de Vizcarrondo, Fanny/Carrillo de Padilla, Eduardo Martin G. .......cccoooveeiieveeieneiceee, 354
Composicién quimica de tres cepas mexicanas de setas (Pleurotus ostreatus)

Mayela Bautista Justo, Ma. Guadalupe Alanis Guzman, Elvira Gonzélez de Mejia, Carlos L. Garcia Diaz ............ 359
INFORMACION PARA LOS AUTORES ..ottt sttt ettt saee st ene s et ne 364
INDICE GENERAL DEL VOLUMEN 48, 1998 ......c.ooooiiiiieeeeeert ettt et ettt 371
INDICE DE AUTIORES .......coiiiiiiiiiee ettt ettt et st st s s te et e st et sseseese s sessetoasertenesaseseesesesenseneen 375



Archivos Latinoamericanos de Nutricion

Official Publication of the
Latin American Society of Nutrition

VOL 48 DECEMBER 1998 N°4
Contents
Pages
GENERAL ARTICLES
Programs and politics towards growth deficit. (Consequences of a line of research carried out in Chile)
Hugo Amigo, PatriCia BUSEOS ......covvteceerreretitiinirietitstesne ittt es s st b s ss s e s e sea s ss st s et st sebsa b e sesesess b 281
RESEARCH PAPERS
Nutritional Biochemistry
Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on rat brain plasma membrane fatty acid composition
O. Angulo-Guerrero and R.R. OlIAIT ............oocemmmrirmirieciiiereeeent et sr s s r e bbb 287

Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on adenylate cyclase, 5’nucleotidasa and NatK+-ATPase
activities in rat brain-plasma membrane

Ofelia Angulo-Guerrero and R.R. OHATL .....c.ccoieieviiiieiiiiiicietce et s

The cholesterol-lowering effect of black beans (Phaseolus vulgaris, L.) without hulls in
hypercholesterolemic rats

Carla O.B. Rosa, Neuza M. Brunoro Costa, Paulo F.G. Leal, TAnia T. OliVeira ......cccccovveivrerirreccerenserereeesreeniananne

The cholesterol-lowering effect of black, carioquinha and red beans (Phaseolus vulgaris, L.)
in hypercholesterolemic rats

Carla O.B. Rosa, Neuza M. Brunoro Costa, Renato M. Nunes, Paulo F. G. Leal ...........ccccocvvvceeriicieeerececrenn

Nutritional evaluation of protein quality of cassava leaf combined with casein by plastein reaction
Maria do Carmo Gouveia Peluzio, Luiz Carlos Guedes de Miranda, George Henrique Kling de Moraes,

LUCIANO ESLEVES PEIUZIO ...ocvveveiriicveeeriiecreeticeeentestientces st essestesssessesstessessessesssonssssssasssnssssanesasessesnsasnsesssessesnsesssesneen



Effect of raw and cooked nopal (Opuntia ficus indica) ingestion on growth and total cholesterol,

lipoproteins, and blood glucose in rats
Maria Luisa Cardenas Medellin, Sergio O. Serna Saldivar, Jests Velazco de laGarza .........cooevvvviceviiiinicnincninnne 316

Food Science

Chemical nutritional evaluation of Sorghum saccharatum var. sugar drip. A supplementation study with

proteins

Mirta L. de Arellano, José A. Cid, Isabel T. Gimenez, Sara Mucciarelll ..........cccoocevveeieneinicciiiiinice e 324
Effect of cooking on the chemical and nutritional value of the Pithecello bium flexicaule (Bent) seed

Ma. Guadalupe Alanis Guzman, Mario Rafael Gonzdlez Quijada, Roberto Mercado Herndndez .............ccccvevee..e. 328
Enzymatic determination of soluble and insoluble dietary fiber in rice and wheat bran

Alex Augusto Gongalvez, Eliana Badiale-Furlong, Leonor Almeida de Souza-Soares, Simone Treibs Siervs ........ 334
Amino acid composition evaluation of edible mushrooms (Pleurotus spp.) cultivated on banana leaves

Marcia Regina T. de Camargo Ranzani, Gilma L. STUTTION ...cocoveiieiiiniinerrcntnienie sttt 339

Food Technology

Nutritional improvement of French type bread
Hugo Diego Sanchez, Carlos Alberto Osella, Maria Adela G. de1a TOITE ......ooviviveierireereneeeee e 349

LatinFood: Food Composition

Fatty acid composition of beef, pork, and poultry fresh cuts, and some of their processed products

Consuelo Araujo de Vizcarrondo, Fanny Carrillo de Padilla, Eduardo Martin G. ......cc.ocoovvveeevieniniinnenicene e 354
Chemical composition of three Mexican strains of Pleurotus ostreatus

Mayela Bautista Justo, Ma. Guadalupe Alanis Guzmadn, Elvira Gonzélez de Mejia, Carlos L. Garcia Diaz ............ 359
INFORMATION TO AUTHORS ...ttt et e st bbb ese s e ns 364
GENERAL INDEX OF VOLUMEN 48, 1998...........ccococvivitiiiecttnetetee it evetesse et ebe e s s s sasetesassssesessensens 371
AUTHOR INDEX ..ottt ettt s bats s st os e bt e s et b e s e st s bessebesesenrssbebesassstersansssesensassrsssins 375



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

Vol. 48 N° 4, 1998

Programas y politicas referentes al déficit de crecimiento.
(Repercusiones de una linea de investigacion realizada en Chile)

Hugo Amigo y Patricia Bustos

Centro de Nutricién Humana, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago de Chile

RESUMEN. Esta comunicacién plantea sugerencias para progra-
mas y politicas referentes al déficit de crecimiento en estatura,
basadas en el enfoque de las estrategias sociales y en los resultados
de una linea de investigaci6n realizada en escolares chilenos.
Estos resultados indican que el déficit de talla se concentra en grupos
sociales de nivel socioeconémico bajo y que los principales factores
de riesgo estédn relacionados con la baja estatura de los padres, el
haber presentado una historia de enflaquecimiento o desnutrici6n,
talla baja al nacer y bajo ingreso per-cépita. Este déficit de crecimien-
to es de inicio precoz, ocurre fundamentalmente antes de los dos afios
de vida y como consecuencia se observa que los nifios bajos prove-
nientes de zonas de alta vulnerabilidad social presentan menor
rendimiento escolar.

Las sugerencias consideran la orientacién que deberfan tener las
politicas sociales, la seleccién de beneficiarios, contenidos de los
programas, gestién, inconvenientes y desafios, menciondndose: -
Que las politicas sociales deben tener objetivos de base amplia que
permitan que los beneficios alcancen prioritariamente a los grupos
marginalizados, que deben formularse programas focalizados que
incluyan: atencién prenatal oportuna de mujeres con perfil de riesgo
de un recién nacido con retraso de crecimiento intrauterino, promo-
ciéndel crecimientoinfantil, suplementacién alimentaria, fortificacién
de alimentos y fomento de actividad fisica. - En la ejecucién de
programas, el Estado debe mantener un rol basico en la promocién y
fiscalizacién de ellos, en la regulacién de los aportes privados y en el
fomento de la participacién de la comunidad organizada y solidaria.
- Se alerta sobre las restricciones que actualmente se observan en el
rol del Estado y la falta de evaluacién de las intervenciones. En
relacién a los desafios, seria deseable la integracién regional e
internacional en relacién al intercambio de recursos humanos y
generaciones del conocimiento y finalmente se debe conseguir la
complementaridad de 1as acciones para que el nifio desarrolle todo su
potencial de crecimiento.

Palabras clave: Programas nutricionales, déficit de crecimiento,
escolares.

CONSIDERACIONES GENERALES

Con el propésito de entregar sugerencias paraintervencio-
nes destinadas a que el nifio desarrolle todo su potencial de
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SUMMARY. Programs and politics towards growth deficit.
(Consequences of a line of research carried out in Chile). This
communication offers suggestions for programs and policies in
relation to stunting within the infant population. The proposal is
based on current social strategies and the results of research carried
out on Chilean school children.

These results indicate that height deficit is concentrated in sectors of
the population belonging to low socio-economic levels, and the risk
factors are related to the small stature of their parents with a record
of undernutrition, small size at birth and low per capita income. This
deficit begins early, occurring mainly before the child’s second
birthday and as a consequence is reflected in below average
performance at school of those children living in areas of social
vulnerability.

Suggestions offered take into account the orientation that should be
considered for social policies, the selection of beneficiaries, program
contents and management and problems that need to be overcome.
Among these, the following issues are highlighted: - That the social
welfare programs designed to combat stunting in the infant population
should have, as a priority objective, the aim of benefiting sectors of
the population most at need. It is vital to include in these programs:
adequate pre-natal care of women with a high risk profile of giving
birth to a child with intrauterine growth retardation; promotion of
child growth; food supplementation and/or fortification, and
improvement of physical fitness. - The government should play a
leading role in the promotion and management of these programs, in
the regulation of private sector involvement, as well as promoting
local community participation. - Warnings are given about the
inadequacies of present goovernment social welfare policies related
to infant nutrition, and the lack of research carried out into the
effectiveness of current programs. In relation to future aims, we
wouldlike to see more emphasis putinto the integration of international
and regional intervention programs aimed at combating infant
undernutrition. This would include sharing resources and collectiong
information related to the problem. Finally, all these actions should
be aligned and focused on the principal aim; allowing children to
reach their full growth potential.

Key words: Nutritional programs, growth deficit, school children.

crecimiento es necesario considerar la evolucién de los prin-
cipales indicadores relacionados con su déficit y las caracte-
risticas de las estrategias de desarrollo social.

Los indicadores que miden la situacién materno-infantil
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hanlogrado avances importantes, lo que es evidente a partir de
los afios sesenta, observdndose que la mortalidad infantil ha
disminuido desde 85,2% en 1960-1965 hasta 47% en el
quinquenio 90-95 (1), destacando que tres paises de laregién
presentan valores inferiores a 15 (Costa Rica, Cuba y Chile)
2).

El bajo peso al nacer, indicador indirecto del estado
nutricional materno y predictor de la morbi-mortalidad infan-
til, muestra también una tendencia favorable existiendo una
claradisminucién hasta 1992 aunque ha sidomenos acentuada
estos Gltimos afios. Se debe mencionar que en algunos paises
se han alcanzado cifras inferiores al 7,0%, con valores seme-
jantes a los observados en los paises desarrollados (3).

La desnutricién infantil, medida por el indicador peso/
edad, ha descendido y en algunos lugares se han observado
valores infertores a los esperados de acuerdo a la referencia
NCHS/OMS (4), sin embargo en la mayoria de los paises de
laregidn existen altas prevalencias de déficit de talla paraedad
y éste es especialmente frecuente en lugares donde habita la
poblacién de nivel socioeconémico bajo (5).

Los paises, en que se ha observado una mejoria de la
situacién nutricional, son los que han presentado altas tasas de
crecimiento econdmico por un periodo constante. Debe desta-
carse que cuando este crecimiento ha ido acompafiado por un
aumento de los ingresos de los mds pobres la sifﬁ::ién
nutricional ha mejorado ain mds (6), aunque todavia persisten
sectores poblacionales marginalizados del progreso y de sus
beneficios.

Algunos gobiernos han logrado éxito en la lucha por
superar la pobreza, conciliando el crecimiento econémico con
reduccién del desempleo e inflacién y en menor medida
redistribucién del ingreso, aunque los progresos han sido
inferiores a lo esperado (7). Para continuar mejorando las
condiciones de la poblacién materno infantil deberadn hacerse
esfuerzos todavia mds originales en que se les confiera la
debida proteccién a los sectores mds desposeidos.

Las sugerencias que aqui se indican se desprende de los
resultados de una linea de investigacién que se inici6é en 1991
en Chile y que ha estudiado la dimensién del déficit de
crecimiento (en sectores de pobrezarural y urbana asi como en
el nivel socioeconémico medio-alto), sus factores
condicionantes y algunas consecuencias. Estos comentarios
también han considerado las tendencias y desafios de las
estrategias sociales para mejorar la condicién de los sectores
mds postergados. ’

RESULTADOS

Esta linea de investigacién consta de varios estudios que
tuvieron bdsicamente cuatro fases: medicién de escolares de
seis a ocho afios, andlisis de los factores de riesgo y prot‘éccién
asociados al déficit de crecimiento, construccién de curvas de
crecimiento de estos escolares y algunas consecuencias de
este déficit.

Dimension del problema

En los estudios realizados, se evaluaron 10309 escolares
de primer y segundo afios bdsico provenientes de escuelas
municipales de comunas urbanas y rurales pobres asi como
2770 nifios de colegios particulares de nivel socioeconémico
(NSE) medio-alto, de Santiago. En uno de los estudios se
midi6é adicionalmente a los progenitores de los escolares
completandose 525 parejas de padres en ¢l NSE bajoy 420 en
el medio-alto.

Prevalencia del déficit de crecimiento: En €]l NSE bajo la
prevalencia de déficit de estatura segiin la edad (inferior a
menos 1 puntaje z) fue alrededor de 30% (8,9), que contrasta
con un 8% encontrado en el NSE medio-alto. Lo anterior
confirma lo pertinente que es ejecutar intervenciones para
disminuir las altas prevalencias de déficit en el NSE bajo. El
que en el NSE medio-alto, las cifras de déficit sean menores a
lo esperado, segin lo establecido por el patrén de referencia
NCHS/OMS, indicaria que las condiciones ambientales satis-
factorias favorecen un crecimiento éptimo (10).

Comparacion de estatura entre padres e hijos: El prome-
dio de estatura de las madres de nifios de NSE bajo, fue 6,1 cm
menor que la de las madres del NSE medio-alto, diferencia
que alcanzé alos 7,4 cm en los padres (p<0.001). La adecua-
cién de estatura (media en puntaje z) es significativamente
mejor en los hijos que en sus padres en el nivel social bajo: asi
estos escolares estdn creciendo (a esta edad) casi una desvia-
ci6n estdndar mas que sus padres, lo que es alentador. Los
escolares de nivel medio-alto crecen en forma semejante a sus
padres lo que daentender que en este nivel social, el potencial
de crecimiento se expresa totalmente (11).

Factores condicionantes de talla baja

Ladeterminacién de factores de riesgo, se realizé median-
te disefios de tipo caso-control, en que se consideré caso a
aquellos escolares de seis a ocho afios que tenfan un déficit de
talla/edad entre menos 1 y menos 3 puntajes (pje) z de la
mediana del patrén antropométrico y controles (estatura nor-
mal) alos escolares de igual edad cuya estatura se situaba entre
mds 0 menos medio pje z. ]

Mediante andlisis multivariados se determind que los
principales factores biol6gicos asociados a déficit de creci-
miento (en ambos niveles sociales), son la baja estatura de los
padres, el haber presentado una historia de enflaquecimiento
y/o desnutricién y la talla baja al nacer (8,12).

De los factores sociales identificados se debe mencionar,
el bajo ingreso per-cdpita, a la inversa, al tener un ingreso
suficiente constituye factor protector. Laembriaguez de algin
miembro de la familia, ausencia de previsién en salud y
lactancia materna de corta duracion también constituyen fac-
tores de riesgo significativos (13).

En el NSE medio-alto, se constaté un limitado nimero de
factores asociados a latalla baja del escolar, lo que plantea que
en este nivel la genética (medida a través de la estatura de los
padres) es el factor de mayor relevancia.
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Caracteristicas del crecimiento

El andlisis de las curvas de crecimiento de los nifios de
NSE bajo demostré que los escolares talla baja presentan
menor crecimiento en estatura, de inicio muy precoz (antes de
los seis meses) y que éste ocurre fundamentalmente durante
los dos primeros afios de vida (14).

Consecuencias del déficit de crecimiento

Se determind la asociacidn entre déficit de crecimiento y
rendimiento escolar en el NSE bajo constatdndose que los
nifios de talla baja tienen menores notas de pase, mayor riesgo
de presentar trastornos del aprendizaje y repitencia. Estos
aspectos negativos en el proceso de aprendizaje posiblemente
redunden posteriormente en menores oportunidades laborales
(15).

En el Cuadro 1 se presenta un resumen de las principales
conclusiones de la linea de investigacién.

CUADRO 1
Principales resultados sobre el déficit de crecimiento
derivados de una linea de investigacién realizada en Chile

Aspectos Resultados

Alrededor de un tercio de los escola-
res de nivel social bajo presentan défi-
cit de talla para edad (mds de una
desviacién estdndar) en el nivel alto
no superan el 10%.

Dimensién del problema

Relacion padres € hijos Los niftos de nivel bajo estan crecien-
do por un canal superior al de sus
padres. Los del nivel medio-alto lo
hacen por uno muy similar al de sus

padres.

Factores biolégicos asocia-
dos a talla baja

Baja estatura de los padres, talla baja
al nacer, enflaquecimiento y la
lactancia materna muy corta.

Factores sociales asociados
con talla baja

Bajo ingreso per-cdpita, embriaguez
de algiin miembro de la familia, au-
sencia de previsién de salud.

- Caracteristicas del creci-
miento

Los escolares talla baja tienen un cre-
cimiento' menor de inicio precoz y
ocurre bdsicamente antes de los dos
afios de vida,

Los nifios talla baja de nivel
socioecondmico bajo tienen menores
calificaciones, mas trastornos de
aprendizaje y repeticién.

Consecuencias del déficitde
crecimiento

Sugerencias para politicas y programas
Las sugerencias que aqui se presentan estén dirigidas a la
orientacién de las politicas, seleccién de beneficiarios, conte-

nido de los programas, su gestién, limitaciones y obstdculos
que podran encontrarse los proximos afios.

Orientacion de las politicas

En lineas generales, las politicas sociales -incluyendo las
intervenciones nutricionales- deben tener dos grandes objeti-
vos: alargo plazo fomentar el progreso social, es decir ampliar
la participacién de los més desposeidos en los beneficios del
desarrollo socioeconémico y a corto plazo proporcionar una
red de seguridad social para proteger a los segmentos més
desfavorecidos.

Para lo anterior se debe establecer la proporcién del
presupuesto fiscal que un pafs debe destinar al gasto social. La
Comision Econdmica para América Latina (CEPAL) ha defi-
nido como un gasto social aceptable aquel superior al 15% del
Producto Interno Bruto (PIB) y UNICEEF esta fomentando la
iniciativa 20-20 que consiste en asignar al gasto social 20% de
los recursos gubernamentales y 20% de las contribuciones de
paises donantes (16,2).

Pero no es suficiente establecer una determinada propor-
cidn sino que deben realizarse esfuerzos para que este gasto
alcance a los grupos mds desprotegidos y asi reducir la
desigualdad de ingreso en las distintas clases sociales. Un
ejemplo de lo anterior es destinar una fuerte inversién a
educacidn con la finalidad de mejorar el capital humano (que
pueda competir en un mundo en que las innovaciones tecno-
l16gicas son muy frecuentes) asi como mejorar la calidad y
eficiencia de los servicios destinados a los grupos de riesgo.

Seleccién de beneficiarios

En la actualidad la focalizacién es la estrategia que han
asumido los gobiernos para concentralos esfuerzos fiscales en
beneficios sociales relacionados con nutricién, salud, pensio-
nes, vivienda, etc. (17).

Para aplicar este concepto de focalizacién la mayoria de los
paises han abordado el tema mediante 1a eleccién de indicadores
que estiman la pobreza y las necesidades de programas de los
grupos mds necesitados y asf se han seleccionado, como grupos
prioritarios, segmentos poblacionales de extrema pobreza,
marginalizados urbanos, poblacién rural, indigenas, etc.

En el drea de nutricién y salud los mecanismos de
focalizacién de los programas se han basado enla seleccién de
beneficiarios utilizando laedad y el estado fisioldgico, proba-
blemente por ser ésta la forma mds operacional, aunque en
estos tltimos afios se haintentado utilizar un concepto diferen-
te, basado en criterio mds especificos considerando otras
caracteristicas que afectan a las personas.

Los resultados de esta linea de investigacién, destacan
algunos elementos que deberian ser tomados en consideracion
para la definicién de beneficiarios en la prevencién o reduc-
cién del déficit de crecimiento: ingreso, talla baja al nacer y
desnutricién, aspectos que se discutirdn a continuacion.

- El ingreso es el indicador econdmico mds asociado con
déficit de crecimiento en el drea urbana, aunque es una
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informacién de dificil recoleccién en la clase social baja ya
que lainestabilidad laboral es alta, los trabajos temporales son
comunes y existe endeudamiento por lo que la exactitud del
dato no es ideal. En lugares donde la pobreza es generalizada
el ingreso no es el indicador mds apropiado, pero amedida que
los paises progresan y algunos grupos sociales abandonan la
marginalidad, el definir grupos focales basados en la renta
familiar o indicadores afines, debiera ser mds utilizada.

El desafio entonces es encontrar indicadores operativos
asociados con el ingreso. En este sentido utilizar las encuestas
nacionales que miden el progreso social puede ser un instru-
mento ttil para identificar indices mds apropiados. En una
evaluacién reciente del Programa Nacional de Alimentacién
Complementaria de Chile se sugirié hacer uso de laasignacién
familiar como elemento econémico para seleccionar benefi-
ciarios de este programa (18).

- Otro predictor de déficit de crecimiento de escolar es la
talla baja al nacer. Curiosamente la longitud al nacer ha sido
menos utilizada que el peso de nacimiento, a pesar que
también se recolecta periédicamente en las maternidades de
muchos paises de laregién. En lugares, donde el problema de
“déficit de estatura” es superior al de peso serfarecomendable
utilizar esta informacidn para seleccionar beneficiarios.

- El antecedente de desnutricién (medida como el déficit
de peso segin edad) deberfa también ser considerado para
definir grupos objetivos de estos programas, como ha sido
utilizado en nuestro pafs para la seleccién de grupos que
necesitan intervenciones de refuerzo nutricional. La discusién
puede surgir en relacién a cual es el punto de corte mds
adecuado para definir desnutricién, en nuestra opinién lo mas
relevante, es la evaluacion integrada de diferentes indicadores
antropométricos y sociales.

Contenido de los programas

Para analizar los contenidos de los programas se consideran
los beneficios que éstos otorgan y la oportunidad con que se
entregan. De lo anterior se pueden desprender diversas reflexio-
nes:

- La atencién prenatal y el seguimiento continuo de las
mujeres con el perfil de riesgo de tener un nifio con déficit de
talla al nacer, debe ser una prioridad con la finalidad de evitar
elretardo de crecimiento intrauterino (RCIU) que parece tener
una consecuencia irreversible. En este sentido es necesario
realizar estudios especificos para precisar cuales son los
factores de riesgo de tener un nifio con RCIU.

- Lavigilancia y promocién del crecimiento infantil, aunque
no es unaintervencion en si misma, es un instrumento educativo
que entrega importantes beneficios en €l campo de la nutricién
y de la salud infantil y es de importancia si se quiere prevenjr o
disminuir el déficit de crecimiento. El énfasis debe estar en los
primeros afios de vida, especialmente durante el primer afio,
aunque posteriormente es conveniente continuarlo con una
frecuencia suficiente por lo menos hasta el tercer afio, especial-
mente en los menores con perfil de riesgo.

- Los programas de suplementacién alimentaria deberian
estar dirigidos basicamente a los menores de tres afios y a los
sectores sociales mds carentes vinculando la entrega de los
beneficios al cumplimiento de los controles de salud. En
relacién a los alimentos estos deben ser lo més especificos y
apropiados para los grupos objetivos y as{ evitar su dilucién
intrafamiliar.

- La fortificacién de alimentos en forma masiva, con
micronutrientes como Zn, deberian ser considerada solamente
en lugares de alta prevalencia de déficit de crecimiento,
mientras que en paises donde el problema se concentra en
determinados grupos poblacionales deberan buscarse otras
alternativas.

- La actividad fisica frecuente es recomendable (en nues-
tro estudio un gran porcentaje de escolares dedicaban mas de
tres horas diarias a ver televisi6n). Esta deberia ser una
actividad programada en los centros de atenci6n integral al
pre-escolar y escolar que debe combinarse con el fomento de
acciones al aire libre o en centros comunitarios. Se ha demos-
trado en estudios en animales de experimentacidn y en nifios
que el ejercicio fisico periédico mejora el crecimiento en
estatyra y ayuda alcanzar el “catch up” en los que presentan
retrasp de crecimiento (20).

Gestion de programas

La gestion de programas es uno de los desafios mayores de
los afios venideros, ya que todo indica que lainiciativa privada
tendra una funcién cada vez mas destacada mientras que el
Estado pareciera reservarse un rol normativo y supervisor.

En nuestra opinién, el Estado debiera tener un papel
protagénico en la promocién y prevencién de la salud y
nutricién de la poblacién, en la fiscalizacién y regulacién de
las actividades desarrolladas por la iniciativa privada y en el
fomento de la participacién de la comunidad organizada.

De esta manera para la gestion de programas -que tengan
el objetivo de disminuir el déficit de crecimiento- habria que
tener en consideracién algunos elementos:

a) La integracién de las actividades de salud con los
programas de atencién al lactante y pre-escolar y el encadena-
miento de éstos con las intervenciones en nutricién y salud en
la edad escolar.

b) La coordinacidn de los sectores sociales a nivel local.
Desde el establecimiento de los primeros programas en nutri-
cién en América Latina se ha sefialado que la coordinacién a
nivel local ha sido diffcil (21). Sin embargo, en la actualidad,
con los esfuerzos para descentralizar los servicios y entregarle
un mayor poder a los municipios, esta coordinacién deberia
ser mésrfactible, aunque es necesario hacer esfuerzos por tener
una eficiente gestién local.

¢) La participacién comunitaria debe ser activa, aunque
resulte dificil por las exigencias del mundo laboral actual en
que se exige una continua permanencia en los lugares de
trabajo y la mujer cada vez tiene una mayor incorporacién a él.
Las estrategias deberdn estar basadas en la colaboracién
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solidaria. Se debe destacar que las experiencias exitosas en la
recuperaci6n de la desnutricién son las que han involucrado
activamente a la familia y la comunidad (22).

En conclusién, el éxito de los programas a nivel local esta
condicionado a la participacién de sus miltiples actores: la
familia, representantes de la comunidad organizada, Organi-
zaciones no Gubernamentales, Empresa privada y el Estado a
través de sured social, lo anterior implica la descentralizacién
en la toma de decisiones y la generacién desde la base de
intervenciones apropiadas y pertinentes.

En el Cuadro 2 se presenta un resumen de las principales

sugerencias en relacién a la realidad existente.

CUADRO 2
Sugerencias de acuerdo al tipo de accién

Tipo de accién

Situacion actual

Sugerencias

Politicas sociales

Seleccién de be-
neficiarios

Programas
(Suplementacién
y fortificaci6n)

Programas (Ejer-
cicio fisico)

Gestién de pro-
gramas

-Gestién de pro-
gramas (Integra-
cién)

Evaluacién (Pe-
riodicidad)

Evaluacién
(Contenido)

Gasto social varia-
ble

Primalauniversa-
lidad en la pobla-
cién Materno In-
fanti]

Cobertura varia-
ble, con alimentos
no especificos
para la poblacién
objetivo

No programado

El Estado es res-
ponsable por la
entregadelos con-
tenidos y la vigi-
lancia nutricional

Falta de integra-
cién y coordina-
cién

Puntual

Mide bésicamen-
te 1a oferta

Destinar un 15% del PGB a
gasto social, principalmente a
los grupos més necesitados.

Focalizar considerando aspec-
tos biolégicos y econémicos.

Entregar alimentos especificos
y fortificados con micronu-
trientes como Zn a los nifios
con perfil de riesgo.

Efectuar actividades en cen-
tros cerrados y abiertos, cen-
tros comunitarios, etc.

Responsabilidades comparti-
das entre los diferentes actores
comunitarios.

Coordinacién a nivel local y
encadenamientode programas.

Frecuentes.

Medirel efecto enrelaciénala
poblacién objetivo, la calidad
de los beneficios y la satisfac-
cién de la demanda.
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Debilidades o desafios que se visualizan

-Ante los ajustes econémicos que preconizan una dismi-
nucién del gasto fiscal, el Estado puede verse enfrentado auna
reduccién progresiva de sus inversiones imprescindibles para
cumplir su funcién social. Un estado moderno y no burocré-
tico debe considerar una infraestructura minima que se
responsabilice de las intervenciones sociales.

- La falta de evaluacidn. Esta deberia ser frecuente y con
objetivos especificos. Es importante al menos considerar el
efecto de los programas en relacién a su calidad, el impacto de
las intervenciones sobre el déficit de crecimiento en la pobla-
ci6n beneficiaria y orientar los andlisis a medir la satisfaccién
de la demanda antes que la oferta de servicios o beneficios.

- Uno de los desafios es definir los limites de la participa-
ci6én de la empresa privada. Si ésta incluye la entrega de
beneficios, las reglas deben quedar perfectamente estableci-
das salvaguardando un servicio eficiente y de calidad.

- La integracién econémica entre diferentes paises o regio-
nes es una realidad en la cual se pueden compartir disefios
similares de intervenciones, evaluaciones complementarias,
generacién compartida del conocimiento cientifico e intercam-
bio de recursos humanos. Estos elementos constituyen un desa-
fio paralo cual los pafses deben realizar esfuerzos y la organiza-
ciones internacionales colaborar en su materializacién.

- El cambio del perfil epidemiolégico que tienen algunos
paises del continente debe llevar a que el énfasis no esté
exclusivamente dirigido a los problemas derivados por el
déficit y los programas se dirijan también ala malnutricién por
exceso.

Las intervenciones nutricionales deben orientarse a gru-
pos mds especificos mediante acciones apropiadas e
innovadoras. El desafio es la complementariedad de las inter-
venciones para los grupos de riesgo que permitan que el nifio
desarrolle todo su potencial de crecimiento y asi los pafses
cuente con adecuados recursos humanos para su desarrollo.

REFERENCIAS

1. Rosselot J. Situacidén de la Salud Materno-Infantil en América
Latina y el Caribe. En: Meneguelo J, Fanta E, Paris E, Puga T.
Pediatrfa. 5a ed. Chile: Editorial Médica Panamericana 1997.

2. Organizacién Panamericana de la Salud. Las Condiciones de
Salud en las Américas. Volumen 1. Washington, D.C.: OPS;
1994 (Publicacién Cientifica; n° 549).

3. PNUD. Informe sobre el Desarrollo Humano. México, DF.:
PNUD; 1995.

4.  Organizacién Mundial de la Salud. Medicién del cambio del
estado nutricional: directrices paraevaluar el efecto nutricional
de programas de alimentacién suplementaria a grupos vulnera-
bles. Ginebra: OMS. 1993.

5. Daza C, Peiia M. La situacién alimentaria nutricional de los
nifios menores de seis afios en laregién de América Latina y el
Caribe. En: O’Donnell A, Bengoa J, Tortin B, Caballero B,
Lara E y Pefia M editores. Nutricién y Alimentacién del nifio
enlos primeros afios de vida. Washington, D.C.:OPS, 1997, p.
1-16.



286

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

AMIGO y BUSTOS

Fondo de Naciones Unidas para la Infancia. Estado mundial de
la infancia 1998. Nueva York: UNICEF; 1998.

Evolucién de las disparidades de Ingreso. En: CEPAL. Pano-
rama Social de América Latina. Santiago de Chile:CEPAL,
1995; p. 93-7.

Amigo H, Bustos P, Radrigdn ME y Zumelzu E. Factores
condicionantes de la estatura en escolares de alta vulnerabili-
dad social. Santiago: s.e.; 1994.

Bustos P, Amigo H. Situacién nutricional rural: un estudio en
escolares de zonas de alta vulnerabilidad. Rev Chil Pediatr
1993; 64(6):392-96.

AmigoH, Bustos P, Radrigan MRE, Ureta E. Estado nutricional
en escolares de nivel socioeconémico opuesto. Rev Med Chil
1995; 123(9):1063-70.

Amigo H, Bustos P, Radrigdn ME. La baja estatura de los hijos
se relaciona con la de sus padres?. Rev Med Chil 1997;
125:863-868.

Amigo H, Bustos P. Factores de riesgo de tallabajaen escolares
chilenos de zonas rurales de alta vulnerabilidad social. Arch
Latinoam Nutr 1995; 45(2):97-102.

Amigo H, Bustos P, Leone C and Radrigén ME. Risk factors of
stunting in Chilean school children. Acta Paediatr Scand. En
prensa 1998.

Bustos P, Amigo H, Bustos E. Crecimiento en nifios de zonas
rurales. Rev Chil Pediatr 1997;68(1):11-5.

Erazo M, Amigo H, De Andraca I y Bustos P. Déficit de
crecimiento y rendimiento escolar. Rev Chil Pediatr. En prensa
1998.

CEPAL. El gasto social en América Latina: Un anélisis cuan-
titativo y cualitativo. Santiago, Chile: CEPAL; 1997 (Serie de
Cuadernos de 1a CEPAL; n° 73).

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Castafieda T. Focalizacién de subsidios ala extrema pobreza:
Innovaciones institucionales para mejorar la eficiencia. En:
Experiencias y dilemas de la focalizacion en programas de
salud y nutricién. Santiago: Departamento de Econom{a Agra-
ria, Universidad Catélica de Chile ¢ INTA, Universidad de
Chile; 1990.

Vial I, Camhi R, Castillo C. Chile: El programa de alimenta-
cién complementaria (PNAC) su evolucién y mecanismos de
focalizacién. In: Grosh M, editor. From Platitudes to Practice:
Targeting Social Programs in Latin American: volumen II
Case Studies. Washington D.C.: The World Bank; 1992. p 39.
(Case Studies; N° 5) (Case Studies Program; Report N° 21).
Documento con paginacién irregular.

Torche A, Amigo H, Atalah E, Coloma F, Muchnick E, Rozas
M and Vial I. Estudio de Evaluacién del Programa de Alimen-
tacion Complementaria. Santiago: s.e.; 1995.

Tortn B, Viteri FE. Influence of exercise on linear growth. Eur
J Clin Nutr 1994;48(suppl 1):S186-5190.

Beghin 1. Mejorando la Nutricién a nivel local. Bol Oficina
Sanit Panam 1978; 84(2):108-118.

Escudero P, Puentes R, Araos F, Contreras AM, Latorre M. El
hogar sustituto como sistema de recuperacion integral en
lactantes desnutridos y graves. Rev Chil Pediatr 1987;58(5):414-
18. :

Recibido: 03-04-1997
Aceptado: 21-05-1998



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

Vol. 48 N° 4, 1998

Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on rat brain plasma
membrane fatty acid composition
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SUMMARY. The effects of four different diets on phospholipid
fatty acid composition of rat brain plasma membranes were evaluated.
Rats were given a semisynthetic dietin which lipids were supplied by
5% peanut oil (n-3 PUFA deficient diet), cod liver oil (n-6 PUFA
deficient diet), partially hydrogenated palm oil (total PUFA deficient
diet) or a mixture of peanut and rapeseed oil (control group). Animals
fed the total PUFA deficient diet had significantly lower body and
brain weights than the control group (p<0.05). Lower brain cholesterol
and phospholipids also were observed in animals fed the total PUFA
deficient diet, whereas the brain of animals fed the n-6 PUFA
deficient diet had higher levels of these lipid components than the
control group (p<0.05). Phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine were mutually replaced in animals fed the
n-6 and n-3 PUFA deficient diets, so that the sum of these two
membrane constituents was maintained around 77% of total
phospholipids. Brain phospholipid fatty acid composition was
significantly modified by the diets studied. Thus, despite being a
highly protected organ, the fatty acid composition of the brain can be
extensively modulated by dietary lipids.

Key words: PUFA deficiency, brain plasma membrane, fatty acid
composition.

INTRODUCTION

Therole of n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)
in human nutrition is now generally accepted; however, the
specific mechanism of actions are yet to be outlined. As
essentialmembrane components, PUFA may actas modulators,
specially in the brain were they are in the second highest
concentration after adipose tissue. Since polyunsaturated fatty
acids are, with cholesterol, the main components of the lipid
matrix of biological membranes, their relative proportions
determine to a great extend the biophysical and physiological
properties of these membranes. It is well established that liver
membrane lipid composition can be modified by dietary lipids
(1, 2). However, brain components seem to be very well
regulated and apparently are less affected by dietary

RESUMEN. Efecto de los dcidos grasos poliinsaturados de la
dieta en el perfil de 4cidos grasos de la membrana plasmatica del
cerebro de rata. El efecto de cuatro dietas distintas en la fuente de
lipidos fue estudiado en el perfil de 4cidos grasos de fosfolipidos de
la membrana plasmatica del cerebro de ratas. Los animales fueron
alimentados con dietas que contenian 5% de uno de los siguientes
aceites vegetales: aceite de cacahuate (dieta deficiente en AGPIn-3),
aceite de higado de bacalao (dieta deficiente en AGPI n-6), aceite de
palma parcialmente hidrogenado (dieta totalmente deficiente en
AGPI) ounamezcla de aceite de cacahuate y de canola (dieta testigo).
Los animales que recibieron la dieta totalmente deficiente presenta-
ron peso corporal y cerebral mas bajos que los del grupo testigo
(p<0.05). Los niveles de colesterol y de fosfolipidos en el cerebro
también fueron mas bajos en los animales totalmente deficientes que
en los testigo. Por otro lado, estos pardmetros fueron mas elevados en
el grupo de la dieta deficiente en AGPI n-6 (p<0.05). Los niveles de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina fueron mutuamente substi-
tuidas en los animales que recibieron las dietas deficientes en AGPI
n-6y n-3, de tal forma que estos dos fosfolipidos (FL) se mantuvieron
alrededor del 77% del total de FL. El perfil de 4cidos grasos de los
fosfolipidos del cerebro fueron significativamente modificados por
las dietas estudiadas. Por lo tanto, a pesar de que el cerebro es un
6rgano muy protegido, la composicién en 4cidos grasos puede
modificarse a través de los lipidos dietarios.

Palabras clave: Deficiencia en AGPI, membrana plasmética cere-

“bral, lipidos dietarios.
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manipulation.

Polyunsaturated fatty acids are divided into two essential
fatty acid groups: n-6 and n-3: linoleic and alpha-linolenic
acids are the precursors of these two groups, respectively
(3,4). The fundamental role of n-6 PUFA is mediated by
arachidonic acid as a precursor of eicosanoid molecules which
are involved in a great diversity of functions. N-3 PUFA were
considered non-essential until recently, when high
concentrations of the members of this family (20:5 and 22:6)
were found in brain as well as in retina (5).

The brain is the organ with the second highest concentration
oflipids and itis the organ with the second greatest concentration
of n-3 PUFA, after the retina (6,7). It has been suggested that
the n-3 PUFA play a fundamental role in brain development,
especially during the first years of life when the organ is being
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completed (8-11). N-3 PUFA deficiencies have been associated
with alterations in the electroretinogram, altered learning
behavior, reduced visual acuity and greater resistance to
neurotoxic agents (12, 13). Itis necessary therefore, to ensure
that nerve cells receive an adequate supply of these fatty acids
during their differentiation and multiplication. Whether the
brain takes PUFA from the liver, which is modulated by
dietary lipids, or produces its own PUFA from the precursors
(supplied by diet anyway) is not known. In any case, dietary
lipids certainly influence the supply of essential fatty acids to
the brain. Therefore, in this study, the effects of four diets,
differing only in PUFA type were evaluated on rat brain
plasma membrane phospholipid.

MATERIALS AND METHODS

Experimental animals

Wistar rats were given a semisynthetic diet in which lipids
(5% wiw) were supplied as a mixture of peanut and rapeseed
oil {(control), peanut oil (n-3 PUFA deficient), cod liver oil (n-
6 PUFA deficient) or partjally hydrogenated palm oil (total
PUFA deficient). The composition of the diets and the fatty
acid content of dietary lipids are presented in Tables 1 and 2.
Diets were supplied to animals from weaning until the age of
90 d when animals were sacrified by decapitation. Brain was
removed and immediately utilized for membrane purification.
The experimental proptocols of this study were as reported
previously (14).

TABLE 1

Diet composition (g/kg)

Composition Group1 Group2  Group3 Group 4
% n-3 PUFA n-6 PUFA Total PUFA

Control Deficient Deficient Deficient
Casein 22.0 22.0 22.0 22.0
DL methionine 0.16 0.16 0.16 0.16
Cellulose 2.0 2.0 2.0 2.0
Starch 43.90 43.90 43.90 43.90
Sucrose 21.94 21.94 21.94 21.94
Vitamin mixture? 1.0 1.0 1.0 1.0
Mineral mixtured 4.0 4.0 4.0 4.0
Hydrogenated palm oil - - - 5.0
Peanut oil 2.5 5.0 - -
Cod liver oil - - 5.0 -
Rapeseed oil 2.5 - - -

a. Total vitamin supplement, United States Biochemical corp.
Cleveland, OH.

b. Composition g/100 g: CaHPO4.2H,0, 38.0; K9yHPOy,, 24.0;
CaC03,18.0; NaCl, 6.9; MgO, 2.0, MgSO47H,0, 9.0;
FeS04.7H,0, 0.086; ZnSO4.H,0, 0.5; MnSO4.Hyq, 0.5:
CuSO4» 5H20,0.1; NaF, 0.08; CrK(SO4)2.H20, 0.05;
(NH4)gM07094.4H70, 0.002; KI, 0.004; CoCO3, 0.002;
NaSe03.5H,0, 0.002.
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TABLE 2
Fatty acid composition of dietary lipids

Fatty Acids Group1 Group2  Group3  Group 4
(%) Control  n-3 PUFA n-6 PUFA Total PUFA
Deficient Deficient Deficient
Fatty acids/ 100 g of diet:
n-6PUFA (mg) 930.6 935.3 136.3 34.6
n-3PUFA (mg) 188.0 4.7 1113.9 -
n-6 PUFA/n-3 PUFA 5.0 199.0 0.1 -

Control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Membrane purification

Brain plasma membranes were separated by a modified
method (15). Briefly, 2g. of brain were homogenized in 10mL
of cold buffer (sucrose, 0.32M; Hepes/KOH, 5mM; EGTA,
0.5 mM; pH=7.4) with a Teflon potter homogenizer (Thomas
C)using 15 up anddown strokes at 1 000 rpm. The homogenate
was filtered through a tissue and centrifuged at 10 000 rpm (12
000 xg) for 10 minutes in a Beckman JA20 centrifuge. The
supernatant, diluted to 75% with Percoll, was then placed at
the bottom of the tube followed by a step Percoll gradient (30,
25,18, 10 and 0%\/:; Pharmacia) and centrifuged at 20 000
rpm (48 000 xg) for ¥ minutes at 4°C. The plasma membrane
fraction was collected at the 10%-0% interface. This was
diluted with a Percoll solution (75%, v/v) to aratio of 2 mL of
Percoll per 5 mL of membrane fraction. Seven mL of this
membrane fraction was placed again at the bottom of the tube
followed by astep gradient (18%, 10%, 0% v/v)and centrifuged
as before. Protein was measured by the Bradford technic (16).

Plasma membrane lipid analysis
Total lipids from plasmamembrane were extracted by the
Folch et al. procedure (17) in the presence of butyl
hydroxytoluene (BHT) at a 0.02% (w/v). Cholesterol was
assayed enzymatically by the Wolff’s method (18). Total
phospholipids were determined by measuring the total
phosphorus as described by Bartlett et al. (19). Since the mass
content of phosphorus in phospholipids is about 1/25,
phosphorus levels were converted into phospholipid content
by multiplying the phosphorus concentration by 25. After total
lipid extraction, phospholipid classes from plasma membranes
were separated by high pressure liquid chromatography
(Beckman 332 silica capillary column coated with zorbax 5
m). Transesterification of phospholipid fatty acids was
achieved using BF3-methanol (10% w/v) reagent at 900C for
»20min. (20). Fatty acid methyl esters (FAME) were extracted
using hexane and analyzed by gas chromatography using a
Carlo Erba 4180 model with automated on column injection,
flame ionization detector and a silica capillary column fused
with carbowax 52. Hydrogen was used as the carrier gas.
Injection and detector temperatures were 154°C and 250°C,



EFFECTS OF DIETARY POLYUNSATURATED FATTY 289

respectively. The column temperature was programmed to
rise from 54°C to 220°C at a rate of 3°C/min. FAME peaks
were identified by comparison with authentic standards
(SIGMA)

Statistical methods

Results were analyzed statistically by standard analysis of
variance (ANOVA). A probability level of p < 0.05 was used
to indicate statistical significance.

RESULTS

Body and brain weight

Animals fed diets containing partially hydrogenated palm
oil had significantly (p < 0.05) lower body (294 + 18 g) and
brain weights (1.731+0.08 g) at 90 days of age than did animals
fed the control diet (372 £ 14 g, 1.97 + 0.04 g) (Table 3).
Protein per g of brain was around 21 mg in all groups.

TABLE 3
Dietary fatty acid effects on body and brain weight
Diets
Control n-3PUFA  n-6 PUFA Total PUFA
Deficient Deficient Deficient
Body weight (g) 3724142 3554332 378427%  294+18P
Brain weight (g) 1.9740.042 1.98+0.09% 1.9740.052 1.7320.08P
Protein/brain (ng/g) 21.8+1.62 20.5%1.6* 21.3+1.7% 2124192

Results are the mean tstandard deviation of 10 animals in each group
Control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Means with different letter are statistically different (p <0.05).

Membrane lipid composition

Cholesterol and phospholipids

Lower cholesterol and phospholipids were observed in
brain membranes of animals fed the total PUFA deficient diet
than in those of the control group (350+70; 490+ 20 pg/g
protein) (Table 4).

TABLE 4
Dietary fatty acid effects on brain membrane lipid
composition

Parameters Diets
(Hg/mg) Control n-3PUFA n-6 PUFA Total PUFA

Deficient Deficient  Deficient
Cholesterol/Protein ~ 480+60% 4804502 55010 350700
Phospholipids/Protein 5304502 510+£30%0  580+10°  490+20°
CHL/PL 900+102 930+902>  940£20P  700£160°

Same as Table 3.

The content of these lipids in brain membranes of animals
fed the n-3 PUFA deficient diet did not differ from the content

of the control group. However, cholesterol and phospholipid
levels were higher in membranes from animals fed the n-6
PUFA deficient diet (5504 10; 580+ 10 p1g/g protein) than the
levels of the control group (4801 60 ; 530+ 50 pg/g protein).

Phospholipid classes

The major membrane phospholipid, phosphatidylethano-
lamine, was lower in animals fed both the n-6 (45.1% 5.3%)
and n-3 PUFA deficient diets (41.2+ 2.6%) than observed in
controls (51.1% 6.3%). This was compensated by higher
contents of phosphatidylcholine in the n-3 and n-6 PUFA
deficientanimals in comparison to the control group (Table 5).
Phosphatidylserine content of membranes did not difer among
groups but phosphatidylinositol was higher in animals fed the
total PUFA deficient diet.

TABLE 5
Dietary fatty acid effects on brain membrane phospholipid
classes
Phospholipids Diets
(%) Control  n-3 PUFA n-6 PUFA Total PUFA

Deficient Deficient Deficient

Phosphatidylethanolamine 51.146.32 412+2.6° 45.1+5.30C 47 6+5.4b
Phosphatidylcholine 28.143.62 35743.1° 3494290 2774267

Sphingomyelin 1114272 14.0+2.8° 11.0:2.8% 12,841,920
Phosphatidylserine 6.9+1.58 63+120 63£14b 844112
Phosphatidylinositol 284058 2.8+0.3% 274042 3.5:0.60

Same as Table 3.
Phospholipid fatty acid composition

Phosphatidylcholine

In general, the levels of saturated fatty acids (SFA) and
monounsaturated fatty acids (MUFA) in phosphatidylcholine
did not differ among groups (Table 6). However, both n-6 and
n-3 PUFA were reciprocally replaced by fatty acids of the
other family in the n-6 and n-3 PUFA groups. In fact, a lower
level of n-6 PUFA (5.1 vs 8.6) was observed in animals fed the
dietrichin n-3 PUFA. This observation comes primarily from
the lower arachidonic acid level (3.3 vs 6.1). Similarly, n-3
PUFA were lower (1.4 vs 3.7) in membranes PC from animals
fed the diet rich in n-6 PUFA. N-3 fatty acids were higher in
membrane PC of animals fed the n-6 PUFA deficient diet (4.7
vs 3.7) due primarily to the lower content ofeicosapentaenoic
acid. Total (n-6 + n-3) PUFA were maintained for the n-3
PUFA (12.0) and total PUFA (11.1) deficient groups but
reduced for the n-6 PUFA deficient group (9.4). The fatty acid
modifications mentioned above were reflected by a high n-6/
n-3 ratio in the n-3 PUFA deficient lot and total PUFA
deficient animals and a reduced n-6/n-3 ratio in the n-6 PUFA
deficient animals. The 22:5 n-6/22:6n-3 ratio of phospholipid
membrane considered as an index of n-3 PUFA deficiency, if
superior to 1, was 1.75 in animals deficient in this n-3 PUFA
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family. It was therefore, possible to produce an n-3 PUFA
deficiency in this phospholipid. The replacement of n-3 by n-
6 PUFAs in phospholipid membranes is sufficient to maintain
the fluidity but the physiological functions of each fatty acid
family are independent and can not be interchanged.

TABLE 6
Effect of dietary lipids on brain membrane
phosphatidylcholine fatty acid composition

Fatty acids Diets
(%) Control n-3PUFA n-6 PUFA Total PUFA
Deficient Deficient Deficient
16:0 3274028 3244201 3143292  31.8+2.12
18:0 1394052 14.6+0.8% 15241120 1704290
YSFA 48.1103%  488H.72 4978232  50.6R2.72
18:1 n-9 2744042 2704047  29.1x16P  25.4+1.63
18:1 n-7 734028 774047 651057  7.2+052
20:1 n-9 1.740.22 1.6+0.23 1.740.32 1.520.42
20:1 n-7 LO0.1* 094012  0940.12 094023
YMUFA 39.610.83 3924072  40.9+1.7%8  37.743.83
18:2 n-6 0.740.12 0.8+0.12 0.6+012 1.120.5
20:4 n-6 614042 623062 333050  4.2+06°
22:4n-6 0.6£0.12 094020  04402%¢  02+0.1¢
22:5 n-6 034012 24404% 024012 1.9+0.6°
SPUFA n-6 8.630.9° 1064120 51409  88+.22
20:5 n-3 0.140.22 - - 03:0.1% 03201
22:5n-3 0.0+0.02 - - 04+0.1P 02301
22:6 n-3 314082 144020 374032 17206
YPUFA n-3 371028 1ai02d 43302t 234074
Sn-64n-3 119406% 1205142 943090  11.1£1.32
n-6/n-3 22401 74%07°  1.1302¢  3.8+1.3¢
22:5n-6/22:6 -3 0.0920.02% 1.75+0.18% 0.0320.01¢ 0.9+02

Results are the mean *standard deviation

control diet'= mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Means with different letter are statistically different (p < 0.01).

Phosphatidylethanolamine

The levels of saturated fatty acids and monounsaturated
fatty acids in phosphatidyethanolamine did not differ
significantly among groups. A slight increase was observed in
oleic acid in aminals fed the n-6 PUFA deficient diet (25.4 vs
22.0). The n-6 PUFA deficient diet produced lower level of
20:4 n-6 (8.2 vs 12.1) and 22:4 n-6 (3.0 vs 6.4), higher levels
of the n-3 PUFA (22 vs 16) and a half reduction of the n-6/n-
3ratio (0.7 vs 1.3) than those levels found in the control group
(Table 7). The n-3 PUFA deficient diet, on the other hand,
provoked an important raise of 22:5 n-6 (11.1 vsl1.5), a
reduction of 22:6 n-3 (6.7 vs 15.9), high n-6/n-3 ratio (4.8 vs
1.3), and 2 22:5 n-6/22:6 n-3 ratio of 1.66 in comparison to the
control values. The total (n-6+n-3) PUFA- deficiency produced
no change in the sum of total PUFA (n-6+n-3). As expected;
phosphatidylethanolamine was most resistant to changes in
fatty acids. Nevertheless, the n-6 and n-3 PUFA deficiencies
were achieved at a lower level than in PC, meaning probably
that PE is more important in physiological functions than PC
due to its higher concentration in PUFA.

TABLE7
Effect of dietary lipids on brain membrane
phosphatidylethanolamine fatty acid composition

Fatty acids Diets

(%) Control n-3PUFA  n-6PUFA Total PUFA

Deficient Deficient  Deficient

16:0 7.9+1.93 7.540.72 7.1+0.82 7.1£0.64
18:0 1531072 1604142 14.0+1.32 15.840.62
SSFA 24.512.68 249+1.82  22.041.82 24.410.72
18:1n9 204198 2102052 254+14b 2134082
18:1 n-7 461090  46+028 494042 4.6+0.43
20:1. n-9 5.040.52 5.1£0.72 5.4+0.72 4.6+0.42
20:1 n-7 1.340.12 1.33+0.28 1.1+0.18 1.130.12
YMUFA 37413590 3414122 404150 wens?
18:2n-6 0.6£0.22 0.5+0.22 0.740.23 0.840.22
20:4 n-6 1214132 1384057  82+05° 1224072
22:4 n-6 64410 75£1.02  3.0:02b 5.620.2¢
22:51-6 154042 111207°  2.6+05C 9.440.7
SPUFA n-6 2190243 339415 15641.8¢  28.641.44
20:5 n-3 01400 - - 0.6+0.1° 0.240.0°
22:5n-3 01400 - - 152030 0.120.0¢
22:6n-3 1594192 6740.7°  19.6#34¢ 9240389
YPUFA n-3 1628202  7.140.87 220436  10.041.09
Sn-6+n-3 3813182 41.0£1.1° 3764242 38.62142
n-6/n-3 134012 4845070 07+02¢ 29+0.34
22:5n-6/22:6 n-3 0.09£0.02  1.66£024° 0152004  1.0220.159

Results are the mean tstandard deviation of ten animals in each group
control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deﬁcﬁint diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Phosphatidylserine

Even though stearic acid the major saturated fatty acid was
not modified by diet, total saturated fatty acids was slightly
reduced by the n-6 PUFA deficient diet (Table 8).

TABLE 8
Effect of dietary lipids on brain membrane
phosphatidylserine fatty acid composition

Fatty acids Diets

(%) Control n-3 PUFA n-6 PUFA  Total PUFA

Deficient Deficient Deficient

16:0 67+ 13% 84+1.1% 65+0328 86+170¢
18:0 30.542.12 . 30.1+09% 28.0+29% 300+2.323
ISFA 44280 226+1.82 3812267 40.013.630
18:1 n-9 22+17% 203+07° 257+20° 200%1.40
18:1n-7 254032 30+06% 294032 26+06%
20:1 n-9 234043 24+04%  25+028 204043
20:1 n-7 06+02%2 06+01* 01+00° 074032
IMUFA 3144132 30618 365+19P 302+143
18:2 n-6 1.02012 09+02%2 22+08P 13401¢
20:4 n-6 48£072 4610428 252020 37+06C
22:4n-6 274030 30+05% 26+1.08 234048
22:5n-6 244072 11021 07+02° 94+25d
YPUFA n-6 11.6+052 207+220 85+20¢ 193+30b
18:3n-3 0201 - - 024018 02+012
20:50-3 03+022 02+£01% 03+02% 03+01%
22:5n-3 0.1+£00% 02+01% 06+03P 0.1+00?
22:6 n-3 150£32% 564050 1534212 82+12¢
SPUFA n-3 156352 6.1+03° 1694202 8.9+09°
Tn-6+n-3 272434 268+23% 254+39% 2821362
n-6/n-3 07+02% 34404 05+0.1% 22+03°
22:5n-6/22:6 n-3 0.1620.05% 1.95£0.27° 0.0520.00° 1.1540.199

Same as Table 7
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This reduction was compensated by the high levels of
MUFA mainly due to oleic acid, the major fatty acid of this
family. Arachidonic acid was lower in animals fed the n-6
PUFA deficient diet and in a less extent by the total PUFA
deficient diet than th level of 20:4 n-6 found in the control
group (Table 8). N-6 PUFA deficient animals presented
significantly (p <0.01) reduced levels 0f 22:5n-6 (0.7 vs 2.4).
The n-3 PUFA deficient diet produced an extremely higher
22:5n-6 content in PS (11.0 vs 2.4) and lower 22:6 n-3 (5.6 vs
15.0), producing as consequence a higher n-6/n-3 ratio than
the control animals. It was interesting to observe that, in spite
of the important modifications in each of the two PUFA
families, the sum of n-6 + n-3 was not altered by the diet.

Phosphatidylinositol

The level of palmitic acid and stearic acid was not modified
in phosphatidylinositol whatever the diet considered, which
has as consequence similar total saturated fatty acids in all
groups (Table 9).

TABLE 9
Effect of dietary lipids on brain membrane
phosphatidylinositol fatty acid composition

Fatty acids Diets

(%) Control n-3PUFA  n-6 PUFA Total PUFA

Deficient Deficient Deficient

16:0 117+1.9% 150+43% 136112 1624372
18:0 2544228 247+25% 235+16% 23743223
YSFA 41.543.42 4521492 41.8H.02  45.616.82
18:1n-9 89+13 83+14% 115+152 104+07°
18:1 n-7 24+02% 22403% 25+032 24+05%
20:1 N-9 1.3+04% 10+02% 09012 1.0+032
20:1 N-7 05+02% 05012 044012 04+0.12
SMUFA 17.542.6%  16.842.9® 203+2.5P  20.5+1.4P
182 n-6 14404 24+05° 202030 22106
20:4 n-6 315+42% 289+34%0 2521345 23113500
22:4 n-6 14£04% 1.1+£02% 04+020  09+04C
22:5n-6 1.1£03% 17+04% 052020 13+£0.72
SPUFA n-6 3621392 35015520 299134P 2814570
18:3n-3 02+01% 02+01% 06+01P 04202
20:5n-3 02+012 02+01% 15+020 o04zx01¢
22:5n-3 05+02% 08+028 1.1x02b 0.8+023
22:6 n-3 35+08 16+03PC 40042  20%1.0°
SPUFA n-3 4.841.02 301050  8.010.9¢ 4.011.23b
n-6+n-3 412+38% 38.0t5.180 3794333  32.1x65b
n-6/n-3 7.542.28 1154350 3.7+0.6¢ 7.0+1.72
22:50-6/22:6 n-3  0.320.042  1.0240.05° 0.12¢0.06®  0.86:0.32

Same as Table 7

Oleic acid and total MUFA was observed to be higher in
PI from n-6 and total PUFA deficient animals than those from
the control and the n-3 PUFA deficient animals. Dietary n-6
PUFA and total PUFA deficient diets produced lower levels of
arachidonic acid and total n-6 PUFA (Table 9). In PI, the fish
oil diet increased significantly (p< 0.01). the levels of total n-
3 PUFA (8.0 vs 4.8), due primarily to 20:5 and 22:5 n-3.
Eventough total (n-6+n-3) PUFA was diminished by the total
PUFA deficient diet, the n-6/n-3 ratio was maintained in PI

from animals receiving this diet. The latter was, however,
increased (11.5 vs 7.5) and reduced (3.7 vs 7.5) by the dietary
n-3 and n-6 PUFA deficient diets respectively. It is interesting
to note that of all phospholipids analyzed here,
phosphatidylinositol presented the highest n-6/n-3 ratios and
notnecessarily the highest n-3 PUFA levels which was observed
in phosphatidylethanolamine.

DISCUSSION

Total PUFA deficiencies have been related to reduced
growth in general, the reduction in body weight seems to be a
distinctive characteristic of this essential fatty acid families.
The mechanism responsible for this reduced weight during
PUFA deficiency is through a reduced caloric intake rather
than any other physiological mechanism (21).

It has been shown (22,23) a diminished effect of PUFA on
cholesterol levels in rat liver and heart tissue. This
hipocholesterolemic effect of PUFA was attributed to the
reduced HMG-CoA reductase activity in liver microsome,
and to increase level of HDL (high density lipoproteins).
However, in the literature review, we did not find any report
on dietary fatty acid effects on brain membrane cholesterol
levels. Apparently, the effects observed in muscle, liver and
heart are not necessarily observed in this highly protected
organ, where n-3 PUFA had no effect on cholesterol levels and
the effects of n-6 and total PUFA deficiencies were inverse.

In our study, the PL proportions were modulated by the
dietary fatty acids individually. Brain cells are very rich in
polyunsaturated fatty acids which predominate in PE the
major phospholipid inbrain. In this respect, it was not surprising
to find PE to be the most predominant phospholipid in this
particular organ. Alsted and Hoy (24) reported similar fatty
acid patterns in PE and PS after supplementation with fish oil
at a 20 weight % fat diet after two generations. Our results
confirmed their results using lower (5%) fat levels in the diet.

The literature review in regard to the effects of dietary
PUFA on brain membrane phospholipid (PL) composition
does not include the individual phospholipid fatty acid
composition but the total phospholipid fatty acid composition
are most frequently reported. Alsted & Loyd (24) reported the
fatty acid profile of brain subclasses of rats fed n-3 PUFA
either from marine oil or vegetable oil. Their conclusions were
that, as expected, fish oil demonstrated to be a better source
than 18:3 n-3 to incorporate n-3 PUFA into phospholipids in
brain. In our study, fish oil increased, in general, the levels of
22:6, 20:5 and 22:5 n-3 and reduced the 20:4 and 22:5 n-6 as
reported by the authors above.

Although, in general, n-3 dietary deficiency produced
reduced n-3 fatty acids in each phospholipid, compensated by
a high incorporation of n-6 fatty acids and the n-6 PUFA
dietary deficiency produced a reduced level of n-6 fatty acid
compensated by a high level of n-3 PUFA, the degree of fatty’
acid modification of each phospholipid class was different.
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Therefore, itis important to measure not only total phospholipid
fatty acid composition but also each phospholipid class in
order to have more information as to which PL is most
modified by the dietary manipulations, specially when
considering physiological changes known to be correlated to
a specific phospholipid microenvironment. In this study, PC
manifested greater changes than PE, although both were
deprived of essential fatty acids. In fact, the 22:5 n-6/22:6n-3
ratio of phospholipid membrane considered as an index of n-
3 PUFA deficiency, if superior to 1, was 1.75 in animals
deficient in the n-3 PUFA family. It was therefore, possible to
produce an n-3 PUFA deficiency in phospholipids. The
replacement of n-3 by n-6 PUFAs in phospholipid membranes
may be sufficient to maintain the fluidity but the physiological
functions of each fatty acid family are independent and can not
be interchanged. Therefore, these changes may be related to
physiological functions such as: monoaminergic
neurotransmission, learning ability and visual acuity.

The role of n-6 and n-3 PUFA in dietary treatments of
metabolic disorders was generated from epidemiological
studies which support a recommendation to increase the
consumption of n-3 PUFA without reducing the intake of n-6
PUFA (arachidonic acid), particularly in communities having
low n-3 fatty acid intake, as it is the case of western countries
(25,26). In conclusion, the importance of supplying sufficient
dietary essential fatty acids (EFA), specially during the
growing stage, is manifest in our results since dietary EFA
deficiencies are able to change the fatty acid composition of
phospholipids in brain.
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Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on adenylate
cyclase, 5’nucleotidasa and NatK*-ATPase activities
in rat brain-plasma membrane
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SUMMARY. The incidence of polyunsaturated fatty acids (PUFA)
inhuman nutrition is now generally accepted. As essential membrane
components, PUFA may act as enzyme activity modulators. In this
study, fourdifferent diets, in which PUFA type was the only modifying
factor, were evaluated on 5’ nucleotidase, adenylate cyclase and Na't/
K*ATPase activities inrat brain plasma membranes. Animals fed the
total PUFA deficient diet exhibited significant lower body weight
and lower brain weight than did the control group. The specific
activities of S’nucleotidase and Na*/K+*ATPase in brain plasma
membrane were slightly modified by dietary PUFA. The catalytic
unit of adenylate cyclase in total PUFA deficient animals presented
augmented enzyme activity and animals receiving diets deficient in
n-6 PUFA showed reduced activity in relation to the control animals.
Our results showed that the epinephrine receptors, in the case of
adenylate cyclase are not modified by dietary PUFA, but rather the
catalytic unit seems to be altered by dietary PUFA. These results can
be partially explained by the fluidity that PUFA confers to membranes
facilitating the proximity of enzyme-substrate. The physiological
consequences of dietary PUFA incidence on enzyme activity needs
further study.

Key words: PUFA deficiency, brain plasma membrane, adenylate
cyclase, 5'nucleotidase, NatKTATPase.

INTRODUCTION

Therole of n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)
has been largely studied, however, the specific mechanisms of
action are yet to be outlined. As essential membrane
components, PUFA may act as enzyme activity modulators.
Polyunsaturated fatty acids esterified to glycerolphosphoryl
bases are, with cholesterol, the main components of the lipid
matrix of biological membranes. Their relative proportions
determine the biophysical and physiological properties of
these membranes (1). However, the composition of brain
lipids is generally less readily modified by dietary factors
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RESUMEN. Efectodelos acidos grasos poliinsaturados dietarios
en la actividad de la adenilato ciclasa 5'nucleotidasa y NatK+-
ATPasa de la membrana plasmatica del cerebro de ratas. Los
efectos de los écidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la nutricién
humana son hoy en dfa ampliamente aceptados. Como componentes
esenciales de las membranas, los AGPI pueden actuar modificando
actividades enzimaticas. Se estudiaron cuatro dietas distintas, en las
cuales el tipo de AGPI fue el tnico componente distinto, en las
actividades de la 5’ nucleotidasa, NatK+aTPasa y adenilato ciclasa
de la membrana plasmaética de cerebro de rata. Los animales alimen-
tados con la dieta totalmente deficiente en AGPI presentaron peso
corporal y peso del cerebro inferior al encontrado en los animales del
grupo testigo. Las actividades especificas de 1a 5’nucleotidasa y la
Na*K*ATPasa de la membrana plasmaética del cerebro fueron lige-
ramente modificadas por los lipidos dietarios. La unidad catalitica de
la adenylato ciclasa aumentd su actividad en los animales que
recibieron la dieta totalmente deficiente en AGPI, mientras que esta
actividad disminuyd en los animales con la dieta deficiente en AGPI
n-6, en relacién a la actividad del grupo testigo. Nuestros resultados
muestran que los receptores de la epinefrina, en el caso dela adenilato
ciclasa, no se modifican por los lfpidos dietarios, pero éstos si afectan
launidad catalitica de la enzima. Estos resultados pueden ser parcial-
mente explicados por la fluidez que los AGPI confieren a la membra-
na, facilitando asfla proximidad de enzima-sustrato. Las consecuen-
cias fisiolégicas de los efectos de los AGPI dietarios en las activida-
des enzimdticas requiere de mayor estudio.

Palabras clave: Deficiencia de AGPI, membrana plasmatica cere-
bral, adenilato ciclasa, 5’ nucleotidasa, NatK*ATPasa.

compared with other organs (2). Nevertheless, dietary
modifications induced, albeit moderate, appear to alter
membrane enzyme activity and other physiological conditions
3.

Plasma membrane proteins (enzymes, receptors, and ionic
channels) are directly related to the membrane lipid bilayer.
Examples of these are the 5’nucleotidase, adenylate cyclase
and Nat/KtATPase 5’nucleotidase catalyzes the
dephosphorylation of adenosine 5’'monophosphate (5’ AMP).
Adenylate cyclase is directly related to the cellular
communication and as such plays a fundamental role in
regulating cellular metabolism via the cyclic adenosine
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monophosphate (CAMP). Nat/K+ATPase is necessary for the
ionic shuttle across the membrane cell, therefore, it plays a
crucial role in controlling the ionic environment essential for
neuronal activity. To our knowledge, very little research has
been published on the effect of dietary PUFA on the activity
of adenylate cyclase in brain plasma membrane (4). These
authors reported no change in adenylate cyclase activity in
neuroblastoma cells rich in 18:2 n-6. However, later on, the
research group of Murphy (5) reported a high adenylate
cyclase activity of neuroblastoma under the same conditions.
The effects of dietary PUFA on the activity of 5’ nucleotidase
although largely studied, the results are contradictory. In fact,
while Bernshon and Spitz (6) observed a reduced activity in
5’nucleotidase activity in brain plasma membrane depleted of
PUFA, others (7) reported no change in this activity under the
same diet. Nat/K*ATPase activity has been reported to be
elevated in animals receiving a diet deficient in total PUFA
(8). The n-3PUFA deficient diet produced a 40% reduction in
Na*/K*ATPase activity from rat synaptosomes (9). However,
very frequently comparison between reported results are not
as evident due to the discrepancies in control groups.
Nevertheless, the dependence of these three enzymes on
PUFA membrane environment appears important. Therefore
In this study, the effects of four different diets on the
5’nucleotidase adenylate cyclase and Nat/KtATPase activities
in rat brain plasma membranes are compared.

MATERIALS AND METHODS

Experimental animals

Wistar rats were given a semisynthetic diet in which lipids
were supplied by 5% of the respective oil (w/w). The protocols
used were as described previously (10). In general, lipids were
supplied by either peanut and rapeseed oil mixture (control),
peanut oil (n-3 PUFA deficient), cod liver oil (n-6 PUFA
deficient) or partially hydrogenated palm oil (total PUFA
deficient). The diet and the fatty acid composition of dietary
lipids are presented in Tables 1 and 2. Ten animals were puton
each diet right after weaning and until adult age (30 d), when
killed by decapitation. Brain were immediately removed,
weighed and homogenized for membrane preparation as
described in the following section.

Membrane purification

Brain plasma membranes were separated by a modified
method (11). Briefly, 2g of brain were homogenized with 10
ml of cold buffer (Hepes:KOH, 5 mM; pH=7.4) with a teflon
potter homogenizer (Thomas C) using 15 up and down strokes
at 1 000 rpm. The homogenate was filtered through a,tissue
and centrifuged at 10 000 rpm (12 000 xg) for 10 minutes in
a Beckman JA20 centrifuge. The supernatant, diluted to 75%
with Percoll, was then placed at the botiom of the tube
followed by a step Percoll gradient (30, 25, 18, 10 and 0% v/
v) (Pharmacia) and centrifuged at 20 000 rpm (48 000 xg) for

4 minutes at 4°C. The plasma membrane fraction was collected
at the 10%-0% interface. Then it was diluted with a Percoll
solution (75%, v/v) to a ratio of 2 ml of Percoll per 5 ml of
membrane fraction. Seven ml of this membrane fraction were
placed again at the bottom of the tube followed by a step
gradient (18%, 10%, 0% v/v) and centrifuged using the
conditionsmentioned above. The plasma membranes obtained
were immediately used for enzyme activity measurements.
Protein analysis was done after the Bradford method (12).

TABLE 1
Diet composition (g/kg)

Composition Groupl Group2 Group3 Group 4
% n-3 PUFA n-6 PUFA Total PUFA
Control  Deficient Deficient  Deficient
Casein 22.0 22.0 22.0 22.0
DL methionine 0.16 0.16 0.16 0.16
Cellulose 20 2.0 2.0 2.0
Starch 4390 43.90 43.90 43.90
Sucrose 21.94 21.94 21.94 21.94
Vitamin mixture? 1.0 1.0 1.0 1.0
Mineral mixture? 4.0 4.0 4.0 4.0
Hydrogenated palm oil - - - 5.0
Peanut oil 2.5 5.0 - -
Cod liver oil - - 5.0 -
Rapeseed oil 2.5 - - -

a. Total vitamin supplement, United States Biochemical corp.
Cleveland, OH.

b. Composition g/100 g: CaHPO4.2H20, 38.0; KoHPOy, 24.0;
CaC03,18.0; NaCl, 6.9; MgO, 2.0; MgS0O,4.7H,0, 9.0;
FeS04.7TH,0, 0.086; ZnSO4.H,0, 0.5; MnSO4.H,0, 0.5;
CuS0y, 5H,0,0.1; NaF, 0.08; CrK(S04),.H20, 0.05;
(NH4)6M07024.4H20, 0.002; KI, 0.004; COCO3, 0.002;
NaSe03.5H;0, 0.002.

TABLE 2
Fatty acid composition of dietary lipids
Fatty Acids Groupl Group2 Group3 Group 4
(%) Control  n-3 PUFA n-6 PUFA Total PUFA

Deficient Deficient Deficient

Fatty acids/ 100 g of diet:
n-6PUFA (mg)
n-3PUFA (mg)

930.6 935.3
188.0 4.7

136.3 84.6
1113.9

Control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =

hydrogenated palm oil.
k4

Plasma membrane lipid analysis

Total lipids from plasma membrane were extracted by the
Folch et al. procedure (13) in the presence of butyl
hydroxytoluene (BHT) at a 0.02% (w/v).

Total phospholipid fatty acid methyl esters (FAME) were
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analyzed by gas chromatography under the conditions described
previously (10).

Enzyme activity

5°Nucleotidase (E.C.3.1.3.5)
5’nucleotidase activity of brain plasma membrane was

determined by measuring the degradation of (3H)AMP
(adenosine monophosphate) in a liquid scintillation detector
(Packard model TRI-CARB 1500). The assay was carried at
37°C during 60 min in an incubation mixture containing Tris/
HC150 mM, MgC12 180M, AMP(Na) 254 M and 3H) cAMP
15 Ci/nmole pH=7.4. The enzyme activity was calculated
taking into account the isotope specific activity (33x110-6
dpm corresponding to 1 nmole of GH)AMP hydrolyzed) (14).

Adenylate Cyclase (E.C. 4.6.1.1.)

Adenylate cyclase activity of brain plasma membrane
was determi\ned after Salesse technique (15) by measurement
of labeled cyclic (3H) AMP generated from the substrate ATP
in the presence of 20 mg protein. The reaction was carried out
at 37°C during 20 min. The incubation mixture contained
creatine phosphate (100 mM), creatine phosphokinase (375
U/ml), myokinase (850 pg / ml), ATP 0.1 M, adenosine
deaminase (1000 U/ml), isobutylmethylxanthine (200mg /
200u1 DMSO). Basal adenylate cyclase activity was measured
in the presence of GTP (10 mM) and stimulated adenylate
cyclase activity was determined replacing GTP by epinephrine,
GppNHp (10mM), forskoline (300 mM) and forskoline+
GDP8s (0.003 M). The cyclic AMP produced was separated
from the incubation mixture by fixing it to the protein kinase
(4 mg/ml) in the presence of saturated 3H cAMP (2.2 pmoles/
assay). The complex was stabilized by addition of protein
Kinase inhibitor (3 mg/ml). The cyclic AMP produced was
measured by liquid scintillation after separation from the
incubation mixture.

Na*/K+ATPase ( E.C. 3.6.1.37)

The activity of Nat/K*ATPase was measured after a
modified Fujita et al. technique (16). The analysis was carried
out in 20 g of membrane protein and 1 ml of an incubation
mixture containing Tris /HC1 54 mM, NaCl 125mM, KCI21.5
mM, MgCI2 5mM, and ATP 10mM in the presence and
abscence of ouabaine 0.5mM. The reaction was done at 37°C
during 30 min using amixture of TCA (20%) and ascorbic acid
(4%) to stop the reaction. The phosphorus produced was
measured by the Baginski et al. (17) technique: an aliquot of
0.3 ml was mixed with 0.7 ml of TCA-Ascorbic acid solution
at30%. The addition of 0.5 ml of ammonium molybdate (1%)
and arsenate-citrate solution favors the color reaction which
was measured after 15 min at 840 nm.

Statistical methods
Results were analyzed statistically by standard analysis of

variance (ANOVA) at a probability level of p < 0.05
RESULTS AND DISCUSSION

Body and brain weight

Animals fed diets containing partially hydrogenated palm
oil exhibited significantly lower body weight (294 + 18 g) and
lower brain weight (1.73 £ 0.08 g) than did animals from the
control group (372 £ 14 g, 1.97 £ 0.04 g). A similar body
weightreduction was observed in animals receiving 12% corn
oil diet, due mainly to differences in energy intakes (18).
Protein per g of brain was around 21 mg independently of diet
(Table 3).

TABLE 3
Dietary fatty acid effects on body and brain weight
Diets
Control  n-3PUFA n-6 PUFA  Total PUFA
Deficient  Deficient Deficient
Body weight (g) 3724142 3554332 3784272 204+18D
Brain weight (g) 1.9740.04% 1.9840.092 1.9740.052 1.73+0.08P
Protein/brain (mg/g) 21.8£1.6 205+1.6% 2131.7% 2124192

Results are the mean tstandard deviation

Control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Means with different letter are statistically different (p < 0.05).

Total phospholipid fatty acid composition

In general, total saturated fatty acids were notmodified by
dietary lipids as was expected since de novo synthesis also
contributes to saturated fatty acid pool. Monoenes were slightly
modified by the diet, indeed total MUFA were maintained
around 35.2%. The n-3 PUFA deficient diet produced, on the
contrary, a significant (p<0.01) increase in the n-6 PUFA
family. This was due primarily to the increase in 22:5 n-6
which is the longest fatty acid in this family. This effect was
compensated by areductionin22:6n-3 (10.1vs4.1%) the most
important of the n-3 PUFA.. The diet rich in fish oil produced
higher levels of the n-3 PUFA members than those reported in
the control group. The reduction of the n-6 PUFA was also a
characteristic of the fish oil rich diet. These fatty acid
modifications corresponded to the expected effects of each
diet (Table 4).

5'Nucleotidase activity

The specific activity of 5’nucleotidase in brain plasma
membrane was in a range from 29.4 to 32.7 pmol PO4/mg
protein. h (Table 5). Statistical analysis showed a slightly
difference in 5’Nucleotidase activity between that of the
control group (30.2) and the n-6PUFA (32.7) and total PUFA
deficient animals (32.5).
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TABLE 4
Effect of dietary lipids on brain membrane total
phospholipid fatty acid composition

Fatty acids Diets
(%) Control n-3PUFA  n-6PUFA Total PUFA
Deficient Deficient  Deficient
16:0 2074158 21.540.8%  209+122  209+1.0%
18:0 1844072 16.810.6° 1712030  17.8x022
" YSFA 4r911.42  40.510.72 4104092  40.510.62
18:1 -9 2313070 2204059 259406  21.70.5P
18:1n-7 524022 55020 504012 5.140.22
20:1 n-9 344038 3120230 30402b 2.640.2¢
20:1 n-7 1.130.12 1.1+0.12 1.0+0.12 0.9+0.12
IMUFA 3514122 3414092 37.8+0.87  33.5+1.0¢
18:2n-6 0.540.12 0.6+0.12  0.6+£022 0.6£0.12
20:3 n-6 0.310.12 0.3+0.1%  0.3x0.12 0.2+0.12
20:4 n-6 874052  96+03> 60104 8.5+0.42
22:4n-6 324042 393020  1.5:02° 2.8+0.28
22:5 n-6 09022 681057 o905 6.240.5P
SPUFA-n-6 13741.02 2134087 9.2+1.1¢ 18.3+0.99
20:5n-3 -- .- - - 0.440.1 - -
22:51-3 0.1£0.0 - - 0.910.1 - -
22:6 n-3 1014112 414070 1162118 5.8%0.5¢
SPUFA n-3 1034112 41407 13.041.1¢  6.010.69
Sn-6+n-3 24151920 2541092  22.1#1.10 2431067
n-6/n-3 1.320.12  52+09P  0.7£0.1¢ 3.120.49
22:5n-6/22:6 -3 0.09£0.0° 16920307 0.07+0.02%8  1.0740.17

Results are the mean standard deviation of ten animals in each group
control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =

hydrogenated palm oil.

TABLE 5
Dietary fatty acid effects on brain plasma membrane
5’nucleotidase and NatK+ATPase activitics

Diets
Activity Control n-3PUFA  n-6PUFA  Total PUFA
pmoles PO4 Deficient Deficient Deficient
mg prot. h
5'Nucleotidase 30.2%1.42 2941257 327424b  32.5+3.2b

Na*K*ATPase 131.0£30.020 114.0420.0% 138.0+13.6° 1160+24.0%

Results are the mean tstandard deviation

control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated paim oil.

Means with different letter are statiscally different (p < 0.05)

It has been reported no diet-related difference in the
activity of the enzyme in myelin membrane (6, 19). The low
activity of the enzyme reported by others (4, 6) was not.
confirmed in this study.

S nucleotidase activity has been reported to be dependent
on PI microenvironment . In this study, PI levels were not
modified by the individual n-6 and n-3 PUFA deficiency (data
not shown), probably helping to maintain enzyme activity
unchanged. It is also important to mention that the n-6/n-3

ratio depicted in this particular phospholipid (PI) was the
highest of all other PL. Does this mean that the PL
microenvironment was sufficient to maintain enzyme activity
unchanged? Phospholipid proportions in other studies reporting
5 nucleotidase modification by dietary lipids are not reported.

Nat/K*tATPase

The specific activity of NatK*tATPase in brain plasma
membranes varied between 114 and 138 pmol PO4/ mg
protein h. The activity of this enzyme appeared not to be
modified by any of the dietary deficiencies in relation to the
control group. However, a slight difference was observed
between the activity of animals getting the individual (n-6 and
n-3) PUFA deficiencies and the total PUFA deficient group
(Table 5). The elevated NatKtATPase activity reported (20)
during n-6 PUFA deficiency, however, seems to be related to
theanimals general altered physiology (hair loss, skin problems,
etc.) rather than dietary manipulations only.

The effect of dietary alfa-linolenic acid and fish oil on
Nat/K*ATPase isoenzymes were analyzed in brain (21,22)
concluding that out of the three isoenzymes conforming the
NatK*ATPase, the sensitiveness of 2 and 3 isoenzymes to
sodium were dependent of omega 3 fatty acids butno correlation
was observed for the sensitiveness of 1 isoenzyme. Ourresults
might be explained by the differences in ouabain sensitiveness
that presented this enzyme, according to the results depicted
above.

Recently, the incidence of dietary PUFA on
neurotransmission has been related to an increase in dopamine
and serotonin levels under diets deficient in n-6 and total
PUFA respectively, suggesting a different mechanism of
PUFA incidence in the neurotransmission system (23). The
neurotransmission system disorder, during EFA deficiency,
appears not to be related to enzyme activity, perhaps
neurotransmitter molecule levels are impaired

When considering changes in enzyme activities very often
reports present different control and therefore it is not surprising
to find discrepancies in results. NatK*tATPase is a key
enzyme in the neurotransmitter system and for a long time it
hasbeen postulated (8) to be modulated by PUFA. Nevertheless,
in our study only a slight change was observed in this enzyme
when comparing the individual PUFA deficiency and the total
PUFA deficiency group.

Adenylate Cyclase

Adenylate cyclase complex presents three different sites
where PUFA may interfere: the receptor site (epinephrine),
the regulating site (Protein G) and the catalytic site per se.

Basal adenylate cyclase activity in brain plasma membrane
was not modified by dietary PUFA deficiencies. Forskoline
and epinephrine stimulated adenylate cyclase (receptor site)
was not influenced by dietary PUFA deficiencies.

On the other hand, the activity of the enzyme stimulated by
the forskoline + GDP Bs which gives information on the
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catalytic unit was reduced by the n-3 PUFA deficient diet in
comparison to the activity from the total PUFA and n-6 PUFA
deficient animals (Table 6). Murphy has been working
extensively on the effect of PUFA on neuroblastoma cells and
he concluded that the mechanisms involved in the stimulation
of cAMP through PUFA was multifactorial (24). To our
knowledge, no other studies have reported the incidence of
dietary PUFA on adenylate cyclase activity in brain. Since, on
one hand, this enzyme plays a fundamental roll in the metabolic
cascade of carbohydrate and lipid through cAMP and, in the
other hand carbohydrate and lipid metabolism have been
reported to be altered during insulin-resistance syndrome,
therefore, the study of dietary PUFA on this syndrome through
cAMP might give us some insight as to mechanism involved
in this type of disorder.

TABLE 6
Effect of dietary lipids on brain Adenylate Cyclase activity
Diet!

Activity Control n-3PUFA  n-6 PUFA Total PUFA

Deficient Deficient Deficient
Basale 68.0£19.72 611212 6611823 73+ 182
Epinephrine  95.0£332 89288 921262 96 + 302
GppNHp? 2524943 2314582  259+101% 24441072
Forskoline 438 £ 1528 434+£708  406+1352 4961172
Forskoline +
GDPB8s3 289+5830 3121358 253+520 346818

Results are the mean + standard deviation

control diet = mixture of peanut and rapeseed oil, n-3 PUFA deficient diet =
peanut oil, n-6 PUFA deficient diet = cod liver oil, total deficient diet =
hydrogenated palm oil.

Means with different letter are statiscally different (p < 0.05)

In conclusion, this study demonstrated the incidence of
dietary lipids on the fatty acid profile of brain cells. These
modifications on brain fatty acid composition were not
sufficient to alter the activity of 5’ nucleotidase. The activity of
Na*/KtATPase was not correlated to changes in total
phospholipids fatty acid composition, recent studies, however,
have reported a correlation between dietary PUFA and
neurotransmitters (dopamine and serotonin) levels, which
could account for the disturbances of the neurotransmission
systemreported under dietary PUFA deficiencies. The catalytic
site of adenylate cyclase enzyme was altered during the n-3
PUFA deficiency, suggesting the need of these particular fatty
acids for the functioning of the enzyme. Further research is
needed to comprehend the physiological consequences of
adenylate cyclase reduced activity under this dietary deficiency.
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RESUMO. Estudos com feijao t€ém demonstrado seu efeito na
redugdo de colesterol sangiiineo. O presente trabalho visou investigar
o efeito da retirada da casca do feijao preto (Phaseolus vulgaris, L.)
na redugdo do colesterol sangiiineo de ratos hipercolesterol&micos.
Foram utilizados 4 grupos de 8 ratos machos, da linhagem Wistar,
com peso inicial de 200 g, os quais foram mantidos a + 25°C e ciclo
claro-escuro de 12 horas, por 28 dias. O grupo Padr#o foi alimentado
com uma dieta basal de caseina. O grupo Controle recebeu a dieta
basal adicionada de 1% de colesterol € 0,1% de 4cido célico. O
terceiro grupo recebeu dieta semelhante & Controle, substituida, em
base seca, por 30% de feijdo preto integral (FPI). O dltimo grupo
recebeu o equivalente a 30% de feijao, porém, sem casca (FPSC). A
adigdo de colesterol e 4cido c6lico elevou os niveis de colesterol do
grupo Controle em 58%, em relagdo ao Padrdo. A dieta FPI reduziu
os niveis de colesterol sangiifneo total em 15% (ndo significativo-
NS) e a dieta FPSC promoveu redugdo (p<0,05) de 35%, em relagdo
ao grupo Controle. Os niveis de HDL-colesterol foram reduzidos
(p<0,05) pelas duas dietas de feijao. A dieta FPSC promoveu maior
excregdo de colesterol nas fezes (p<0,05), em relagdo # dieta Contro-
le. Isso sugere que o feijdo preto sem casca promove uma maior
eliminacdo do colesterol do organismo e o feijdo integral, embora
reduza o colesterol do sangue (NS), o conserva mais na circulagio
éntero-hepdtica. Os componentes responsiveis pelo efeito
hipocolesterolemiante do feijdo parecem estar localizados, em sua
maioria, no interior do grio, sendo necessarios mais estudos para a
identificagdo desses compostos e para elucidar seus mecanismos de
acdo.

Palavras-chave: Feijdo, colesterol, rato.

INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Saide-OMS (1) ressalta que a
chave mestra para aumentar a expectativa de vida de uma
populag@o € a prevengdo das doengas cardiovasculares. Sabe-
se que niveis altos de colesterol sangiiineo, particularmente a
fragdo LDL, tém sido associados ao risco de doengas
cardiovasculares e que pequenareducgiodo seu nivel plasmético
estd associada a um decréscimo significativo desse risco (2).

O colesterol sérico total e a fragdo LDL podem ser aumen-
tados pela ingestdo excessiva de calorias, gorduras saturadas
¢ colesterol dietético e, possivelmente, por proteina animal.
Entretanto, podem ser reduzidos por diminuigdo do peso
corporal, substitui¢do dietética dos 4dcidos graxos saturados
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SUMMARY. The cholesterol-lowering effect of black beans
(Phaseolus vulgaris, L.) without hulls in hypercholesterolemic
rats. The cholesterol-lowering property of beans has been shown in
several studies. The propose of the present work was to investigate
the effect of black beans (Phaseolus vulgaris, L.) without hulls on
blood cholesterol of hypercholesterolemic rats. Four groups of 8
male rats, Wistar strain, initial body weight of 200g were kept at +
25°C in a light-dark cycle of 12h, for 28 days. The group Standard
received a basal casein diet. Group Control received the basal diet
added of 1% cholesterol plus 0.1% cholic acid. The group BB
received adiet similar to the Control, substituted by 30% black beans,
on dry-weight. The group SBB received black beans without hulls,
equivalent to 30% of whole beans. The addition of cholesterol and
cholic acid raised blood cholesterol levels of rats on Control diet by
58%, in relation to the Standard. BB diet reduced blood cholesterol
by 15% (non-significant - NS) and SBB diet reduced (p<0.05) by
35%, in relation to the Control diet. The levels of HDL-cholesterol
were reduced (p<0.05) by both bean diets. SBB diet promoted a
higher excretion of fecal cholesterol, compared to the Control. This
suggests that beans without hulls promote a higher cholesterol output
and that the whole beans, although had lowered blood cholesterol
(NS), keptitinthe enterohepaticcirculation. The hypocholesterolemic
compounds of beans seem to be located in the inner part of the grain.
Further studies are necessary to identify these compounds and to
elucidate their mechanisms of action.

Key words: Beans, cholesterol, rat.

por dcidos graxos poliinsaturados, fibra alimentar soldvel (2)
e pelo consumo de alguns alimentos com propriedade
hipocolesterolemiante, como a aveia e as leguminosas (3).
Jenkins et al. (4) observaram que a inclusdo de 140 g de
feijdo, diariamente, durante 4 meses, na dieta de pacientes
hiperlipidémicos reduziram em 7% o colesterol sérico total.
Anderson et al. (5) estudaram o efeito hipocolesterolemiante
defeijdes secos «navy» e «pinto», consumidos em doses de 50
¢ 115 g/dia (peso seco), respectivamente. A incorporagio dos
feijdes resultou em decréscimos de 15 a 23% no colesterol
sérico total e de 13 a24% no LDL-colesterol, ap6s um periodo
de trés semanas. Os mesmos autores (6) investigaram 24
homens voluntérios hiperlipidémicos ingerindo dietas que
continham feijdes enlatados em doses diferentes, todas as
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dietas reduziram os niveis séricos de colesterol em torno de
10%.

Rigotti et al. (7), estudando o efeito da dieta de feijdo sobre
a secre¢do biliar de lipidios, o metabolismo hepdtico de
colesterol e a concentragdo séica de colesterol em ratos ma-
chos, da linhagem Wistar, com peso entre 80 e 140 g, por 10
a 12 dias, observaram que a concentrag@o de colesterol sérico
total e a fragcio VLDL-colesterol decresceram
significativamente em 27 e 50%, respectivamente, nos ratos
alimentados com dieta de feijao.

Costa (8) observou que o feijio «baked beans» (Phaseolus
vulgaris, L.) reduziu em 34% o colesterol sérico total de ratos
hipercolesterolémicos alimentados com uma dieta tipica
briténica, rica em lipidios saturados e suplementada com 1%
de colesterol cristalino ou 0,2% de colesterol + 0,1% de dcido
cblico. A redugdo foi mais acentuada nas lipoproteinas
aterogénicas (LDL). ’

Estudos preliminares, realizados em nosso laboratério,
demonstraram o potencial dos feijoes (Phaseolus vulgaris, L.)
preto, carioquinha e vermelho na redugdo do colesterol
sangiiineo em ratos hipercolesterolémicos. O feijdo preto
reduziu em 16%, seguindo-se do vermelho 12% ¢ do
carioquinha 11%.

Os componentes atribuidos as leguminosas como
responsaveis pelo seu efeito hipocolesterolemiante sdo protei-
na vegetal, fibra soldvel, saponinas, esteréis de plantas,
polifendis e isoflavonas (8). Alguns desses compostos podem
estar reduzidos ou concentrados com a retirada da casca do
feijioem certas preparagdes culindrias, afetando a propriedade
do feijdo de reduzir o colesterol sangiiineo.

O presente trabalho visou investigar o efeito daretirada da
casca do feijdo preto na redugio do colesterol sangiiineo em
ratos hipercolesterolémicos. Selecionou-se o feijao preto, pois
este foi 0 que mais reduziu o colesterol sangiifneo em nossos
estudos prévios.

MATERIAL E METODOS

Preparo do feijao

Utilizou-se o feijdo preto adquirido no comércio local da
cidade de Vigosa, Minas Gerais. O feijdo foi dividido em dois
lotes. Um deles foi preparado integralmente, sendo cozido em
panela de pressio de uso doméstico durante 1 hora. O outro
lote foi imerso em 4gua destilada durante uma hora, sob
refrigeragdo a £ 4°C, para facilitar o descasque manual para
obtengdo do feijao sem casca. Em seguida, procedeu-se a
cocgdo em panela de pressdo de uso doméstico durante 40
minutos. Ambos os lotes foram secos, junto com o caldo, em
estufa com circulagio de ar (Fanem, modelo 320-SE) a uma
temperatura de 60°C, durante 24 horas, para proceder a sua
moagem.

Ap6s o preparo, determinaram-se os teores de umidade
(9), cinzas, lipidios totais, proteina (10) e fibra: NDF - fibra
detergente neutro (11), ADF - fibra detergente 4cido (12) e

fibra soltdvel (13); o carboidrato foi determinado por diferenga.

Preparo das dietas experimentais

As dietas experimentais foram preparadas de modo a
apresentarem teores de lipidios, proteinas, carboidratos e
relagdo P/S (4cidos graxos poliinsaturados/saturados)
semelhantes aos dos pacientes hipercolesterolémicos de Vigosa,
Minas Gerais (14). Planejou-se, portanto, um teor de 15,5% de
energia provenientes das proteinas, 52,5% dos carboidratos e
32% dos lipidios e relagio P/S de 0,54. A composi¢do das
dietas estd mostrada na Tabela 1. Nas dietas Controle, FPI e
FPSC adicionou-se colesterol cristalino (Sigma, C8503) (1 g/
100 g de dieta) e dcido célico (Sigma, C1129) (0,1 g/100 g de
dieta). Na dieta FPI adicionou-se feijio preto integral (30 g/
100 g) e na dieta FPSC, feijdo preto sem casca (25,7 g/100 g).
As dietas Padrdo e Controle foram acrescidas de celulose,
como fonte de fibra alimentar, em propor¢ao equivalente ao
teor de fibra das dietas contendo feijdo. A banha de porcoe o
6leo de soja foram adicionados como fonte de lipidios para
obter arelagdo P/S indicada. As dietas & base de feijao tiveram
suas composi¢des ajustadas de modo a apresentarem teores de
nutrientes semelhantes aos da dieta Padrdo. A quantidade de
feijdo preto sem casca utilizada foi equivalente a de feijao
preto com casca, ou seja, 25,7 g de feijdo sem cascaequivalen-
tes a 30 g de feijdo integral. A adigo de colesterol e de 4cido
cdlico fez-se necessdria para a producao de hipercolesterolemia
nos ratos.

TABELA 1
Composigao das dietas experimentais (g/100 g da mistura)

Ingredientes Dietas
Padrio  Controle FPIl  FPSC2

Caseina 20,0 20,0 11,2 13,3
Oleo de soja 39 3,8 33 3,2
Banha de porco 10,9 10,8 10,6 10,6
Feijdo preto integral - - 30,0 -
Feijdo preto sem casca - - - 257
Amido de milho 53,5 52,7 39,1 41,2
Colesterol cristalino - 1,0 1,0 1,0
Acido célico - 0,1 0,1 0,1
Celulose 7,0 7,0 - 1,8
Cloreto de colina 0,2 0,2 0,2 0,2
Mistura salina’ 35 35 35 35
Mistura vitamfnica> 1,0 1,0 10 1,0

1. FPI: Dieta de feijao preto integral
2. FPSC: Dieta de feijdo preto sem casca
3. Fonte: American Institute of Nutrition (15).

Todas as dietas foram adicionadas de misturas de vitami-
nas e minerais, segundo AIN-76 (15). As dietas foram prepa-
radas, passando-se todos os ingredientes em peneira por trés
vezes, misturando previamente o colesterol e 0 4cido célico ao
Sleo de soja e derretendo a banha em fogo brando.
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As dietas foram analisadas quanto aos teores de umidade
(9), cinzas, lipidios totais e proteina (10); o carboidrato foi
determinado por diferenga, considerando-se o teor de fibra
analisado previamente do feijdo.

Ensaio biolégico

Utilizaram-se 32 ratos, machos, da linhagem Wistar, com
peso médio inicial de aproximadamente 200 g, os quais foram
mantidos em gaiolas individuais em ambiente com temperatu-
ra de 2532°C e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais
foram divididos em quatro grupos de oito ratos distribuidos
entre 0s grupos experimentais (Padrao, Controle, FP1e FPSC),
de modo que amédiados pesos entre eles fosse amais proxima
possivel.

As dietas experimentais e 4gua destilada foram oferecidas
ad libitum por 28 dias. Os pesos dos animais, assim como a
ingestdo alimentar, foram monitorados semanalmente.
Determinou-se o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA),
querelaciona o ganho de peso (g) pelo consumo alimentar (g).

Do21°a027°dias doexperimento, as fezes foram coletadas
em sua totalidade. Para isso, as dietas foram marcadas com
corante carmim (200 mg/100 g de dieta) a fim de identificar o
inicio e o final do perfodo de coleta. As fezes foram acondicio-
nadas em recipientes individuais para cadarato e mantidas sob
refrigeracdo. Apds o periodo de colheita, as fezes foram
limpas, pesadas e secas em estufa com circulago de ar
(Fanem, modelo 320-SE) a 105°C, durante 24 horas, e pesadas
novamente para determinagio do peso imido e seco; depois,
foram moidas em multiprocessador de alimentos doméstico
(ELO’S Arno, Modelo AMT48B) e congeladas a -18°C, para
anglises posteriores.

No final do experimento, os ratos foram anestesiados com
éter etilico em dessecador e submetidos a uma incisdo das
cavidades abdominal e tordcica pararetirada do figado e coleta
de sangue por pung@o cardfaca. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 1.500 rpm, por 15 minutos, para a retirada do
soro, que foi guardado a - 18°C.

Os figados retirados foram lavados em solugio salina
0,9%, pesados e guardados a -18°C, para andlises posteriores.

Colesterol sanguineo total

A andlise de colesterol foi feita com base na metodologia
proposta por Allain et al. (16), com uso de Kit enzimadtico da
marca Analisa (COD-ANA, cat. 260)

HDL-colesterol

O HDL-colesterol foi determinado, seguindo-se a
metodologia propostapor Warnicketal. (17). As lipoproteinas
VLDL e LDL foram precipitadas pela a¢io do 4cido
fosfotungsténico em conjunto com sulfato de magnésio,
deixando a fragdio HDL em suspensdo. Apés a centrifugacio
a 1.500 rpm por 15 minutos, o colesterol foi dosado no
sobrenadante, utilizando-se o Kit para determinagio do HDL,
marca Analisa (COD-ANA, cat. 213).

Triacilglicerol

Os triacilglicer6is foram determinados pelo método de
Fossati e Prencipe (18), utilizando-se o Kit enzimatico da
marca Analisa (COD-ANA, cat. 259),

Glicose

A determinagio da glicose foi feita baseando-se na
metodologia proposta por Lott e Turner (19), com uso do Kit
enzimatico da marca Bioclin (COD. GOD-CLIN, cat. K 022).

Lipidios totais no figado

Os lipidios totais foram analisados, seguindo-se a
metodologia proposta pela AOAC (10). Os figados foram
previamente macerados em cadinho de porcelana e levados
integralmente a cartucho de celulose, durante 8 horas em
aparelho de Soxhlet, para desengordurar, usando-se como
solvente o éter de petrdleo (Synth-PA-ACS). A determinagdo
dos lipidios foi feita pela diferenga de peso dos baldes antes e
depois de os figados serem desengordurados.

Colesterol total no figado

O colesterol total foi determinado apds a extragdo do
lipfdio total. Ao baldo com gordura adicionaram-se 30 ml de
acetona (Merck) para dissolugdo. Em seguida, tomou-se o
filtrado e concentrou-o até a metade do volume, refluxando-o
com 50 ml de solugio alcodlicade KOH 10% por 20 minutos.
Ap6s o resfriamento, o material refluxado foi transferido para
um funil de decantagio, lavando-se o baldo com 60 ml de 4gua
destilada. Ao funil, adicionaram-se 30 ml de éter de petréleo
(Synth-PA-ACS). Agitou-se o funil de decantagdo e, em
seguida, ele foi deixado em repouso para decantar. Apés a
decantagio, drenou-se a fase aquosa inferior, desprezando-a.
Evaporou-se a fragéo etérea, ficando o colesterol retido no
frasco. Acrescentaram-se 50 ml de 4cido acético glacial
(Merck), incubando-o a 37°C por 10 horas, para completa
dissolugdo, em banho-maria. Apés esse tempo, transferiu-se
todo o material para baldo volumétrico de 100 ml, completan-
do o volume com 4cido acético glacial. Foi retirado 0,05 ml da
amostra, acrescentaram-se 2,5 ml doreagente de cor contendo
anidro acético, 4cido acético e 4cido sulfiirico (Kit ndo-
enzimatico para determinag@o do colesterol, in vitro Diagnos-
tica, CAT: 010) e agitou-se. Incubou-se a amostraa 37°C por
10 minutos, e em seguida foram efetuadas as leituras
fotométricas a 625 nm, num intervalo de 10 minutos.

Nitrogénio total nas fezes

A andlise de nitrogénio total foi feita pelo método semi-
micro Kjedhal, com amostras em triplicata, de acordo com a
metodologia proposta pela AOAC (10).

Lipidios totais nas fezes

A determinagio dos lipidios totais das fezes foi feita,
baseado-se na metodologia proposta pela AOAC (10). As
fezes previamente trituradas foram colocadas integralmente
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em cartuchos de papel-filtro e desengorduradas em aparelho
de Soxhlet por oito horas, usando-se como solvente éter de
petréleo (Synth-PA-ACS).

Colesterol total nas fezes

A anilise de colesterol total nas fezes seguiu a mesma
metodologia descrita anteriormente para anélise de colesterol
total no figado.

Analise estatistica

Procedeu-se a andlise de varidncia (ANOVA) para
determinagdo do valor de “F”. Para “F” significativo, utilizou-
se o teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade para
comparagdoentre as médias. A dispersdo damédia foi expressa,
nas tabelas de resultados, como desvio-padrao da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dietas e animais

A composigdo centesimal do feijdo preto (integral e sem
casca) estd mostrada na Tabela 2. O ganho de peso dos animais
e aquantidade de dlimentos consumida nfo diferiram entre os
grupos (Tabela 3), o que refletiu-se em médias estatisticamente
semelhantes da percentagem de coeficiente de eficéncia ali-
mentar (CEA).

TABELA 2
Composigdo centesimal do feijdo preto integral e sem casca
(g/100 g)

Composigio Integral Sem Casca
Proteina 19,51 22,17
Lipidio 2,35 2,49
Carboidrato 46,30 48,35
Umidade 6,11 6,52
Cinzas 3,89 3,11
Fibra totall 21,84 17,36
Celulose 8,36 5,16
Hemicelulose 512 5,29
Lignina 3,69 1,48
ADF? 12,05 7,24
NDF3 17,17 12,53
Pectina total 4,67 4,83
Pectina solivel 0,49 0,26
Protopectina 4,18 4,57

1. Fibra total = NDF + pectina total.
2. Fibra detergente écido = celulose + lignina.
3. Fibra detergente neutro = celulose + hemicelulose + lignina.

Colesterol sanguineo total

Estudos feitos por Costa (8) demonstraram que 1% de
colesterol mais 0,1% de 4cido c6lico adicionado a dieta foram
eficazes em induzir hipercolesterolemia moderada em ratos.
O presente estudo comprovou esse efeito, pois houve aumento

significativo de 58% do colesterol sérico dos ratos alimenta-
dos com a dieta Controle quando comparados com os alimen-
tados com a dieta Padrio (Tabela 4).

TABELA 3
Ganho de peso (GP) e consumo alimentar dos ratos e
percentagem do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)
das dietas experimentais (média * desvio padrio)

Dietas GP* Consumo CEA*

(®) Alimentar* (g) (%)
Padrio  83,00+22,03 437,50£59,20 19,06 +3,12
Controle  92,25+11,14 487,90+67,88 18,95+0,96
Fp1! 82,50+13,15 471,90+50,69 17,44+1,55
FPSC2  89,62+18,28 473,00444,67

18,814+2,48

*As médias (dentro da mesma coluna) ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste F (p<0,05).

1. FPIL: Dieta de feijdo preto integral

2. FPSC: Dieta de feijao preto sem casca

TABELA 4
Colesterol total, HDL-colesterol, glicose e triacilgliceréis
do soro sangiiineo (mg/dL) de ratos alimentados com dietas
experimentais apés 28 dias (média + desvio padrio)

Dieta Colesterol Total*  HDL -Colesterol* Glicose**  Trigliceridios**
Padiio  75,7949,46° 57,636,587  167,3046334 73,21424.30
Conrole  119,4823,76° $8,64£9,90%  122.76£32,84  51,10+11,06
FPI 101,92424,748  3047+11,510  137,15441.96  55.42 420,99
FPSC?  77,20+1443° 3743£10,70°  143,46£4383  53,77£12,90

* As médias (dentro da mesma coluna) seguidas de uma mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,005).

** As médias (dentro da mesma coluna) nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste
“F’ (p<0,05)

1. FPI: Dieta de feijdo preto integral

2. FPSC: Dieta de feijdo preto sem casca

A adigdo de feijdo preto integral (FPI) a dieta reduziu em
15% (NS-nao-significativo) o colesterol sérico em relagdo ao
grupo Controle, e a dicta de feijdo sem casca (FPSC) o fez
significativamente em 35% (p<0,05) (Tabela 4), embora nido
tenha havido diferenca significativa entre o feijdo integral e 0
sem casca.

Os mecanismos de a¢do hipocolesterolemiante do feijdo
ndo sio completamente entendidos, mas algumas hipé6teses
t€m sido propostas, como as que atribuem o efeito as fibras
soliiveis, as saponinas e a proteina.

As proteinas das leguminosas podem exercer importante
papel hipocolesterolemiante, com base na sua composi¢ao
aminoacidica (20). A eliminag@o de fatores antinutricionais
presentes na casca, como os polifenéis, permite uma melhor
utilizag@o da protefna, porque aparentemente 0s polifendis,
durante o processo de aquecimento, reagem com as proteinas
presentes no cotilédone, diminuindo a sua eficiéncia (21). A
possivel eliminagio de fatores antinutricionais com aretirada
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da casca dofeijao pode ter favorecido uma maior absorgéo dos
minerais relatados por possuir agdo hipocolesterolemiante,
como o zinco (22), cobre (23) e cdlcio (24), uma vez que tais
fatores interferem negativamente na absorgao desses minerais
(25).

As fibras soliveis sdo també&m apontadas em diminuir o
colesterol sangiiineo, mas, como se pode observar na Tabela
2, ndo existe diferenga entre os niveis de pectina total entre os
feijoes. Portanto, esse componente nio parece ter sido 0 maior
responsdvel pelo efeito hipocolesterolemiante do feijao neste
estudo.

HDL-colesterol

Pelos resultados obtidos para as dietas Padrao e Controle
(Tabela 4), observa-se que os niveis de HDL-colesterol nio
foram alterados com a adigdo de colesterol e dcido célico,
apesar de o colesterol total ter sido significativamente maior
na dieta Controle. Isso significa que o aumento do colesterol
total se deu nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL e,ou,
VLDL-colesterol). Entretanto, os niveis de HDL-colesterol
foram reduzidos significativamente pelas dietas de feijao (FP1
e FPSC), nio havendo diferenca entre o feijao com e o sem
casca, porém a relagfio colesterol total/HDL-colesterol foi
menor (2,06) na dieta de FPSC do que na de FPI (3,35).

Rigotti et al. (7) evidenciaram uma redugdo, porém ndo-
significativa, do HDL-colesterol em ratos alimentados com
dieta de feijdo por 10 a 12 dias. Também, Shutler et al. (26)
observaram redugfio nos niveis de HDL-colesterol em
individuos consumindo 450 g de feijao «baked beans» por 14
dias. Ao contrdrio, dados obtidos por Costa (8), em um estudo
comratos, indicaram que o feijio aumentou o HDL-colesterol,
apesar de ter diminuido o colesterol total e as lipoproteinas de
baixa densidade. Em porcos, entretanto, os niveis de HDL-
colesterol nio foram afetados pelo feijdo (3, 27).

Tal redugdo nos niveis de HDL nio € desejavel, visto que
essas lipoprotefnas estéio associadas a reducéo do risco de
doengas cardiovasculares, em razo do seu papel no transporte
reverso de colesterol e, também, da inibicio da deposigao de
LDL nas paredes da artéria (28).

Glicose e triacilglicerol

Os niveis de triacilglicer6is ndo tém sido influenciados
pelas proteinas, fibras ou saponinas presentes no feijo.
Contudo, tem sido relatado que a redugdo da glicemia ¢ o
aumento da insulina (29), utilizando dietas com altos teores de
fibra solivel, podem diminuir a sintese de triacilgliceréis
hepitica. Apesar de as dietas de feijdo serem ricas em fibras,
ndo se verificou diferenga entre os niveis de triacilglicerdis e
glicose sangiifnea entre 0s grupos experimentais neste estudo
(Tabela 4).

Peso dos figados
A média de peso dos figados dos ratos alimentados com as
dietas experimentais ap6s 28 dias estd apresentada na Tabela

5. Os animais alimentados com a dieta Controle apresentaram
média de peso superior (p<0,05) & dos animais alimentados
com a dieta Padrdo. Esse aumento do peso tem sido associado
a deposicdo de lipidios (30), dgua (31), proteina (32) e
glicogénio (30) no figado.

TABELA 5
Peso timido, lipidio total e colesterol total dos figados de
ratos alimentados com dietas experimentais apds 28 dias
(média £ desvio padrio)

Dieta Peso Lipidios Colesterol Total
@ (&/100g) (/100g)
Padrio  9,46+1,293 0,510,182 0,1940,142
Controle  15,33+2,31P 2,45+1,14P 0,40+0,202b
FpIl 12,4611,62¢ 2,85+1,25P 0,610,26P
FPSC2  12,36+1,68¢ 1,82+0,73P 0,2840,093

As médias (dentro da mesma coluna) seguidas de uma mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
1. FPI: Dieta de feijdo preto integral

2. FPSC: Dieta de feijdo preto sem casca

Os pesos dos figados dos ratos com dietas de feijao (FPIe
FPSC) mostraram-se significativamente reduzidos (p<0,05)
em relagéo a dieta Controle, porém aumentados (p<0,05) em
relagdo ao Padrdo. Portanto, o aumento de peso do figado
causado pela adi¢fo de colesterol e dcido c6lico na dieta foi
parcialmente anulado pela presenca de feijao, possivelmente
devido a uma menor deposigdo de lipidios, 4gua, protefna e,ou
glicogénio no figado.

Lipidios e colesterol total no figado

O consumo de colesterol e 4cido célico pelo grupo Con-
trole levou ao aumento da deposicio de lipidios no figado dos
ratos (Tabela 5), em relagdo ao grupo Padrao. Essa deposicéo
de lipidios, especialmente do colesterol, tem sido
extensivamenterelatadanaliteratura (32-37). Emnosso estudo,
a dieta Controle aumentou a deposicédo de colesterol, porém a
niveis ndo significativos.

A adigfo de feijdo ndo promoveu alteragdo significativa
na deposi¢do de lipidios e de colesterol nos figados dos
animais, em comparagdo com adieta Controle, embora o peso
dos figados tenha sido significativamente menor (Tabela 5).
Portanto, o feijdo ndo previne a deposi¢do de lipidos e
colesterol no figado de animais alimentados com dieta de
colesterol e 4cido célico, mas pode reduzir a deposicio de
outros compostos, como 4gua, proteina e glicogénio, resul-
tando em menor peso do figado.

Peso das fezes

Asmédias de pesodas fezes dos animais alimentados com dietas
experimentais estdo apresentadas na Tabela 6. Ndo houve diferenca
significativa entre as médias de peso das fezes dos grupos.
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TABELA 6
Peso umido, nitrogénio, lipidios totais e colesterol total das
fezes dos ratos alimentados com dietas experimentais
(média tdesvio padrdo)

Dieta Peso* Nitrogénio  Lipidios Colesterol
(2 (g/100g)**  Totais** Total**
(g/100 g) (g/100 g)
Padrio 8,11+,84  1,6040,19%8 523+2.362 0,200,082
Controle 9,031,441 1,7740,12® 9,76+2,75®  1,4620,58P
FPIl  9,64+1,02 3,540,14¢ 7,49+421P  2.16+0,72b¢
FPSC2  8,83+2,04 3,1140,339 8454084  2,99+0,83¢

* As médias (dentro da mesma coluna) ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste “F” (p<0,05).

** As médias (dentro da mesma coluna) seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

1. FPL Dieta de feijdo preto integral

2. FPSC: Dieta de feijdo preto sem casca

Nitrogénio total nas fezes

Observa-se na Tabela 6 aumento acentuado da excregdo
de N nas dietas de feijao (FPIe FPSC). Esse resultado pode ser
devido a presenca de fatores antinutricionais presentes no
feijao, que sdo geralmente associados com partes fibrosas das
plantas e podem ter efeito negativo na digestibilidade e
utilizag@o da proteina (38).

A dieta FPSC apresentou menor excregio de N (p<0,05)
em relagdo a dieta de FPI. Isso pode ser atribuido ao fato de
certos fatores antinutricionais, como os taninos, terem sido
eliminados com a casca, pois segundo Bressani (39), 75% dos
taninos sdo perdidos com a retirada da casca do feijdo.

Lipidios totais e colesterol nas fezes

A adigio de colesterol e dcido célico as dietas resultou no
aumento na excregio de lipidios totais e de colesterol pelas
fezes em relagdo a dieta Padrdo (Tabela 6).

A dieta de feijdo sem casca (FPSC) promoveu perda
significativa de colesterol pelas fezes, em relagdo a dieta
Controle. Esse efeito pode ter sido o responsdvel pela redugio
do colesterol sangiifneo observada naquele grupo (Tabela 4).
De acordo com Rigotti et al. (7), dietas de feijio possuem
alguns componentes (como as fibras e saponinas) que induzem
altacolesterogénese hepéticae baixaesterificagdodo colesterol
hepitico, tendo como conseqiiéncia uma elevada excregio de
colesterol pelas fezes, com consegiiente redugo do colesterol
sangiifneo.

O aumento da excrecdo de colesterol pelas fezes pode ser
também devido ao bloqueio da circulagéo éntero-hepatica dos
sais biliares e, ainda, a baixa absogio intestinal de colesterol
promovida pelos ester6is das plantas (40), pela ligagdo do
colesterol com fibra soltivel (41) e pela formagio de compléxos
saponina-colesterol ndo absorvidos (42).

Em adi¢do ao exposto, muitos estudos tém indicado que o

consumo de saponinasestd associado com aumento naexcregao
fecal de 4cidos biliares e esteréides neutros, gragas a formagao
de complexo saponina-4cidos biliares (43, 44).

Possivelmente, a retirada da casca do feijdo preto
possibilitou a potencializagdo da ag@o de alguns desses com-
ponentes com propriedade hipocolesterolemiante presentes
nas leguminosas, devendo esta ser pesquisada mais
detalhadamente em futuros experimentos.

CONCLUSAO

A adicdo de 1% de colesterol cristalino + 0,1% de 4cido
cblico as dietas fot eficaz em promover hipercolesterolemia
nos ratos, sem grandes alteracdes hepaticas.

A dieta de feijdo sem casca (FPSC) promoveu reducio nos
niveis de colesterol sanguineo nos ratos, em relagdo a dieta
Controle, assim como maior excregio de colesterol nas fezes.
Isso sugere que o feijdo preto sem casca promove uma maior
eliminagdo do colesterol do organismo e o feijdo integral,
embora reduza o colesterol do sangue (NS), o conserva mais
na circulagfo &ntero-hepética.

Os componentes responsdveis pelo efeito
hipocolesterolemiante do feijao parecem estar localizados,
em sua maioria, no interior do gréo, sendo necessdrios mais
estudos para a identificagdo desses compostos e para elucidar
seus mecanismos de agéo.
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RESUMO. O presente trabalho visou investigar o possivel efeito dos
feijées (Phaseolus vulgaris, L.) preto, carioquinha e vermelho,
amplamente consumidos no Brasil, na redugfo do colesterol sangui-
neo de ratos. Foram utilizados 5 grupos de 8 ratos, da linhagem
Wistar, com peso injcial de 200g, os quais foram mantidos a 25°C e
ciclo claro-escuro de 12 horas, por 28 dias. O grupo Padrio foi
alimentado com uma dieta basal de casefna. A dieta do grupo
Controle foi formulada acrescentando 1% de colesterol & dieta basal
para produgdo de hipercolesterolemia nos ratos. Os demais grupos
receberam dietas semelhantes ao grupo Controle, substituida, em
base seca, por 30% de feijao preto (FP), vermelho (FV) ou carioquinha
(FC). A adigdo de 1% colesterol promoveu elevagdo de 49% no
colesterol sanguineo dos ratos do grupo Controle, em relagdo ao
Padrdo. As dietas de feijdo reduziram os niveis de colesterol sangui-
neo (nio-significativo), sendo que o feijdo preto reduziu em 16%, o
vermelho 12% e o carioquinha 11%, em relaco ao grupo Controle.
A adigdo de colesterol as dietas promoveu deposi¢aos de lipidios no
figado dos animais, mesmo naqueles que receberam dietas de feijao.
E possivel que a reduciio de colesterol no sangue seja acompanhada
de sua maior retengéo no figado dos ratos.

Palavras-chave: Feijdo, colesterol, rato.

INTRODUCAO

Niveis altos de colesterol sangiifneo, particularmente a
fragdo LDL-colesterol, témsido associados aoriscode doengas
cardiovasculares. Segundo a Organizagdo Mundial da Satide-
OMS (1), estas constituem a maior causa de morte nos Estados
Unidos da América e namaioria dos paises da Europa Ocidental,
e tém se manifestado um problema proeminente de sadde
publica nos pafses em desenvolvimento.

A hipercolesterolemia pode ser revertida através do uso
de medicamentos e,ou, pela dieta. Dentre os alimentos com
propriedade hipocolesterolemiante, destacam-se a aveia e as
leguminosas. Os mecanismos pelos quais estes reduzem o
colesterol sangiiineo ndo estdo completamente elucidados,
mas alguns de seus componentes, como a fibra soldvel, a
proteinae as saponinas, tém sido apontados como os principais
agentes responsaveis (2,3).

Costa (4) observou que o feijao «baked beans» (Phaseolus
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SUMMARY.Thecholesterol-lowering effect of black, carioquinha
and red beans (Phaseolus vulgaris, L.) in hypercholesterolemic
rats, The propose of the present work was to investigate the cholesterol-
lowering effect of black, carioquinha and red beans (Phaseolus
vulgaris, L.), widely consumed in Brazil, in hypercholesterolemic
rats. Five groups of 8 male rats, Wistar strain, initial body weight of
200g were kept at 25° in a light-dark cycle of 12h, for 28 days. The
group Standard received a basal casein diet. Group Control was
formulated by the addition of 1% cholesterol to the basal diet to
produce hypercholesterolemia in the rats. The other groups received
similar diets to the Control, substituted by 30% black (BB), carioquinha
(CB)orred (RB)beans, on dry-weight. The addition of 1% cholesterol
promoted an increase of 49% in the levels of total blood cholesterol
on Control group, compared with the Standard. The bean diets
reduced total blood cholesterol (non-significant): BB reduced 16%,
RB 12% and CB 11%, in relation to the Control. The addition of
cholesterol to the diets promoted lipid deposition in the rat livers,
even in those fed the bean diets. It seems that the reduction of
cholesterol in blood is followed by its retention in the rat livers.
Key words: Bean, cholesterol, rat.

vulgaris, L.),leguminosapopular naInglaterra, reduziu os niveis
decolesterol sangiiineo emratos e porcos hipercolesterolémicos,
alimentados com uma dieta tipica britdnica rica em gorduras
saturadas e suplementada com colesterol cristalino. A redugio
foi mais acentuada nas lipoprotefnas aterogénicas (LDL). O
feijdo foi também apontado como eficiente na redugfo do
colesterol em voluntdrios normocolesterolémicos (5) e em pa-
cientes hipercolesterolémicos (6-8).

Berdague et al. (9), por meio de um estudo alimentar com
voluntdrios hipercolesterolémicos na cidade de Vigosa, Minas
Gerais, constataram que o feijao faz parte do hébito alimentar
didrio desses individuos. Como no Brasil os feijdes sdo
largamente consumidos, os estudos realizados com varieda-
des de uso corrente pela populagdo sdo de relevante valor na
prescrigfio dietética a individuos hipercolesterclémicos.

O presente trabatho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
o efeito dos feijoes (Phaseolus vuigaris, L.) preto, carioquinha e
vermelho sobre a redugio do colesterol sangiifneo de ratos.
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MATERIAL E METODOS

Preparo das dietas

Utilizaram-se trés feijoes comuns (Phaseolus vulgaris,
L.), de cores preto, marron (carioquinha) e vermelho, os quais
foram obtidos no comércio dacidade de Vigosa, Minas Gerais.

Os feijoes foram limpos de suas impurezas e adicionados
de 4gua na propor¢do de 3:1. Em seguida, procedeu-se a
cocgdo em panela de pressdo durante uma hora e posterior-
mente, junto com o caldo, foram secos em estufa com circulagido
de ar (Fanem - Modelo 320-SE) a uma temperatura de 60°C,
durante 24 horas, para proceder a sua moagem.

Os feijdes foram analisados quanto aos teores de umidade
(10), cinzas, lipidios totais, protefna (11) e fibra: NDF-fibra
detergente neutro (12), ADF-fibra detergente 4cido (13) e
fibrasoldvel (14); o carboidrato foi determinado por diferenga.

As dietas experimentais foram preparadas de modo que
apresentassem teores de carboidratos, lipidios, protefna e
relagdo P/S (4cidos graxos poliinsaturados/saturados), a
semelhanca das dietas de individuos hipercolesterolémicos de
Vigosa, Minas Gerais, de acordo com o levantamento feito por
Berdague et al. (9). Baseando-se nesse estudo, planejou-se um
teor de 15,5% de energia provenientes das proteinas; 52,5%
dos carboidratos e 32% dos lipidios ¢ relacdo P/S de 0,54. A
composi¢do das dietas experimentais (Padrao, Controle, FP,
FC e FV) é mostrada na Tabela 1. As dietas FP, FC e FV
continham feijdes preto, carioquinha e vermelho (30 g/100 g
em base seca), respectivamente. Nas dietas Controle, FP, FC
e FV, adicionou-se colesterol cristalino (Sigma, C8503) (1 g/
100 g de dieta). As dietas Padrio e Controle foram acrescidas
de celulose, como fonte de fibra alimentar, em uma proporgéo
equivalente ao teor de fibra das dietas contendo feijao. A
banha de porco foi adicionada como fonte de gordura satura-
da, para se obter a relagdo P/S igual a 0,54. As dietas 2 base de
feijdo tiveram suas composi¢des ajustadas em fungdo da
adicdo de feijdo, de modo a serem oferecidos teores de
nutrientes semelhantes aos das dietas Padrio e Controle.

TABELA 1
Composigdo das dietas experimentais (g/100 g de mistura)

Ingredientes Dietas

Padrio Controle FP FC FV
Casefna 19,3 19,1 11,0 11,2 12,2
Oleo de soja 3,8 38 34 37 3,6
Banha de porco 11,0 109 11,0 11,0 11,0
Feijéo preto - - 300 - _
Feijao carioquinha - - - 30,0

Feijao vermelho - - - -
Amido de milho 549 544 39,2 38,6 37,8
1

Colesterol cristalino - 1,0 ,0 1,0 1,0
Celulose 6,4 6,4 - - -
Cloreto de colina 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Mistura salina* 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitamfnica* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

*Fonte: American Institute of Nutrition (15)_—

A adi¢do de colesterol as dietas fez-se necesséria para a
produgdo de hipercolesterolemia nos ratos. O grupo Padrido
serviucomo referénciados niveis basais de colesterol sangiiineo
dos animais que ndoreceberam dietas com adi¢do de colesterol.

As dietas foram analisadas posteriormente quanto aos
teores de umidade (10), cinzas, lipidios totais e proteina (11);
carboidrato foi determinado por diferenga, considerando-se
os teores de fibra dos feijGes.

Ensaio bioldgico

Utilizaram-se 40 ratos machos, da linhagem Wistar, com
peso inicial aproximado de 200 g, mantidos em gaiolas
individuais, em ambiente com temperatura controlada (25 +
2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais foram
divididos em cinco grupos de oito ratos (Padrio, Controle, FP,
FC e FV), de modo que a média dos pesos entre eles fosse a
mais préxima possivel.

As dietas experimentais e 4gua destilada foram oferecidas
ad libitum por 28 dias. Os pesos dos animais, assim como a
ingestdo alimentar, foram monitorados semanalmente, para o
cdlculo do ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA), onde:

CEA = ganho de peso (g)
consumo alimentar (g)

No final do experimento, os ratos foram anestesiados com
éter etilico em dessecador e submetidos a incisdo das cavida-
des tordcica e abdominal para a coleta de sangue por pungéo
cardfacae pararetirada do figado. Este foi lavado em solugao
salina a 0,9%, pesado e depois estocado a -18°C, para
posterior analise.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1.500 rpm
por 15 minutos, para a retirada do soro, o que foi guardado a
-18°C para posterior andlise.

Colesterol sanguineo total

A andlise de colesterol do soro dos animais foi feita com
base na metodologia proposta por Allain et al. (16), mediante
o uso de Kit enzimdtico da marca Analisa (COD-ANA, cat.
260).

Lipidios totais do figado

Os lipidios totais foram analisados, seguindo-se a
metodologia proposta pela AOAC (11). Os figados foram
previamente macerados em cadinho de porcelana, ¢ uma
amostra de aproximadamente 5 g foi levada em cartucho de
celulose para desengordurar em aparelho de Soxhlet, por oito
horas, usando-se o éter de petréleo (Synth-PA-ACS) como
solvente.

Analise estatistica
Procedeu-se a andlise de varidncia (ANOVA) para
determinagio do valor de “F”. Para “F” significativo, utilizou-
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se o teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade para
comparagdo entre as médias. A dispersdo damédia foi expressa,
nas tabelas de resultados, como desvio padriao da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dietas e animais

A composic¢io centesimal dos feijdes preto, carioquinha e
vermelho encontra-se na Tabela 2. Os resultados dessaanélise
serviram de base para o cdlculo das dietas experimentais
usadas no ensaio biolégico.

TABELA 2
Composig¢ao dos feijdes preto, carioquinha e vermelho
(g/100 g)
Composigio Feijdo
Preto Carioquinha Vermelho

Proteina 21,01 21,83 19,49
Lipidio 0,60 0,42 0,56
Carboidrato 44,60 45,18 44,39
Umidade 7,11 5,85 5,86
Cinzas 3,60 3,36 3,36
Fibra totall 23,08 23,36 26,34
Celulose 10,33 6,50 10,09
Hemicelulose 4,10 4,23 8,53
Lignina 2,88 6,45 1,72
ADF2 13,21 12,95 11,81
NDF> 17,31 17,18 20,39
Pectina total 5,77 6,18 5,95
Pectina solivel 0,94 0,84 0,68
Protopectina 4,83 5,34 5,27

1 = fibra total = NDF + pectina total.
2 = fibra detergente 4cido = celulose + lignina.
3 = fibra detergente neutro = celulose + hemicelulose + lignina.

N#o houve diferenga significativa entre os grupos
experimentais quanto ao ganho de peso, consumo alimentar e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (Tabela 3). Em
fungdo da homogeneidade desses valores, atribui-se os efeitos
observados nos pardmetros sangiiincos € no figado dos animais
as varidveis controladas no experimento, quais sejam, aadi¢io
de colesterol e de feijdo as dietas.

Colesterol sangiiineo total

O uso de ratos como modelo animal para estudos sobre o
colesterol intensificou-se na década de 50, com o interesse
crescente na etiologia da aterosclerose.

Ratos, no entanto, sdo resistentes em desenvolver
hipercolesterolemia e aterosclerose em razio, possivelmente,
do aumento na conversdo de colesterol em 4cidos biliares no
figado (17,18). Esses animais também tendem a acumular
lipidios no figado quando recebem dietas adicionadas de
colesterole,ou, dcido c6lico. Para produzir hipercolesterolemia

nos ratos, suplementou-se a dieta com 1% de colesterol
cristalino, com base no estudo feito por Costa (4); segundo
a autora, a adicio de colesterol nesse nivel na dieta aumenta
o colesterol plasmético sem promover grandes actimulos de
colesterol no figado dos animais.

A adig¢do de 1% de colesterol as dietas foi eficaz na
producio de hipercolesterolemia nos ratos, como Visto na
dieta Controle, que obteve 49% de aumento nos niveis de
colesterol sangiiineo em relagdo a dieta Padrao (Tabela 4).

TABELA 3
Ganho de peso, consumo alimentar dos ratos e % de
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) das dietas
experimentais (média + desvio padrio)

Dieta Ganho de Peso Consumo Alimentar CEA
@* @* (%)*
Padrio 103,374£33,04 451,06+55,96 22,5615,34
Controle 117,50+16,70 479,96+43,14 24,4612,45
Fpl 103,25+7,92 449,63+24,17 23,01+£2,00
FC2 110,12+12,02 436,67+47,81 25,26+1,49
FV3 106,87+14,50 434,35%29,93 24,52+1,76

* As médias ndo diferem entre si, na mesma coluna, pelo teste «F»
(p< 0,05)

1. Dieta de feijdo preto

2. Dieta de feijao carioquinha

3. Dieta de feijao vermelho

TABELA 4
Colesterol total do soro sangiiineo (mg/dL) de ratos alimen-
tados com dietas experimentais (média + desvio padrio)

Dietas Colesterol Total
Padrio 114,74+18,422
Controle 170,80432,05P
Fpl 143,06+23,122b
FC2 151,81+13,30b
Fv3 150,66 +19,99b

Asmédias seguidas de uma mesmaletra, na coluna, ndo diferementre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

1. Dieta de feijéo preto

2. Dieta de feijao carioquinha

3. Dieta de feijdo vermetho

A dieta que continha feijdo preto (FP) reduziu o colesterol
sangiiineo em 16% em relagdo a dieta Controle, seguida de
12% de redugdo com a dieta de feijao vermelho (FV)e 11% do
feijad carioquinha (FC) (Tabela 4). Embora as médias dos
grupos alimentados com dietas de feijdo nfo tenham diferido
estatisticamente do grupo Controle, é importante salientar
que, segundo Anderson et al. (8), aredugio de 1% nos niveis
do colesterol sérico resulta em redugdo de 2% de risco de
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doengas coronarianas.

Rigotti et al. (19) observaram que ratos alimentados com
dietas de feijdo por 10 a 12 dias tiveram teores de colesterol
total no soro menores do que os animais controle.

Outros dados da literatura sdo concordantes em indicar o
mesmo efeito hipocolesterolemiante do feijdo (4, 6, 8).

Os mecanismos pelos quais uma dieta rica em legumino-
sas pode influenciar os lipidios sangiifneos sdo varios. Um dos
relatos refere a agdo dos componentes protéicos das legumino-
sas, especialmente em relagdo a composicdo dos seus
aminodcidos. Essa agdo hipocolesterolemiante da proteina
pode ser devida também a compostos ndo protéicos ligados a
ela, como os minerais zinco e cobre, que s@o encontrados em
teores mais elevados nas leguminosas do que na caseina (20).

O efeito hipocolesterolemiante do feijao pode ser também
atribuido a presencga de componentes soldveis nao digeriveis
como as saponinas (21). Essas substancias reduzem a absor¢io
de colesterol (22), aumentam a excre¢io de esterdis fecais (23)
e aumentam também a secre¢do e saturagio do colesterol biliar
em ratos (24).

As fibras soliveis, presentes no feijdo, também podem
alterar o metabolismo do colesterol, ligando-se aos 4cidos
biliares e interferindo na formagao de micelas e na circulagio
€ntero-hepatica, o que afeta o “pool” de dcido biliar total. As
bactérias presentes no cSlon fermentam as fibras soliveis,
formando 4cidos graxos de cadeia curta, como o acetato,
butirato e propionato, que sio absorvidos no intestino e
transportados pela veia porta afetando a sintese de colesterol
hepdtico (25).

Os polifendis, encontrados em maior concentragdo na
casca de sementes mais coloridas (26), podem estar atuando
em conjunto com outros compostos de agldo
hipocolesterolemiante presentes no feijao.

Peso dos figados

O consumo de colesterol e,0u, 4cido c6lico na dietaresulta
no aumento do peso dos figados de ratos (4). Observou-se
neste experimento (Tabela 5), que amédiade peso dos figados
dos animais na dieta Controle foi superior (p<0,05) a do grupo
Padrdo. A presenga de feijao nas dietas parece ter anulado o
efeito da adigdo de colesterol, uma vez que os pesos dos
figados dos animais com as dietas FP, FC e FV foram
estatisticamente semelhantes ao Padrdo. Esse aumento do
peso dos figados observado com a dieta Controle pode ser
atribuido & deposigdo de lipidios (27), dgua (28), proteina (29)
e glicogénio (27) no figado, o que pode, de alguma forma, ter
sido prevenido pelo consumo dos feijdes.

Lipidios totais dos figados

Observa-se, na Tabela 5, que a adi¢do de 1% de colesterol
nas dietas promoveu aumento do teor de lipidios nos figados
dos animais, em comparagio com adieta Padrio. Essaretengo
€ devida ao fato de os ratos tenderem a acumular lipidios no
figado quando recebem dietarica em colesterol (4). No entanto,

a adi¢do dos feijoes preto, carioquinha € vermelho nio
promoveu alteragdo significativa na deposig¢do de lipidios nos
figados dos animais, em comparagio com a dieta Controle,
embora o peso dos figados dos animais com dietas de feijdo
tenha sido significativamente menor que os alimentados com
adieta Controle. Isso significa que a adi¢@o de feijao preveniu
a deposicdo de outros compostos no figado dos ratos, como
dgua (28), proteina (29) e glicogénio (27), mas néo de lipidios.

TABELA 5
Peso e teor de lipidios totais dos figados dos ratos alimenta-
dos com dietas experimentais (média * desvio padrio)

Dietas Peso do Figado Lipidios Totais
@ (/100g)
Padrio 12,05+1,882 1,5940,382
Controle 16,15+0,89P 4,62+0,90P
Fpl 13,20+0,892 5,33+1,71b
FC2 13,26+1,532 5,14+1,25b
4,43+0,79P

FV3 13,05+0,882

* As médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

1. Dieta de feijdo preto

2. Dieta de feijdo carioquinha

3. Dieta de feijdo vermelho

CONCLUSAO

A adicdo de 1% de colesterol as dietas Controle, FP,FV e
FC promoveu hipercolesterolemia moderada nos ratos.

O feijao promoveu redugio nos niveis de colesterol
sangiiineo, em relagdo a dieta Controle, porém em niveis ndo
significativos devido, possivelmente a variabilidade de resposta
entre os animais do mesmo grupo experimental.

O feijdo preto reduziu o colesterol sangiiineo em 16%, o
vermelho 12% e o carioquinha 11%.

A adigdo de colesterol as dietas provocou deposi¢io de
lipidios no figado dos animais, mesmo naqueles que receberam
dietas de feijdo. Portanto, ¢ possivel que aredugdode colesterol
sangiifneo nos ratos seja acompanhada de uma maior reteng@o
de colesterol no figado dos animais.

Outros estudos se fazem necessdrios para elucidar os
mecanismos pelos quais o feijdo reduz colesterol sanguineo e
avaliar a influéncia da pigmentag@o do feijdo no seu efeito
hipocolesterolemiante.
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Avaliacdo da qualidade nutricional da proteina da folha de
mandioca combinada com a caseina pela reacdo de plasteina®
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RESUMO. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de obter
um produto protéico e avaliar o seu valor biol6gico visando o
consumo humano e/ou animal. Para isso foram utilizadas folhas de
mandioca como matéria prima protéica ndo convencional. Produziu-
se um isolado protéico dessas folhas liofilizado, desengordurado e
despigmentado (IPFM). Esse foi misturado & caseina para hidrélise
e ressintese enzimaética das proteinas (Reacdo de plasteina) e, assim,
foram obtidos os produtos plasteinas precipitada (PP) e sobrenadante
(PS). Os teores protéicos determinados foram de 64,39% na PS,
61,36% na PP e 51,97% no IPFM. Os resultados das determinages
daatividade do inibidor de tripsina revelaram um decréscimo de 41%
da atividade do inibidor na PP, sugerindo que o tratamento térmico
empregado para a inativagdo da enzima pode ser suficiente para a
inativacdo parcial doinibidor, ou ainda, sugerindo que a dilui¢do com
acasefnadiminui oinibidor. Foi avaliada acomposi¢do aminoacidica
dos produtos, mostrando resultados satisfatérios de acordo com os
padrdes estabelecidos. Os resultados obtidos neste trabatho permitiram
as seguintes conclusdes: -A utilizagdo de fontes ndo convencionais
deve ser estimulada, principalmente, quando as proteinas destas
fontes ndo convencionais apresentam-se comum perfil aminoacidico
quepode serutilizado paraa complementagfo do teor de aminoicidos,
em alimentos com deficiéncia em aminodcidos essenciais; -Os
produtos protéicos obtidos pela reagdo da plasteina apresentaram
teores satisfatorios de protefna; perfis aminoacidicos compativeis
com as recomendagdes FAO/OMS/UNU (1985), havendo
complementagdo dos aminodcidos entre as duas fontes utilizadas; -
A reagio de plasteina pode ainda ser utilizada no processamento de
alimentos, caso o processo seja adaptado e controlado em escala
industrial. Uma destas utilizagdes seria, a eliminagfio de componen-
tes responsdveis pelo sabor amargo e odor estranho de determinados
produtos. Uma outra utilizag#o, seria na descoloragio de produtos 4
base de protefna.

Palavras-chave: Plasteina, folha de mandioca, proteina modificada,
perfil aminoacidico.

INTRODUCAO

Fontes ndo convencionais de proteinas tanto para ragdes
animais como para consumo humano tém sido estudadas
visando obter alimentos de boa qualidade com maior acesso
a0s consumidores (1).

Uma das alternativas vidveis para obtengio de alimentos

SUMMARY. Nutritional evaluation of protein quality of cassava
leaf combined with casein by plastein reaction. The present work
was conducted to obtain a proteic product and to evaluate its biological
value in order to be used for human and/or domestic animal
consumption. Thus, it were used cassavaleaves as anon conventional
source of protein. It was produced a freeze-dried, fat-free and
colourless proteic isolated from those leaves (CLPI). This was mixed
with casein and after the mixture as enzimatically hydrolized and re-
synthesised (Plastein reaction) to obtain a precipitated (PP) and a
soluble plastein (SP) fractions. The protein contents observed were
64.39% (PS), 61.36% (PP) and 51.97% (CLPI). Trypsin inhibitor
activities values showed a 41% reduction in the PP fraction sugesting
thatthe heat treatment used to inactivated the enzyme also inactiveted
partially the inhibitor or the reduction was due to the casein dilution.
The aminoacid composition of the frations obtained showed values
close to the standards stablished.It can be concluded: - the utilization
of non-conventional source should be stimulated when the proteins
from thoses sources have an aminoacidic profile that allow them to
be used as an amino acid supplementation in food with low level of
essential amino acids; - the fractions obtained by the plastein reaction
showed satisfactory protein contents and their amino acid profiles
were comparable with the FAO/OMS/UNU (1985) recommendations;
- the plastein reaction can be utilized in food processing, after
industrial scale adaptation remove compounds responsible to bitter
taste, fetidness and to discolour protein products.

Key words: Plastein, cassava leaves, modified protein, aminoacidic
profile.

ndo convencionais € a utilizacdo da reacdo da plasteina. Esta
reagio € um método enzimdtico utilizado para modificagio de

1. Parte de tese apresentada ao Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Vigosa, pelo primeiro autor, como exigéncia para obtengio do
grau de Magister Scientiae em Agroquimica.
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proteinas, com o qual se pode corrigir mediante suplementagao
o teor de aminoécidos limitantes em determinada proteina.
Também, pode ser utilizada para melhorar os aspectos
organolépticos como aroma e sabor de alimentos, aspectos
estes que tém limitado a introdugdo e aceitagdo de novos
alimentos (2).

A obtengdo da plasteina é baseada no processo de
alongamento das cadeias peptidicas a partir de hidrolisados
parciais de proteina de diferentes origens. Desta forma
possibilita a incorporagdo de aminodcidos esterificados as
cadeias protéicas, para posterior sintese de protefnas com
melhor valor nutricional denominadas plasteinas.
Resumidamente, a metodologia envolve extragdo e hidrélise
enzimética parcial de proteinas de origens diferentes para
posterior ressintese ou alongamento do hidrolisado (3).

Jham et alii (4) observaram que € possivel substituir até
6,5% do teor de nitrogénio fornecido pela farinha de soja por
um concentrado protéico de folhas de mandioca sem alterar
o desempenho de pintos de corte até os 21 dias de idade.
Ravindran e Ravindran (5), analisando a composigio
nutricional da folha de mandioca, notaram varia¢des quando
as folhas eram separadas de acordo com o estddio de
maturidade. A andlise dos teores de aminodcidos revelou que
as folhas de mandioca s&o ricas na maioria dos aminoécidos
essenciais, com excegdo da metionina e fenilalanina. Apés
maturagdo foliar, houve uma tendéncia de diminuir a
concentragio destes aminodcidos.

Rosas-Romero e Baratta (6) demonstraram que o concen-
trado protéico de folha de mandiocareduziu o peso corporal de
ratos quando utilizado puro na dieta. Utilizando a reacio de
plasteina (caseina e protefnas da folha de mandioca) para
melhorar a qualidade das proteinas foliares da mandioca, foi
observado um aumento no conteido de proteina de 47 para
90%, ¢ valores de quociente de eficiéncia protéica (PER) e
quociente de eficiéncia liquida protéica (NPR) similares aos
observados com dieta controle a base de caseina.

Sheen (7), comparando propriedades funcionais e quimi-
cas de concentrados protéicos de folhas de alfafa, soja, beterraba
e tabaco, verificou haver vantagens no uso de proteinas
vegetais na alimentag¢io humana e, ainda, permitindo o total
aproveitamento da biomassa vegetal num processo vidvel
economicamente. Nas folhas de alfafa, além do teor adequado
de proteinas, encontra-se ainda um residuo fibroso que auxilia
nadigestdo. A mesma utilizagdo se aplicaas folhas de beterraba
e soja que, como as folhas de alfafa, sfo, em geral, utilizadas
apenas como adubo orgéanico (7).

O presente trabalho utilizou a reagdo da plasteina para
modificar as proteinas da folha da mandioca com caseina para
aobteng¢do de um produto protéico e avalid-lo nutricionalmente
para fins de utilizagdo como insumo alimentar.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do isolado protéico da folha de mandioca

Foram colhidas, aleatoriamente, folhas das plantas nas
regiGes basal, mediana e apical com pecfolo e, em seguida,
acondicionadas em sacos pldsticos para transporte.
Imediatamente ap6s, em laboratério, as folhas foram lavadas,
retirados os peciolos, limbos foliares picados e colocados em
copo de liquidificador com 4gua destilada na proporgao de
1:10 (p/v) para triturag@o por cinco minutos. A parte fibrosa
foi separada por coagem em dessorador de nylon e descartada.
Do volume final obtido do filtrado, foi adicionado 30% de
etanol para precipita¢do das proteinas. Em seguida, o material
foi centrifugado por quinze minutos, a 10.240 x g. O precipi-
tado foi separado, congelado e liofilizado. O rendimento de
proteina a partir de folhas de mandioca foi de 0,70%.

Para despigmentag@o e desengorduramento, o precipitado
liofilizado foi acondicionado em aparelho de Soxhlet, onde foi
submetido alavagem com acetona/dlcool napropor¢aode 1:1,
por oito horas. Ap6s, o material foi triturado em moinho para
homogeneizagfo do isolado protéico de folha de mandioca
(IPMF) e acondicionado em frasco préprio para posterior
hidrélise enzimadtica.

Hidrélise e ressintese de proteinas

O IPMF foi misturado com caseina na propor¢dode 1:1 e
dissolvidos em solugdo tampéo fosfato de sédio, pH 7,5, na
propor¢ao de 1:10. Em seguida foi adicionado pancteatina a
4% do substrato (8). A hidrélise foi conduzida sob agitagdo a
37°C, por seis horas e, ap6s, aquecido em banho-maria a 75°C
por dez minutos para completa inativagdo da enzima. Apés
resfriamento, foi feita centrifugagdo a 10.240 x g por quinze
minutos. O sobrenadante foi congelado e liofilizado para
posterior utilizagdo no processo de ressintese. O precipitado
foi descartado.

O material sobrenadante liofilizado foi dissolvido em
solucio a 40% (p/v em relagdo ao hidrolizado) de tampao
fosfato de sédio, pH 5,5. Em seguida, foi adicionado 2% de
pancreatina (p/v em relago ao substrato). A mistura foi
deixada em repouso a temperatura ambiente sem agita¢do por
24 horas. Apés este perfodo, a mistura protéica foi precipitada
com solugdo hidroalcodlicaa30% e, em seguida, centrifugada
por quinze minutos a 10.240 x g.

O sobrenadante e o precipitado, foram congelados e
liofilizados, obtendo-se assim a plasteina precipitada (PP) e a
plasteina sobrenadante (PS) de acordo com metodologia des-
crita por Yamashita et alii (9).

Determinacao dos teores de proteina

Foram determinados os teores protéicos do IPMF, PP e PS
pelo método semi-micro de Kjeldahl, com trés repetigdes,
conforme metodologia descrita no A.O.A.C. (10).

Dosagem de inibidor de tripsina

Foram determinadas as atividades dos inibidores de tripsina
no IPMF e nas fragdes PP e PS pelo método de Kakade et alii
(11).
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Analise de aminoacidos

Os amino4cidos foram dosados em analisador automatico
de aminodcidos, Perkin-Elmer, Mod. 034, a partir dos
hidrolisados obtidos por hidrélise 4cida, segundo técnica
recomendada por Spackman et alii (12) .

Determinagio de triptofano
Foram determinados os teores de triptofano no IPMF, PP
¢ PS utilizando-se o método de Villegas & Mertz (13).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores protéicos observados no IPMF, PP, PS e caseina
¢ os resultados da atividade de inibidor de tripsina estdo na
Tabela 1.

TABELA 1

Teores protéicos e atividades de inibidor de tripsina (TUI)
Caseina IPFM!  Pp2 ps3
Teor protéico (%) 76,05 5197 61,36 64,39
TUI4 93,70 55,30 86,10

1. Isolado protéico da folha de mandioca
2. Plastefna precipitada

3. Plastefna sobrenadante.

4. Unidade de inibidor de tripsina

A avaliagdo do IPMF obtida no presente trabalho pela
andlise quimica mostrou um rendimento protéico de 51,97%,
resultado comparavel aos obtidos por Chaves (14). As folhas
e a parte superior da planta (folhas + talo) apresentaram
contetido protéico significativamente mais alto que o caule
14).

A aplicacio da reagdo da plasteina no IPMF combinado
com caseina, resultou em uma PS com 64,39% de proteina e
uma PP com 61,36% de proteina. Estes resultados n#o s&o
totalmente concordantes com os obtidos por Miranda et alii
(15)que ao trabatharem com isolado protéico de sojae caseina
utilizando, também, pancreatina como enzima hidrolitica e de
ressintese, obtiveram maior rendimento na PP (71,17%) e
menornaP$S (63,70%). O isolado obtido com folhade mandioca
apresentou menor capacidade de ressolubilizagéo e, portanto,
ficou com teor protéico mais alto na PS pela predominénciade
pequenos peptideos ndo combinados. Estes resultados
concordam com os de Forato (16), que também obteve maior
rendimento protéico para PS do que para PP.

Os resultados da atividade do inibidor de tripsina foram
reduzidos apds a reagfo de plasteina em 41,0% na PP em
relagZio ao IPMF. Por outro lado, na PS, aredugdo daatividade
do mesmo inibidor foi de apenas 8%. Rosas-Romero (6),
comparando a composigdo do concentrado protéico da folha
damandioca e de uma plasteina obtida destas mesmas folhas,
observou apds a reagdo da plasteina, um aumento de 90% na

concentragdo da proteina, redugéo significativa no contetido
de tanino, completa eliminagio do HCN e diminuic¢do na
atividade do inibidor de tripsina, ficando essa atividade em
nivel de detecg¢@o bem abaixo do méaximo aceitdvel em protei-
nas origindrias de folhas.

A Tabela 2 mostra a composi¢io aminoacidica do IPMF,
PP e PS, bem como da proteina padrio caseina.

TABELA 2
Composigdo aminoacidica (mg %) da caseina, isolado
protéico da folha de mandioca (IPMF), plasteina
precipitada (PP) e plasteina sobrenadante (PS)

Aminoécidos Casefna IPMF PP PS

Arginina —_— 3,57 2,45 2,52
Lisina 6,99 3,10 3,98 3,30
Histidina 2,46 1,14 1,22 1,30
Acido glutdmico 18,87 5,62 10,21 9,35
Acido aspartico 6,16 5,10 394 4,10
Fenilalanina 4,50 3,10 2,23 2,97
Tirosina 4,95 2,44 1,80 7,56
Triptofano 1,000 004 031 0,43
Treonina 3,67 2,51 2,21 2,25
Serina 5,10 2,54 3,73 2,99
Alanina 2,61 3,15 1,72 1,96
Valina 5,67 3,96 4,02 4,10
Leucina 8,13 5,02 4,54 4,77
Isoleucina 4,30 2,42 2,42 2,51
Metionina 2,28 1,35 1,23 1,51
Prolina 9,55 3,14 5,23 4,45
Glicina 1,59 2,83 1,13 1,51

1. Valor obtido por Sgarbieri, (21)

Os resultados obtidos sdo comparaveis, com pequenas
variagdes, aos encontrados por Miranda et alii (17), quando
utilizaram hidrolisados enzimaticos de proteina de soja e
caseina, para determinar o perfil aminoacidico destes
hidrolisados. A partir dos hidrolisados obtidos prepararam
plasteinas e verificaram a interagdo entre os hidrolisados
através do acompanhamento do perfil em aminoacidos das
plasteinas obtidas em relacdo aos hidrolisados de origem.
Concluiram que as misturas de hidrolisados para obtengéo de
plastefnas devem ser calculadas de acordo com a constitui¢io
aminoacidica desejada para o produto.

No presente estudo foi utilizado uma mistura na proporgao
de 50/50 (caseina + IPMF ) e evidenciamos um resultado em
que o perfil aminoacidico das plastefnas se apresenta bem
superior em quase todos os aminodcidos essenciais ao isolado
protéico da folha da mandioca. Grande melhoria pode ser
notada principalmente no valor do 4cido glutdmico, com 60%
de aumento em relag8o ao isolado, e na tirosina, obtendo-se
um valor superior ao padrio caseina.

Na hidrélise de substratos comumente usados em
formulagdes nutricionais, especialmente caseina, umamistura
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de exo e endopeptidases ¢ frequentemente usado. Em geral,
enzimas purificadas ndo provém um perfil de peso molecular
que é compativel com formulagdes, sem o uso de ultrafiltragdo.
Solugdes enzimdticas puras sdo limitadas em sua capacidade
de hidrélise (18). Portanto, apesar da melhoria do perfil
aminoacidico em grande parte dos aminidcidos, talvez esta
seja a explicagdo para as diferencas nas misturas de PP ¢ PS,
em alguns casos inferiores a IPMF.

E sabido que as proteinas das folhas e da parte aérea da
mandioca apresentam boa qualidade, ou seja, um bom perfil
aminoacidico, com deficiéncia apenas de alguns sulfurados,
principalmente de metionina mas com teores elevados de
lisina.

Yeoh e Chew; Montaldo citados por Carvalho e Kato (1),
compararam a composi¢do em aminoéciddos das folhas e da
parte aérea da mandioca, capim elefante, capim guiné e soja,
e registraram a superioridade da folha da mandioca com
relacdo 4 maioria dos aminodcidos essenciais. O teor relativa-
mente alto de lisina na folha de mandioca, possibilitou a
formulagdo de dieta, nas quais a parte aérea da folha entra
como suplementadora de aminoéacidos dos cereais, visando 4
obtencdo de melhor qualidade protéica.

O contelddo de aminodcidos essenciais da alimentagdo
deve seguir o padrdo sugerido pelo INFORME FAO/OMS/
UNU (19) que foi baseado nas necessidades de aminodcidos
essenciais para criancas pré-escolares, devendo ser utilizado
paraavaliar também os outros grupos, excetuando-se criangas
de menos de um ano de idade (20).

Na Tabela 3 foi comparado o perfil aminoacidico do
isolado protéico da folha da mandioca e das plasteinas, com as
recomendagdes em composi¢do aminoacidica para lactente,
pré-escolar,escolar e adulto (20).

TABELA 3
Comparagao de distribuigdes recomendadas das
necessidades de aminodcidos segundo a faixa etdria com a
composicdo de amino4cidos do isolado protéico da folha de
mandioca (IPFM) e das plasteinas precipitada (PP) e do
sobrenadante (PS)

Necessidades recomendadas (mg/g)* Valores observados (mg/g)

Amino4cidos Lactente Pré-escolar Escolar Adulto IPFM PS PP
Histidina 26 19 19 16 22 19 21
Isoleucina 46 28 28 13 47 38 41
Leucina 93 66 44 19 97 70 78
Lisina 66 58 44 16 60 62 63
Metionina +

Cisteina 42 25 22 17 26 19 25
Fenilalanina +

Tirosina 72 63 22 19 60 35 48
Treonina 43 34 28 9 48 34 37
Triptofano 17 11 9 5 086 7 5
Valina 55 35 25 13 76 62 67

* Referéncia (19)

Observa-se que o perfil aminoacidico varia muito de
acordo com a faixa etdria, € que apesar doresultado indicar um

percentual mator de proteina na plasteina sobrenadante
(64,39%); a plasteina precipitada com menor percentual
protéico (61,36%) apresentou um perfil aminoacidico mais
adequado 4 comparagdo, porém, o isolado protéico da folhada
mandioca apresenta ainda melhor em composi¢io de
aminodcidos essenciais, em relagdo 4s plasteinas. Talvez este
resultado venha comprovar a necessidade de se obter uma
melhor solubilizagdo e, consequentemente, melhor
aproveitamento do isolado protéico, mostrando-se necessdrio
uma purifica¢do mais sofisticada da proteina isolada.

Para as diferentes fases da vida as quantidades recomen-
dadas s@o variaveis, e o perfil aminoacidico de referéncia é
encontrado nas proteinas de boa qualidade, geralmente de
origem animal. Entretanto, misturas de proteinas vegetais,
muitas vezes atingem padrdes aminoacidicos aceitaveis. Como
€ o caso das proteinas analisadas no presente estudo, que 4
excec¢do da metionina e fenilalanina, que continuaram como
aminodcido limitante para o lactente e pré-escolares, todos os
outros aminodcidos estdo compativeis com as recomendagdes,
tanto no isolado protéico quanto nas plasteinas.
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Efecto de la ingestion de nopal crudo y cocido
(Opuntia ficus indica) en el crecimiento y perfil de colesterol
total, lipoproteina y glucosa en sangre de ratas
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RESUMEN. El objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto
del consumo de nopal en el crecimiento y en el perfil del colesterol
total, lipoproteinas y glucosa en la sangre de ratas de laboratorio. El
nopal (Opuntia ficus indica) es una cactécea alta en fibra dietética
soluble e insoluble que ha sido utilizada como alimento autéctono de
la poblacién mexicana desde tiempos prehispanicos. Se evaluaron
dos diferentes concentraciones (aproximadamente 6 y 12%) y dos
presentaciones (crudo y cocido) de nopal deshidratado en el creci-
miento y niveles sanguineos de colesterol, lipoproteinas y glucosa
con ratas de laboratorio. Muestras de nopal crudo y cocido fueron
caracterizadas quimicamente mediante el analisis de humedad, pro-
tefna, cenizas, fibra cruda, extracto etéreo, fibra dietética total,
aziicares reductores, aminodcidos, minerales y energfa bruta. El
cocimiento del nopal afectd ligeramente algunos nutrientes analiza-
dos. Después de un mes de alimentaci6n, muestras de sangre fueron
tomadas mediante puncidn intracardiaca y analizadas para determi-
nar contenido de glucosa, colesterol total, HDL, LDL y VLDL. Las
ratas alimentadas con 12% de nopal tuvieron menores ganancias de
peso (P<0.05) en comparacién con contrapartes alimentadas con 6%
de nopal. El consumo de nopal no afect6 los niveles de glucosa,
colesterol total y HDL. Sin embargo, las ratas alimentadas con 12%
de nopal crudo tuvieron valores 34% menores de colesterol LDL; por
lo tanto, se concluye que el nopal crudo tuvo un efecto benéfico en
ratas de laboratorio.

Palabras clave: Nopal, colesterol total, lipoproteinas, glucosa san-
guinea, fibra dietética.

INTRODUCCION

La principal causa de muerte en el mundo son los ataques
al corazén y éstos estdn muy relacionados con altos niveles
sanguineos de colesterol total, lipoproteinas y glucosa. El
nopal es una cactacea que contiene una elevada cantidad de
fibra. Se ha utilizado como alimento y remedio desde tiempos
prehispdnicos en México. Muchas de sus propiedades
hipoglucémicas e hipocolesterémicas se le atribuyen a los
componentes de su fibra dietética. El uso popular del riopal
como remedio contra la diabetes, muy extendido en México y
en otras regiones donde crece este cultivo, ha intrigado desde
hace varios afios a médicos y farmac6logos. En México, los
géneros preferidos para este fin son Opuntia y Lophocereus.
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SUMMARY. Effect of raw and cooked nopal (Opuntia ficus
indica) ingestion on growth and total cholesterol, lipoproteins,
and blood glucose in rats. Two different concentrations (aprox. 6
and 12%) and two presentations (raw and cooked) of dehidrated
nopal were fed to laboratory rats and growth and serum total
cholesterol, lipoprotein profile and glucose determined. Samples of
raw and cooked nopal were chemically characterized for moisture,
protein, ash, crude fiber, ether extract, total dietary fiber, reducing
sugars, amino acids, minerals and gross energy. Cooking slightly
affected some of the nutrients analyzed. After one month feeding,
blood was withdrawn via intracardiac puncture and serum glucose,
total cholesterol, HDL, LDL, and VLDL were determined. Rats fed
12% nopal had lower weight gains (P<0.05) when compared with
counterparts fed 6% nopal or the control diet. Consumption of nopal
did not affect (P>0.05) glucose, total cholesteroland HDL cholesterol
levels. However, rats fed raw nopal at the 12% concentration level
had a 34% reduction in LDL cholesterol levels; thus, it was concluded
that raw nopal had a potentially beneficial effect for
hypercholesterolemic individuals.

Key words: Nopal, total cholesterol, lipoproteins, blood glucose,
dietary fiber.

Las diversas recetas para disminuir los sintomas diabéticos
incluyen desde tomar los tallos crudos de estas especies
machacados en agua, hasta beber sus jugos o extractos. En
tiempos modernos una forma prictica de usar este remedio es
mediante la preparacién de licuados de las pencas tiernas del
nopal. Sin importar la forma en que se prepara el remedio,
debe usarse diariamente hasta que los sintomas desaparezcan
(1.

Trowell (2,3) establece que la diabetes mellitus en adultos
puede ser una de las enfermedades de la civilizacién relacio-
nadas con la deficiencia de fibra dietética. Diversos estudios
han demostrado que el metabolismo de carbohidratos es
afectado por las fibras viscosas. La viscosidad, ocasionada por
la fibra dietética soluble, parece retardary reducir la absorcién
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de la glucosa sanguinea (4). Segin Story y Kritchevski (5) la
fibra dietética es hipocolesterémica en humanos y ademds
incrementa la excrecién fecal de sales biliares. Estas son
eliminadas por el ciclo enterohepdtico y deben ser sintetizadas
de novo en el higado a partir de colesterol. Si las pérdidas de
colesterol no son compensadas por la nueva sintesis, sus
niveles en el suero pueden reducirse. La absorcion reducida
del colesterol en alimentos con alto contenido de fibra fue
previamente tratado por Anderson y Chen (6). La fibra actia
como unabarrera fisica y aceleralos movimientos intestinales
ocasionando una reducci6n en la absorcién. También puede
ligar al colesterol propiciando una mayor excrecion fecal. La
excrecion del colesterol y sus metabolitos se incrementa
después del consumo de alimentos ricos en fibra dietética.
Ademds ha sido postulado que las fibras dietéticas pueden
ejercer su influencia en los lipidos del plasma a través de una
reduccién en los niveles de glucosa e insulina post-prandial
(7,8). Se hareportado que la insulina incrementa la biosintesis
del colesterol y de las lipoproteinas de muy baja densidad o
VLDL. Una disminucién en la concentracién de insulina
puede reducir la sintesis de lipidos del plasma.

Los objetivos de este trabajo de investigacion fueron: 1)
hacer una caracterizacién quimica-nutrimental del nopal y 2)
evaluar el efecto del consumo de una dieta rica en nopal en el
crecimiento y en el perfil del colesterol total, lipoproteinas y
glucosasanguinea utilizando ratas de laboratorio como mode-
los experimentales.

METODOLOGIA

Preparacion del Nopal. El nopal (Opuntia ficus indica)
procedi6é de la regién de Cd. Victoria, Tamps., México.
Primeramente se le retiraron las espinas y se picé en cuadros
de 1cm? aproximadamente. En seguida el nopal se dividié en
dos lotes: uno crudo, mientras que el otro se coci6 en una
marmita de acero inoxidable con agua en ebullicién (100°C)
por 15 min para después escurrir el exceso de agua. Posterior-
mente se efectud el secado de ambos lotes mediante aire
forzado con un horno Electrolux® (55°C durante 24 hrs).
Finalmente se efectué la molienda de ambos lotes en una
licuadora de laboratorio para obtener un polvo de nopal seco.

Analisis quimicos. A los dos tipos de nopal se les deter-
miné humedad, proteina, cenizas, fibra cruda y fibra dietética
siguiendo los procedimientos 925.10, 978.02, 923.03, 962.09
y 985.29 establecidos por la AOAC (9).

Determinacion de extracto etéreo: se obtuvo mediante la
extraccion de la muestra con éter de petrdleo por 8 hrs en un
aparato de extraccién Goldfisch.

Determinacion de aziicares reductores: se determind uti-
lizando el método de Somogyi-Nelson (10).

Determinacion de aminodcidos (AA): se realizé con un
aparato de cromatografia liquida Beckman 7300 con una
columna de separaci6n de intercambio iénico de sodio y tres

buffers sédicos de diferentes pH’s. Después de la separacién,
los AA se derivatizaron con ninhidrina y se detectaron por
absorbancia a 570 y 440 nm. El sistema de software Beckman
Gold se usé para calcularla cantidad de cada AA enlamuestra,
mediante la comparaci6n con la concentracién conocida de
una mezcla estindar calibradora. Con el contenido de
aminodcidos se calcul6 el valor quimico (VQ) del nopal
utilizando la siguiente ecuacién.

g aminodcido esencial/100 g proteina de nopal 100
X

vQ=
requerimiento del aminoécido esencial de un nifio expresado
en g/100g de proteina

Este calculo se realizé para todos los AA esenciales y el
menor valor resultante fue denominado VQ de la proteina.

Determinacion de minerales: el calcio, f6sforo, magnesio,
hierro, zinc y cobre del nopal fueron analizados después de la
digestion de muestras con &cido nitrico y perclérico. Los
minerales, a excepcion del f6sforo, fueron cuantificados por
espectrometria de absorcién atémica (11). Para los andlisis de
calcio y magnesio los hidrolizados fueron diluidos con 2% de
solucidn de cloruro de lantano. El f6sforo se determiné des-
puésde reaccionar con molibdato y 4cido 1-amino-2-naftol-4-
sulfénico y se cuantificé con un espectrofotémetro (12).

Determinacion de energia bruta: se determing utilizando
una bomba adiabdtica, siguiendo el método sugerido por
Raymond et al. (13).

Tratamientos experimentales y formulacion de dietas.
El experimento consisti6 de seis diferentes tratamientos; cada
uno representado por un tipo de dieta que se utilizé6 como
alimento para las ratas durante el periodo de experimentacion.
Las dietas fueron isocaléricas e isoproteicas, con el mismo
contenido de grasa animal y vegetal, aziicar, minerales, vita-
minas y colesterol. Los factores que originaron los tratamien-
tos fueron el proceso del nopal y el nivel incluido en las dietas.
Los tratamientos experimentales se compararon con una dieta
sintética (tratamiento 1) elaborada con almidén, celulosa y
caseina (Tabla 1). Las dietas fueron balanceadas para conferir la
misma cantidad de fibra dietética; éstas contenian el equivalente
ala cantidad diaria recomendada para humanos en la concentra-
ci6n alta (tratamientos I1, IV y V1), y el equivalente ala mitad en
la denominada concentracién baja (tratamientos I, Il y V).

Animales y su alimentacion: 36 ratas albinas Sprague
Dawley de 9 semanas de edad se utilizaron para este experi-
mento. Se usaron 18 hembras y 18 machos con un peso inicial
de 165g +/- 1.09. Las ratas fueron bloqueadas por peso y se
asignaron aleatoriamente a 6 bloques de 6 animales cada uno.
Las ratas se sometieron a un periodo de 4 dias de adaptacién
donde se alimentaron con una dieta comercial (Nutricubos
PurinaMR), Las ratas se colocaron en jaulas individuales de
acero inoxidable, en las que se les proporcioné alimento y
agua ad libitum. El experimento tuvo una duracién de 4
semanas.
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TABLA 1
Composicién de los tratamientos utilizados para alimentar a
las ratas en el estudio de crecimiento y de propiedades
hipocolesterémicas e hipoglucémicas del nopal

Tratamientos!

Nutriente I II b1l v v VI
Colesterol? (%) 025 025 025 025 025 025
Celulosa base (%) 2.00 200 200 200 200 200
Celulosa adicional (%) 2.50 5.00 —_ = — —
Grasa animal (%) 8.00 800 800 8.00 800 8.00
Aceite vegetal (%) 8.00 800 800 8.00 800 8.00
Caseina (%) 1737 1737 1686 1635 1687 1636
Minerales> (%) 4.00 400 323 246 335 27
Vitaminas# (%) 100 1.00 100 100 100 100
Azicar (%) 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Nopal crudo (%) — — 623 1246 — —
Nopal cocido (%) — — — — 6.03 1206
Almidén (%) 36.88 3438 3454 29.70 3457 29.76

I f=celulosa (2.5%); Il=celulosa (5%); Ill=nopal crudo deshidratado
(6.23%); IV=nopal crudo deshidratado (12.46%); V=nopal cocido
deshidratado (6.03%); VI=nopal cocido deshidratado (12.06%).
Equivalente a 1,000 mg de colesterol en una dieta humana.
3 Mezcla mineral AIN 76 (g/Kg), 500 fosfato célcico dibdsico, 74 cloruro
de sodio, 220 citrato de potasio, 52 sulfato de potasio, 24 6xido de
magnesio, 3.5 carbonato de manganeso, 6 citrato férrico, 1.6 carbonato
de zinc, 0.3 carbonato ciprico, 0.01 iodato de potasio, 0.01 selenito de
sodio, 0.055 sulfato crémico de potasio, y 118 sacarosa.

Mezcla vitaminica AIN 76 (mg/Kg de mezcla), tiamina 600, riboflavina
600, piridoxina 700, 4cido nicotinico 3000, pantotenato de calcio D
1600, 4cido félico 200, biotina D 20, cianocobalamina (B17) 1, retinil
palmitato (Vit. A) 800, tocoferil acetato (Vit. E) 20, colecalciferol (Vit.
D) 2.5, monoquinona (Vit. K) 5000, y sacarosa 972.9 g.

Crecimiento de los animales experimentales: durante el
periodo de experimentacién se monitored el peso de las ratas
al principio, a la mitad y al final del mismo y se cuantificé y
registré el alimento ingerido para determinar el efecto de cada
uno de los tratamientos en el crecimiento de las ratas.

Muestras de sangre: después de 4 semanas de alimentar a
las ratas con el tratamiento correspondiente, se les dejé en
ayuno por 8 hrs en preparacién para extraer sangre mediante
una puncién intracardfaca. La extraccién de sangre se realizé
después de anestesiarlas en una atmésfera saturada con éter
por aproximadamente 60 seg. Una vez que se obtuvo la sangre
se deposit6 en un tubo de ensaye Vacutainer® con heparina.
Inmediatamente después se centrifugé la sangre por 5 min a
3,500 rpm en una Centrifuga Sol-Bat, Modelo J-12, No. 5860.
Posteriormente se separ6 el suero y se refriger6 aproximada-
mente 1 hrhastael momentode realizar los andlisis bioquimicos
correspondientes.

Andlisis bioguimicos sanguineos

Determinacion de glucosa: se realizé mediante el uso de
los reactivos de Sigma, especificamente el kit No. 510. Eneste
método la muestra de suero se agregé a una mezcla que
contenfa glucosa oxidasa, peroxidasa y o-dianisidina. La

glucosaen presencia agua, oxigenoy glucosaoxidasareaccio-
na para convertirse en 4cido glucénico y peréxido de hidrége-
no. El peréxido de hidrégeno oxida a la o-dianisidina y ésta se
vuelve de color café. La intensidad del color determinada con
un espectrofotémetro fue proporcional a la concentracion de
glucosa.

Determinacién de colesterol total y fracciones
lipoproteicas: el contenido de colesterol total y fracciones
lipoproteicas se determinaron utilizando los kits de Sigma No.
352 y 352-3. Estos procedimientos involucran basicamente
reacciones enzimiticas mediante las cuales los ésteres de
colesterol son hidrolizados acolesterol porlacolesterol esterasa.
El colesterol producido es oxidado por la colesterol oxidasa,
produciendo colest-4-en-3-one y peréxido de hidrégeno. Este
dltimo producido se combina con el cromégeno en la presen-
cia de la peroxidasa para producir un tinte cuya méxima
absorbancia es a los 500 nm. La intensidad del color se midié
enun espectrofotémetro Beckman y fue directamente propor-
cional al colesterol total de 1a muestra. La fraccién HDL se
determiné después de precipitar con sales de Mg a las
lipoproteinas LDL y VLDL, dejando las HDL en solucién. La
separacion se logré después de centrifugar a 2,500 rpm duran-
te 5 min en una centrifuga Eppendorf 5415C. Las fracciones
lipoproteicas LDL y VLDL se calcularon de la siguiente
manera: Colesterol LDL+VLDL =Colesterol total - Colesterol
HDL.

Andlisis estadisticos: los resultados fueron analizados
estadisticamente como un disefio en parcelas divididas con
bloques completamente al azar enla parcela grande realizando
un andlisis de varianza con el paquete estadistico SAS (14). El
modelo obedece a la ecuacién 3, donde Ut es la media, A es el
efecto de la parcela grande, blq es el efecto del bloque, error
A es el error de la parcela grande, B es el efecto de 1a parcela
pequeiia, AB es el efecto de la interaccién de ambas parcelas,
y error B es el error de la parcela pequeiia. Las variables
independientes de este disefio fueron los tratamientos mien-
tras que las variables dependientes fueron bloque, sexo, peso
inicial, peso final, cambio en peso, alimento consumido, A
peso/alimento, glucosa, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL y colesterol VLDL.

Respuesta= i+ A + blq + error A + B + AB + error
RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis quimicos: 1a Tabla 2 muestra los resultados de la
composicion quimica nutrimental de los nopales. Estos an4li-
sis se realizaron utilizando como muestras nopal crudo o
cocido parcialmente deshidratado (con unahumedad de 9.82%
en el nopal crudo y 6.69% en el nopal cocido). El nopal fresco
originalmente contenia 93.8% de humedad. El contenido de
humedad del nopal fresco (93.8%) coincide con el reportado
por Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada (15). El contenido de



EFECTO DE LA INGESTION DE NOPAL CRUDO Y COCIDO 319

proteina (7.86% en el nopal crudo y 8.03% en el nopal cocido)
estd por debajo del 15.48% reportado por Ferndndez (16).
Martinez (17) reporta un contenido de grasa en las pencas de
nopal de 2.16%, ligeramente superior al resultado del an4lisis
(1.81y 1.25% en el nopal crudoy cocido, respectivamente). El
contenido de fibra cruda fue de 5.69% en el nopal crudo y
5.90% en el cocido, menor al 14.37% reportado por Martinez
(17). Mientras que el resultado de fibra dietética total fue de
42.80% para el nopal crudo y 41.26 en el nopal cocido. El
contenido de cenizas encontrado (13.68 y 11.46 para el nopal
crudo y cocido, respectivamente) es ligeramente menor al
15.2% reportado por Villarreal et al. (18); pero se encuentra
dentro del rango de 13.67 a 21.05% reportado por Fernandez
(16). El contenido de azdcares reductores fue de 1.22% en el
nopal crudo y 1.50% en el nopal cocido. El contenido de
energia bruta del nopal crudo fue ligeramente menor que el del
nopal cocido. Se puede observar que el proceso de cocimiento
provocé que se concentraran algunos nutrientes como es el
caso de la proteina, la fibra cruda, y los azdcares reductores;
mientras que disminuy6 la concentracién de extracto etéreo,
fibra dietética total y cenizas. La causa de la variabilidad que
existe entre los valores encontrados y los reportados por otros
autores es que la composicién quimica del nopal, como la del
resto de los productos vegetales, depende de varios factores
genéticos y ambientales, como la composicién quimica y
textura del suelo y humedad. Segin Granados y Castafieda
(19) el nopal varfa su composicién de acuerdo con la época del
afio; ademds la humedad también varia segiin la edad del tallo.

TABLA 2
Composicién quimica-nutrimental del nopal deshidratado
crudo y cocido

Nutriente Nopal Crudo  Nopal Cocido
g/100 g
Humedad! 9.82 6.69
Proteina 7.86 8.03
Extracto etéreo 1.81 1.25
Fibra cruda 5.69 5.90
Fibra dietética total 42.80 41.26
Cenizas 13.68 11.46
Azicares reductores 1.22 1.50
Extracto libre de nitrégeno 62.14 66.67
Energfa bruta, kcal’kg 3279.80 3409.00

1 g contenido de humedad inicial del nopal fue de 93.8%. Los

andlisis practicados se hicieron al nopal parcialmente
deshidratado. Todos los valores, a excepcién de la humedad
estdn expresados en base seca.

El contenido de los diferentes AA en el nopal crudo y en
el cocido se muestra en la Tabla 3. Existe diferencia entre la
composicién de los AA entre €l nopal crudo y cocido; la

cantidad de 4cido aspértico, treonina, serina, glutamina, prolina,
alanina, cistina y fenilalanina es mayor en el nopal crudo,
mientras que la cantidad de glicina, valina, metionina,
isoleucina, leucina, tirosina, histidina, lisina y arginina es
menor en el nopal crudo que en el cocido. Es decir, durante el
tratamiento térmico se concentraron algunos AA y se perdie-
ron otros probablemente por lixiviacién. Con los valores
obtenidos con el andlisis se calcul6 el VQ de estos productos
(Tabla4) y se obtuvo 84.6 para el nopal crudo y 124.8 para el
nopal cocido. Al compararlos con los valores quimicos de la
carne, leche y huevo (de 100 a 120 aprox) (20) se observé que
ambos valores calculados fueron muy altos, lo que indica que
el nopal tuvo un muy buen balance de AA esenciales. En el
nopal crudo el primer A A limitante fue la fenilalanina+tirosina;
mientras que el nopal cocido no tuvo AA limitantes. A pesar
de que €1 VQ es alto, la digestibilidad de la proteina del nopal
fue muy pobre. En un estudio preliminar donde se alimentaron
ratas exclusivamente con nopal se obtuvieron tasas de
digestibilidad de la materia seca y proteina muy bajas de tal
manera que las ratas murieron aprox. 5 dias después de iniciar
la coleccidn de heces fecales. Por lo tanto se concluye que la
calidad proteica del nopal es mala debido a su pobre tasa de
digestién. La calidad proteica depende principalmente de la
cantidad que contiene de cada uno de los AA esenciales (valor
quimico), de ladigestibilidad de la proteina y de lacantidad de
factores antinutricionales que contenga el alimento (21).

TABLA 3
Contenido de aminodcidos del nopal crudo y del nopal
cocido
Aminoécido Nopal Crudo Nopal Cocido
(gde AA/100 g (gde AA/100 g
protefna) protefna)
Ac. aspartico (Asp) 10.01 9.68
Treonina (Thr) 5.05 4.85
Serina (Ser) 5.81 5.34
Ac. glutdmico (Glu) 14.40 13.11
Prolina (Pro) 6.14 5.82
Glicina (Gly) 5.04 5.45
Alanina (Ala) 7.43 6.96
Cistina (Acido Cys) 1.51 1.50
Valina (Val) 5.82 6.23
Metionina (Met) 1.75 1.95
Isoleucina (Ile) 4.57 5.18
Leucina (Leu) 9.22 9.43
Tirosina (Tyr) 431 448
Fenilalanina (Phe) 5.02 3.85
Histidina (His) 2.23 2.38
Lisina (Lys) 6.69 7.24
Arginina (Arg) 5.67 6.09
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TABLA 4
Valor quimico del nopal crudo y nopal cocido

Contenido de AA/100 g proteina Valor Quimico
Aminodcido Nopal Nopal Requerimiento1 Nopal  Nopal

crudo cocido crudo cocido

Lisina 6.69 7.24 5.8 11534  124.82
Met+Cys 3.26 345 2.5 13040  138.00
Triptéfano — —_ 1.1 — —

Treonina 5.05 4.85 34 148.53 142.65
Valina 5.82 6.23 35 166.28  178.00
Leucina 9.22 943 6.6 139.70  142.88
Isoleucina 4.57 5.18 2.8 163.21 185.00
Phe+Tyr 5.33 8.33 6.3 84.60 132.22
Histidina 2.23 2.38 1.9 117.37  125.26

1 Requerimiento de aminoécidos para un nifio de 2 a 5 afios.

El contenido de minerales del nopal se muestra en la Tabla
5. Al igual que en el caso de los amino4cidos, el tratamiento
térmico cambié la proporcién de los minerales. El contenido
de minerales del nopal fue muy alto, pero lo més sobresaliente
fue la alta cantidad de potasio y calcio observada. El nopal
(4.87 g/100 g de nopal crudo deshidratado) contiene aproxi-
madamente 7 veces mds potasio que la carne (0.625g de potasio/
100 g de carne cruda seca) (22). El contenido de calcio del nopal
(2.54 g/100 g de nopal deshidratado), es mucho mayor al de la
leche (0.94 g/100 g de leche deshidratada) (23). A pesar de la
gran cantidad de calcio presente en el nopal es necesario realizar
estudios de biodisponibilidad para el humano.

TABLA S

Contenido de minerales del nopal crudo y del nopat cocido
Mineral Nopal Crudo! Nopal Cocido!
Fésforo, (%) 0.20 10.23
Potasio, (%) 4.87 371
Calcio, (%) 2.54 2.58
Magnesio, (%) 0.93 0.91
Sodio, (ppm) 166.31 305.44
Zinc, (ppm) 19.40 22.50
Hierro, (ppm) 59.87 39.65
Cobre, (ppm) 4.43 6.43
Manganeso, (ppm) 253.38 60.55

1 Los valores estdn expresados en base seca.

Estudio de crecimiento: en la Tabla 6 se muestran los
resultados del estudio de crecimiento. El peso inicial de las
ratas asignadas a cada uno de los tratamientos fue muy
parecido debido a que los animales asignados aleatoriamtente
a bloques de acuerdo a su peso inicial; el rango de peso vari6
de 162.22 a 168.53 g con un pequefio error estdndar de 1.09.
Sin embargo, al finalizar el experimento, se observé una
diferencia en los pesos; las ratas alimentadas con la dieta

control (tratamiento I) tuvieron un peso significativamente
(P<0.05) mayor (195.03 g); mientras que las del tratamiento
VI, resultaron ser las de menor peso (156.15 g) debido a que
consumieron la dieta mds rica en fibra; las ratas correspon-
dientes al resto de los tratamientos tuvieron pesos intermedios
que fueron similares estadisticamente (P>0.05). Las ratas
sometidas al tratamiento I, aumentaron de peso con una media
de 26.73 g (P>0.05), mientras que las del tratamiento VI
bajaron de peso (-8.47 g). Los tratamientos II, III, IV, y V
mostraron medias dentro del rango de los valores de los
tratamientos I y VI (14.67, 6.77, 1.33 y 10.67 g, respectiva-
mente). De la misma manera, la cantidad de alimento consu-
mido fue mayor para el tratamiento I (253.65 g), menor para
el tratamiento VI (192.08 g), e intermedia para los tratamien-
tos I1(231.13 g), 111 (209.77 g), IV (207.62 g),y V (219.68 g).
Laraz6n A peso/alimento consumido mostré ser superior para
el tratamiento I, es decir, las ratas alimentadas con este
tratamiento tuvieron la mayor eficiencia de conversién ali-
menticia. El resultado fue intermedio para los tratamientos II,
III, IV, y V, e inferior para el tratamiento VI, cuya proporcién
de carbohidratos digestibles fue menor. La razén A peso/
alimento fue positiva (+) paralos tratamientos I, I, IIT y V. Sin
embargo, para los tratamientos IV y VI esta relacién fue
negativa, lo que indica que la concentracién alta de nopal
(crudo o cocido) utilizada en este experimento ocasioné una
disminucién en el peso corporal de fos animales experimenta-
les. :

Andlisis bioquimicos sanguineos: €l nivel de glucosa en
suero sangufneo fue similar (P>0.05) para los tratamientos
(Tabla 7). Sin embargo, no se cuantificé cuanta glucosa se
debié a la gluconeogénesis. Los valores de glucosa oscilaron
entre 78.77 mg/dl (tratamiento III) y 91.39 mg/dl (tratamiento
V). Esto difiere de los resultados obtenidos en un estudio
realizado con humanos en el que una dieta rica en fibra
dietética total (aprox. 10%) redujo considerablemente el nivel
de glucosa sanguinea (24). En otra investigacion realizada en
humanos por Anderson et al. (25) se observé que una dieta
control suplementada con 30 g/dfa de fibra insoluble de avena
disminuyé en un 13% el valor de glucosa en el suero después
de ayuno. La disminucién de glucosa se debié a que la
viscosidad de la fibra soluble provoca una disminuci6n de la
velocidad del vaciado estomacal, el atrapamiento fisico de
nutrientes, laresistencia a los movimientos de mezclado de las
contracciones intestinales, la inhibicién de la actividad
enzimdtica y el incremento en la produccién de mucina (26).
Aligual que en la investigacidn presente, Mongeau et al. (27)
no encontraron diferencias en la cantidad de glucosa en la
sangre entre el control (dieta sin fibra dietética) y los trata-
mientes basados en fibra dietética concentrada de apio, nabo
sueco, chirivia, trigo y avena. La cantidad de fibra de estos
tratamientos oscilé entre 7.7 y 29.4%. Estos resultados mues-
tran que, a diferencia de lo esperado, el nopal no tiene la
propiedad de reducir el nivel de glucosa sanguinea en ratas en
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TABLA 6
Efecto de la adicién de nopal crudo o cocido en el crecimiento de ratas de laboratorio

Tratamiento!

Variable I 11 111 v \Y VI EE DMS?2
Peso inicial, g 16830a 168.53a 162.22a 162.40a 167.15a 164.62a 1.09 8.06
Peso final, g 19503a 166.53ab 16898ab 163.73ab 179.48ab 156.15b 440 32.50
Ganancia peso, g 26.73 a 14.67 ab 6.77 ab 1.33ab 10.67ab -847b 390 28.78
Consumo de alimento, g 253.65a 231.13ab 209.77ab 207.62ab 219.68ab 192.08b 6.32 46.66
A peso/alimento 0.090 a 0.030ab 0.020ab -0.018ab 0.017ab -0.108b 0.02 0.1743

1 I=celulosa (2.5%); Il=celulosa (5%); II=nopal crudo deshidratado (6.23%); IV=nopal crudo deshidratado (12.46%);,
V=nopal cocido deshidratado (6.03%); VI=nopal cocido deshidratado (12.06%).

2 DMS = Diferencia Minima Significativa (¢=0.05).
Medias con letras iguales dentro del mismo renglén, no son diferentes significativamente (P>0.05).
TABLA 7
Resultados de niveles de glucosa, colesterol total, HDL, LDL y VLDL en ratas alimentadas con nopal
deshidratado crudo o cocido
Tratamiento1
Variable I I I v A" VI EE DMS2
Glucosa, mg/dl 90.68a 89.23a 7877a 89.76a 91.39a 86.29a 3.13 23.11
Colesterol total, mg/dl 95.83 a 7381a 79.71 a 7098a 68.12a 69.35a 4.13 3048
HDL, mg/dl 52.88a 39.99a 56.72a 5643a 50.57a 43.57a 255 18.82
LDL +VLDL, mg/dl 4294a 33.81lab 2299ab 14.55b 17.55ab 25.79ab 3.58 2642

1 I=celulosa (2.5%); =celulosa (5%); IlI=nopal crudo deshidratado (6.23%); IV=nopal crudo deshidratado (12.46%);

V=nopal cocido deshidratado (6.03%); VI=nopal cocido deshidratado (12.06%).

2 DMS = Diferencia Minima Significativa (0=0.05).

Medias con letras iguales dentro del mismo renglén, no son diferentes significativamente (P>0.05).

las concentraciones utilizadas en este experimento.

En el caso del nivel sanguineo de colesterol total, los
valores oscilaron entre 68.12 mg/dl (tratamiento V) y 95.83
mg/dl (tratamiento I), sin embargo esta diferencia no fue
significativa estadisticamente (P>0.05). En este caso el error
estandar fue de 4.13. Si el error fuera mds pequeiio la diferen-
cia quizds se tornaria significativa. Nuevamente, el resultado
fue diferente al esperado, ya que varios autores (24,15) han
reportado que las dietas ricas en fibra producen una reduccién
en el nivel sanguineo de colesterol. Anderson y Chen (28)
establecieron que, tanto en estudios con humanos como con
animales, se ha confirmado 1a hip6tesis de que el aumento en
el consumo de fibra hidrosoluble resulta en un aumento en la
excrecién fecal de sales biliares y esteroles neutros. Esto
sugiere un efecto potencial hipocolesterémico, ya que la
mayor pérdida de dcidos biliares puede desviar al colesterol de
la sintesis hepdtica de lipoproteinas a la sintesis de 4cidos
biliares de novo. Otro mecanismo mediante el cual las fibras
hidrosolubles pueden tener un efecto hipocolesterémico
involucra los productos de fermentacién microbiana de la
fibra dietética en el intestino grueso. De la degradacién
anaerdbica de los polisacdridos se obtienen los dcidos grasos

de cadena corta acético, propidnico y butirico (29). Se ha
reportado que el propionato es un inhibidor de la 3-hidroxi-3-
metil-glutaril Co-A reductasa, que es la enzima que controla
la sintesis hepatica del colesterol (30); ademds Chenetal. (31)
reportaron que cuando se alimentaron ratas con propionato,
éste redujo el colesterol sanguineo. Anderson et al. (25)
reportaron un descenso del 7% en el colesterol total, como
resultado del consumo de unadietade pruebacon 15% de fibra
de avena. Anderson (32) report6 que los alimentos ricos en
fibras hidrosolubles disminuyen el colesterol total y la frac-
cién LDL del suero en 19% y 22%, respectivamente Sin
embargo, Mongeau et al. (27) no observaron diferencias enlos
niveles de colesterol total de ratas sometidas a diferentes
tratamientos (control y concentrados de fibra dietética de
diversas fuentes) similar a este estudio. Para la fraccién HDL,
los resultados fueron similares, no mostraron diferencia signi-
ficativa (P>0.05). Una reduccién en el colesterol total no
siempre es benéfica, si esta reduccion ocurre en el colesterol
asociado con las HDL ya que se incrementa el riesgo de una
enfermedad cardfaca (33). Schneeman et al. (34) reportaron
que no se observé diferencia en el colesterol de las HDL
cuando se usaron diferentes fibras para determinar su efectoen
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la composicién de las apoproteinas en las HDL.

A diferencia de lo que ocurri6 en las variables anteriores,
en la fracciones LDL y VLDL si existi6 diferencia significa-
tiva entre los tratamientos (P<0.05). El tratamiento control
resulté con el mayor valor (42.94 mg/dl), los tratamientos II,
IIL, V, y VI fueron considerados similares y tuvieron valores
de 33.81 a 17.55 mg/dl, y el tratamiento IV mostré un valor
significativamente menor (14.55 mg/dl), lo que indica una
reduccién del 34% con respecto al grupo control. Esta reduc-
cién es sumamente benéfica, ya que se estima que una dismi-
nucién en cualquiera de estas dos lipoproteinas (LDL y
VLDL) decrece el riesgo de enfermedades coronarias (35). Se
ha reportado que la pectina, rica en dcido galacturénico y
constituyente de la fibra dietética, reduce significativamente
el colesterol sanguineo asociado con las lipoproteinas LDL o
VLDL (36). Especificamente, se reportd que la pectina dismi-
nuy6 el colesterol LDL en 18% en personas saludables (37) y
en 35% en personas con hipercolesteremia familiar (38).
Durante la absorcién de grasa, el intestino delgado sintetiza
apoproteinas para la formacién de lipoproteinas intestinales;
estas proteinas contribuyen significativamente al comparti-
miento de apoproteinas circulantes en el plasma (39,40). La
velocidad y lugar de la absorcién de los lipidos pueden alterar
la contribucién del intestino delgado a la composicién de
lipoproteinas en el plasma. Las fibras hidrosolubles parecen
disminuir la absorcién de carbohidratos y lipidos del intestino
delgado.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que el nopal tiene un alto (>a 11% en
base seca) contenido de fibra dietética total, extracto libre de
nitrégeno y cenizas. Delas cenizas, los principales componen-
tes fueron potasio y calcio. El nopal cocido en una concentra-
cién aproximada del 12% de la dieta ocasion6 una diminucién
en el peso de las ratas, en comparacion con dosis menores de
nopal o la misma dosis de celulosa. El incremento en peso
corporal que produce cada gramo de alimento con nopal
cocido en concentracién alta, es menor al aumento provocado
por todos los otros tratamientos. Es importante mencionar que
esta investigacidn se realizé con ratas sanas, por lo que estos
resultados no se pueden extrapolar a personas diabéticas, ya
que su metabolismo es distinto al de individuos sanocs. La
adici6n de nopal, en una proporcién de 6 a 12%, aladietano
provoco la disminucién de los niveles sanguineos de glucosa,
colesterol total, y colesterol asociado con las lipoproteinas
HDL. Sin embargo, el nopal crudo en concentracién alta
(12%), mostré una marcada reduccién en el nivel de colesterol
asociadoconlas lipoproteinas LDL y VLDL, loqueindicauna
reduccién de aproximadamente 34% comparada con el trata-
miento control. Este efecto del nopal es altamente benéfico, ya
que se sabe que decrece el riesgo de una enfermedad coronaria.
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Estudio de complementacion con proteina de lactosuero
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RESUMEN. Se determind la composicién quimica y algunos indi-
ces de calidad biol6gica de la harina integral, sin lavar, de sorgo
(Sorghum saccharatum, var. sugar drip), cuyo cultivo y seleccién
fue ensayado enlaEstacién Experimental “San Roque”. Direcciénde
Agricultura. Subsecretaria de Asuntos Agrarios. San Luis, Repiblica
Argentina. El valor del contenido proteico de 1a harina obtenida por
nosotros fue de 7.5% (N x 6.25). Los valores de utilizacién proteica
neta (NPU), digestibilidad verdadera (tD), razén protefnica neta
(NPR) y razén proteinica neta relativa (RNPR), fueron: 12.440.6,
22.040.2, 0.840.1 y 24% respectivamente. El deficiente aprovecha-
miento nitrogenado limita el uso de sorgo. Dadalaabundancia de este
cereal y su bajo costo, este puede ser una fuente alimenticia
aprovechable si es convenientemente complementado, sin aumentar
costos. Se realizaron estudios de harina de sorgo complementada con
proteina recuperada de suero de ricota (50:50), residuo industrial,
tendiente a mejorar el déficit de lisina y treonina del cereal. En la
mezcla ensayada se obtuvo un valor de RNPR de 85.7%. Esto nos
permite inferir que un cereal de escaso valor biolGgico es aprovechable
mediante adecuada complementacién, con potencial utilizacién como
alimento para aves.

Palabras clave: Sorgo, proteinas, complementacién, valor biolégi-
co.

INTRODUCCION

El sorgo es originario de Africa y parte de Asia. Esta
considerado entre los doce cultivos tropicales mas importan-
tes y ocupa el quinto lugar en la produccién de cereales
destacados (1). En el mundo su cultivo solo es excedido por
trigo, arroz, maiz y cebada. En los Estados Unidos ocupa el
segundo lugar en el cultivo de grano forrajero, especialmente
en la gran llanura y en el sudoeste (2). El sorgo (Sorghum sp)
se emplea en dietas para aves, como fuente energética princi-
pal, en sustitucién del maiz. Su cultivo ha recibido considera-
ble atencién durante los dltimos afios por parte de agricultores
(3). Subajo valor nutricional, limita su uso como alimento por
su proteina deficiente en lisina y treonina (4).

En este estudio nos propusimos ensayar lacomplementacién
de harina de sorgo con proteina recuperada del suero de ricota,
el que es considerado un desecho industrial.
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SUMMARY. Chemical nutritional evaluation of Sorghum
saccharatum var. sugar drip. A supplementation study with
proteins. The chemical-nutritional composition and some indexes of
biological quality of sorghum (Sorghum saccharum, var. sugar drip)
unwashed whole flour were studied. The culture and selection of
sorghum were assayed in the “San Roque” Experimental Station of
the Agriculture Department, Undersecretary of Agricultural Affairs,
SanLuis, Argentina. The obtained protein content was 7.5% (Nx6.25).
The values for net protein utilization (NPU); true digestibility (tD);
net protein ratio (NPR) and and relative net protein ratio (RNPR)
werel2.4+0.6, 22.0+0.2, 0.840.1 and 24%, respectively. Deficient
nitrogen utilization constitutes a limitation for the use of sorghum.
However, considering its abundance and low cost, sorghum could
become a profitable feeding resource if conveniently supplemented
without increasing costs. Sorghum flour was supplemented with
protein recovered from ricotta serum (50:50), discarded as industrial
waste, in order to compensate for lysine and threonine deficiency
inthis cereal. Studies perfomed on this mixture gave RNPR values of
85,7%. This might permit us to infer that despite its low biological
value, sorghum can be used as food resource, potentially for poultry,
with adequate supplementation.

Key words: Sorghum, proteins, supplementation, biological value.

MATERIALES Y METODOS

Material

Paralas experiencias se uso como fuente de aporte proteico
complementario de la harina de sorgo (HSr) la proteina
recuperada del sueroremanente de la obtencién de ricota (PR).
La ricota fue obtenida usando suero de queso. El suero fue
provisto por la industria lechera local.

Analisis quimico

Los materiales a usar fueron analizados por su contenido
en proteina mediante el método de Kjeldahl, modificado por
Winkler (5) N x 6.25.

El PR se obtuvo por precipitacién mediante corriente de
vapor, 75-80°C a pH 4.5, obtenido por acidificacién con dcido
acético, con posterior centrifugacidn a 4000 rpm. El precipi-
tado prensado fue secado a 45-50°C en estufa de aire forzado.
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De 1000 ml de suero se obtuvieron 2 g de PR, con una
concentraciénproteinicade 78 g/100g. Sibien larecuperacién
de proteina es baja, se aprovecha un residuo industrial.

El perfil aminoacidico fue determinado usando muestra
desengrasada durante 6 hs con éter de petréleo en caliente
(extraccidn continua). La muestra se hidroliz6 con HC16 Nen
ampollas evacuadas y selladas a 110°C durante 22 hs Para la
cuantificacién final se usé un analizador Beckman, modelo
122 - CL

Triptofano fue determinado, previahidrélisis con papaina,
en base a la formacién de un croméforo por reaccién con p-
dimetilaminobenzaldehido (6).

El célculo de cémputo quimico (CQ) para aminodcidos
esenciales y semiesenciales se hizo tomando como referencia
1a proteina Patrén FAO/OMS/UNU, 1985 (7).

La caracterizacién quimica de harina de sorgo consistid,
ademads en determinacion de humedad, extracto etéreo, fibra
cruda y cenizas de acuerdo a técnicas descriptas por la AOAC

(8).

Ensayos biolégicos
La evaluacién bioldgica se llevé a cabo utilizando ratas

cepa Wistar, distribuidas segtin su peso entre las dietas expe-

rimentales, que se alojaron en jaulas metdlicas con fondos
levadizos. Cuando se evalu6 HS sin complementar las dietas
tuvieron una concentracién de 7.5% (operativo) (9). En la
preparacién de las dietas con aporte proteico de las mezclas se

usaron concentraciones de 8 y 10% segiin el caso (NPR o

NPU), las que fueron preparadas de acuerdo a Sambucetti,

Gallegos y Sanahuja (10).

Los ensayos consistieron en la determinacién de:

* Relacién proteinica neta (NPR) y relacién proteinica neta
relativa (RNPR) (pruebas basadas en el incremento de
peso corporal) segin la técnicade Bender y Doell (11).La
dieta de referencia (caseina) se suplement6 al 0.2% con
DL-metionina.

» Utilizacién proteinica neta (NPU) (basada en la ganancia
de nitr6geno corporal), siguiendo el método de Miller y
Bender (12).

* Ladigestibilidad verdadera (tD) (nitr6geno absorbido), se
determiné junto con la prueba de NPU.

* Elvalorbiolégico (BV), se estableci6 por cdlculo, como el
cociente de NPU y tD.

* Andlisis estadistico, se realizé Andlisis de la Varianza
(ANOVA) de una via y posteriores comparaciones por
Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 detalla la composicién quimica porcentual de
la harina de sorgo.

EnlaTabla2 se consignalacomposicién aminoacidica del
concentrado proteico recuperado del suero remanente de la

obtencién industrial de ricota, asi como el patrén internacional
de la FAO/OMS/UNU (1985), tomado como referencia para
cdlculo de cémputo quimico (7). Estos datos indican que el
concentrado obtenido tiene una proteina muy bien equilibrada,
de acuerdo a los requerimientos del patrén utilizado como
referencia. De la observacion de los valores de CQ se desprende
que el PR es muy rico en aminoécidos esenciales, especialmente
lisina, triptofano y aminodcidos azufrados, con considerable
interés por su elevado valor nutritivo. Del perfil aminoacidicode
HSr y de su CQ se desprende su limitacion, en primer lugar en
lisina (CQ=29), lo que es compensado por el contenido de este
aminoécido en la proteina del suero de ricota.

TABLA 1
Composicién quimica porcentual de sorgo (g/100 g)

Humedad 11.87
Proteina 7.50
Extracto etéreo (éter de petréleo) 399
Fibra cruda 2.88
Carbohidratos* 73.76
Cenizas 1.65

* Calculado por diferencia

TABLA 2
Contenido de aminodcidos de suero de ricota y harina de
sorgo(mg/g prot.). Valores de computo quimico

Amino icido *FAO/OMS/ Proteinade Harinade Cémputo  Cémputo
UNU suero de ricota  sorgo**  Quimico PR Quimico HSr
Treonina 34 34 25 100 73
Valina 35 49 30 >100 86
Metionina
+ Cisteina 25 38 28 >100 >100
Isoleucina 28 44 21 >100 75
Leucina 66 95 81 >100 >100
Fenilalanina
+ Tirosina 63 109 55 >100 87
Lisina 58 88 17 >100 29
Triptofano 11 15 39 >100 >100
Histidina 19 27 #NI >100

* Modificado FAO/ OMS/ UNU (1985).
** Datos extraidos de cita bibliogréafica (1)
# NI: No informado

La Tabla 3 detalla el consumo de alimento y aumento de
peso con cada una de las dietas evaluadas, registro efectuado
al determinar NPU. Los datos biolégicos obtenidos con las
distintas dietas ensayadas se muestran en la Tabla 4. Al
comparar el aumento de peso del lote alimentado con HSr
100% y HSr-PR 50:50 respecto a caseina, para la primera se
obtiene un p<0.00001 y para la segunda un p<0.001. Los
valores de las Tablas 3 y 4 se comparan en la Figura 1.
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TABLA 3
Consumo y aumento de peso de ratas alimentadas con las
dietas ensayadas (g/10 dias) M

Fuente proteica % Consumo de alimento Aumento de peso

HSr 100% 98.6+6.12 -5.4+0.6
HSr 50% 82.545.gP 18.0+1.1d
PR 50%

Casefna 100% 85.247.0P 30.6+2.8¢

(1) M * limites de confianza de la media para p= 0.05 para (a#b)
p<0.0001, para (c#e), p<0.00001 y (dze), p<0.001

TABLA 4
Calidad bioldgica de harina de sorgo y mezcla ensayada (M

Fuente proteica % NPU tD BV NPR RNPR
%

HSr 100% 124£06% 2204029 56 0841018 241

HSr 50% 575+7.10 621480 96 313" 857

PR 50%

Caseina 100%  72.046.5¢ 950+11.0f 76  3.5¢1.6D

(1) M % limites de confianza de la media para p = 0.05
para (a#c), p<0.00001, para (b#c), p<0.0001

para (d#f), p<0.00001, para (e#f), para p<0.0001

para (g=h), p<0.0001 para (i=j), p<0.00001

FIGURA 1
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De la observacién de las Tablas 3 y 4 se infiere que la
harina de sorgo sin complementar es un alimento de muy bajo
valor biolégico paraanimales monogéstricos, si bien laingesta
esbuena, 98.616.1 g/10dfas, su nitrégeno no es aprovechado,
ocasionando una disminucidn de peso en la rata, semejante al
detectado con una dieta aproteica. Es de destacar la baja

L4
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digestibilidad (22.0).

Al complementar el sorgo con proteina de suero de ricota,
se mejora el aprovechamiento, el que se traduce en un mayor
aumento de peso, 18.0+1.1 g/10 dfas, un aceptable NPU y
destacable valorde RNPR. Tomando lacasefnacomo proteina
de referencia, a la cual se asigna un valor de 100, se puede
concluir que el valor de NPU indicarfa un aprovechamiento de
80%, y si se refiere a valores de RNPR este resulta de 85.7%,
con una diferencia muy significativa con respecto al valor
obtenido para HSr 100% de 24 (p<0.00001).

Es nuestro propésito seguir estudiando el valor alimenti-
cio potencial, para monogéstricos, del sorgo; en una préxima
etapa intentaremos eliminar la corteza para disminuir asi, la
concentracién de polifenoles, que de acuerdo a lo expresado
por Bressani y colaboradores (13), decreceria la calidad de 1a
proteina por disminucién de la digestibilidad. Por otra parte se
estdnrealizando ensayos, tendientes a abaratar costos y lograr
unamayor recuperacién, mediante el uso de ultrafiitracién con
membranas cerdmicas.
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RESUMEN. El Pithecellobium flexicaule (Bent) o ébano, legumi-
nosa arbérea de alta productividad distribuida en el Noreste de
MEéxico, produce semillas tradicionalmente consumidas por comuni-
dades de la regién, cocidas tiernas y maduras tostadas. Muestra de
tres localidades present6 en las semillas maduras 35.3% de proteina,
25% de grasa'y 13,2% de fibra dietaria total (FDT). El tostado por 10
minutos a 80-90°C mejora la digestibilidad verdadera de 79.3 a
91.8%, disminuye hasta 35% los fitatos y 96% los inhibidores de
tripsina, sin embargo, los taninos como mg equivalentes de catequina/
100g se incrementaron de 12.4 a 235.6, ya que éstos pasan durante el
tostado de la testa a los cotiledones y la pérdida de aminodcidos
azufrados por efecto del tostado ocasiona la disminucién del puntaje
quimico (P.Q.) corregido con digestibilidad verdadera (D.V.)de 44.4
a 34.9. Las semillas tiernas tienen 12.7% de proteina, 6.6% de grasa
y 3.5% de FDT. Al cocinarlas tradicionalmente hervidas en su vaina
(SVT1I), aunque los fitatos se reducen en un 72%, la digestibilidad es
de 85.8%,igual ala semilla cruda yaque los taninos seincrementaron
de 4.9 a 226 mg. Por lo que se probé hervirlas libres de vaina y testa,
logrando una reduccién de 73.5% en los taninos, de 88.6% en los
fitatos y digestibilidad de 94.5%. Igual que en otras leguminosas, los
aminodcidos limitantes son los azufrados; el puntaje quimico corre-
gido con digestibilidad proteica verdadera de 50.6% en SVTI,
similar al frijol pinto.

Palabras clave: Composicién, Pithecellobium, ébano, valor nutricio.

INTRODUCCION

El Pithecellobium flexicaule (Benth). Coult (1) o
Pithecellobium ebano (Berl) Muller (2), conocido comunmente

como ébano, es un arbusto o drbol de hasta 15 m de altura, el -

fruto que nos ocupaes una vainade 6a 13 cm delargo y de 1.8
a3 cm de ancho, internamente septada conteniendo las semi-
llas de aproximadamente 1.3 cm de longitud y 0.63 cm de
ancho, color marrén y de revestimiento grueso. Se encuentra
distribuido en el estado de Texas en E.U. y en el Noreste de
la Repiblica Mexicana en los estados de Nuevo Leén,
* Tamaulipas y Coahuila, incluyendo el sureste del estado de
San Luis Postosi. También se reporta en el Noroeste de la
Repiiblica Mexicana en el estado de Baja California (3).
Los drboles de ébano ofrecen algunos aspectos
agrobiolgicos ventajosos como son: su capacidad de fijacién
de nitrégeno, lo que le permite crecer en suelos pobres,
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SUMMARY. Effect of cooking on the chemical and nutritional
value of the Pithecellobium flexicaule (Bent)seed. Theleguminous
P. flexicaule grows at he Northeast of Mexico. People living at this
region traditionally consume the seeds (unripe cooked or toasted
mature). Three localities samples of mature seeds were analyzed. The
main results were: Protein (Nx6.25) 35.3%, lipids 25% and total
dietary fiber (TDF) 13.2%. After a toasted treatment during 10
minutes (80-90°C), the true protein digestibility increased from 79.3-
91.8%, the phytate content and protein inhibitors decreased up to 35
an 96% respectively. Tannin concentration increased from 12.4 to
236 mg eq. cathequine/100g, probably because during the treatment
they passed from the shell to the cotyledons. Unripe seeds gave;
protein 12.7%, lipids 6.6%, TDF 3.5%. When the unripe seeds in
their sheath were boiling, the true protein digestibility was 85.8%
(same value of the raw seeds), phytate content was reduced 68.4%
and tannin concentration rose from 4.9 to 226 mg. Due to these
results, the seeds free of the shell and sheaths were boiling. this time
the tannin and phytate concentration were reduced 73.5 and 88.6%
respectively, the true protein digestibility was 94.5%. The sulphur
containing amino acids were the limit, as in other leguminous, the
protein digestibility corrected amino acid score was 50.6% (unripe
seeds), similar to that of pinto beans.

Key words: Pithecellobium seeds, chemical composition.

tolerancia a la altas y bajas temperaturas, resistencia a
patégenos, numerosa produccién de semilla, facilidad de
propagacion y resistencia a largos periodos de sequia; todo lo
anterior lo convierte en un drbol de alta productividad en zonas
aridas y semidridas (4).

Las semillas son consumidas por las comunidades del
Noreste de la Republica Mexicana, cocidas cuando estdn
tiernas y tostadas cuando maduras, estas Gltimas también
suelen ser molidas y utilizadas como sustituto de café. En las
poblaciones se comercializa la semillatanto verde cruda como
madura una vez tostada (1,5,3).

Girat et al. (6), en un estudio de 15 leguminosas silvestres
de laRepublica Mexicana, determinaron un 31.54% de protei-
naenlasemillade ébano madura cruda, reportandola deficien-
te en aminodcidos azufrados (Met + Cis) con un contenido de
1.07g/100g de proteina y el contenido de triptofano 0.85g/
100g de proteina El hecho de que es consumida por grupos
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humanos sin un estudio nutricio previo y que las condiciones
de procesamiento alteran la relacién de aminoécidos de las
proteinas (7) y la digestibilidad de las mismas, aunado todo
esto a que se trata de un 4rbol de alta productividad se
considera de importancia evaluar 1a calidad de la proteina de
la semilla de ébano tierna y madura cocinada en la forma que
tradicionalmente se realiza.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron semillas tiernas y maduras (secas) de drbo-
les de Pithecellobium flexicaule (Benth.), muestreados
aleatoriamente, en los siguientes municipios del estado de
Nuevo Le6n, México: General Escobedo, que cuenta con una
poblacién de 176.831 habitantes; General Terdn, con 16,608
habitantes y Marin, con 4.023 habitantes. La altitud de estos
municipios citadas en el orden respectivo son: 500,310 y 400
m. Las caracteristicas climdticas son similares ya que las tres
localidades se ubican en la Llanura Costera del Golfo Norte,
presentando temperatura media alta de 29-30°C en los meses
de Julio y Agosto. La temperatura media baja de 14-15°C en
los meses de Diciembres y Enero. Sin embargo se registran
temperaturas extremas de -3°C y 43°C. La precipitacién
media anual es de 587 a 800 mm, siendo en Septiembre la
maxima precipitacién (8,9).

Las vainas tiernas se cosecharon con un grado de desarro-
1lo pr6ximo a la completa maduracién ya que en condiciones
similares son cocidas, para el consumo de la semilla, por
habitantes de los citados municipios. Las vainas fueron trans-
portadas y mantenidas en refrigeracidn hasta su uso.

Conlas muestras obtenidas en los diferentes municipios se
obtuvo una muestra poblacional, ya que Alanis et al. 1997
(observaciones inéditas), no encontraron diferencias signifi-
cativas en composicién quimica, entre las semillas de las tres
localidades muestreadas.

Tratamientos

Las semillas tiernas se dividieron en tres lotes y el manejo
fue el siguiente:

Tratamiento 0 (CVTO), las semillas de un lote en cantidad
suficiente para obtener 500 gramos de muestra en peso seco,
fueron separadas de la vaina y testa obteniendo los cotiledones
crudos.

Tratamiento 1 (CVT1), un segundo lote fue cocinado
como tradicionalmente se realiza, con las vainas sumergidas
en agua a ebullicién y a presién atmosférica por 30 minutos,
posteriormente fueron removidas de su vaina y testa, obte-
niendo solamente los cotiledones.

Tratamiento 2 (CVT2), el tercer lote de semillas de igual
tamafio fue primero separado de 1a vaina y testamanualmente,
para cocinar los cotiledones en las condiciones ya descritas.

Los cotiledones crudos y cocidos fueron secados a 60°C
durante 12 horas en una estufa marca Narca, modelo 630, con
circulacién de aire. Posteriormente fueron molidos en un

molino casero de café marca Cofret modelo 518, hasta ser
convertidos en harinas finas las cuales fueron tamizadas en
mallas de 1 mm. Estas harinas se aliacenaron en recipientes
de vidrio, sobre material desecante y se mantuvieron refrige-
radas de 4 a 6°C hasta su andlisis.

Las semillas maduras también en cantidad necesaria para
producir dos lotes de 500 g cada uno de muestra procesada en
peso seco, fueron separadas de la vaina, se retir6 la testa
obteniendo los cotiledones crudos (CMTO0). Las semillas del
segundo lote fueron tostadas sobre un bafio de arena a tempe-
raturas entre 80 y 90°C por 10 minutos (CMT1), esto ante la
imposibilidad de registrar la temperatura en el tostado casero
en comal (superficie de metal calentada con fuego), posterior-
mente fueron quebradas y descascarilladas, y los cotiledones
molidos, tamizados y almacenados en las condiciones ya
descritas para las semillas tiernas.

Composicién quimica

A las harinas asi preparadas, se les realizaron los siguien-
tes andlisis por triplicado: Contenido de proteina, grasa (EE),
fibra cruda, humedad, cenizas y carbohidratos totales como
extracto libre de nitrégeno (ELN), por los procedimientos de
la AOAC (10). Los taninos fueron determinados como equi-
valentes de catequina por el método de HCl-vainillina, modi-
ficado por Price et al. (11) y Desphande y Cheryan (12). El
contenido de 4cido fitico se determiné mediante una modifi-
cacién del procedimiento de extraccién de Wheeler y Ferrel,
propuesta por Davis (13), realizando la extraccién con 4cido
tricloroacético, la precipitacién con FeCl3 y la determinacién
colorimétrica del fésforo fitico, previa hidrélisis. La actividad
delosinhibidoresde tripsinafue determinada por cuadruplicado
de acuerdo a la metodologia propuesta pro Kakade et al. (14)
utilizando tripsina y clorhidrato de benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BAPA); la actividad del inhibidor de tripsina fue
expresada en UIT (Unidades de Tripsina Inhibidas),
definiéndose una UT como el incremento de 0.01 unidades de
absorcidn en una mezcla de reaccién de 10 mL medida a 410
nm.

La fibra dietaria total fue cuantificada por el método
enzimadtico-gravimétrico de la AOAC (10).

Evaluacién nutricia

Con la finalidad de valor el efecto del tratamiento sobre la
calidad nutricia de las semillas se realizaron las siguientes
determinaciones:
A. Andlisis de aminodcidos.

a) Se realiz6 la hidrdlisis descrita por Pellett y Young
(15), con HCI 6N a 110°C por 24 horas en atmésfera
inerte. Para la cuantificacién se utilizé un
autoanalizador Beckman, modelo 6300, previsto de
columnas de intercambio i6nico. La deteccién se
realiz6 porreaccién postcolumna con ninhidrinaa 570
y 440 nm (16).

b) En la determinacién de aminoacidos azufrados, las
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muestras fueron pre-oxidadas con 4cido perférmico
(15) e hidrolizadas como se describi6 en a) y el dcido
cisteico fue determinado con un equipo modular HPLC,
sistema Gold de Beckman.

c) Para el andlisis de triptofano se hidroliz6 la muestra
segiin metodologia de Chiou y Wang (17), utilizando
dcido metanosulfénico 4N y 3- (2-Cloruro de
Aminoetil-indol) a 110°C, bajo vacio por 22 horas, se
realizé derivatizacién con OPA (O-ftaldehido al 0.1%)
y se utilizé el equipo HPLC mencionado anteriormen-
te, equipado con un detector de fluorescencia marca
Gilson, Modelo 126.

B. Ladigestibilidad in vivo serealiz6 (7), conratas machosde
la raza Sprague-Dawley, de 21 dias de nacidos. Los
animales fueron alojados en jaulas individuales. Cada
dieta fue ensayada con 8 ratas.

C. El puntaje quimico corregido con la digestibilidad verda-
dera fue calculado (7), utilizando el patrén de 1985 para
nifios en edad preescolar.

Anailisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar y las diferen-
cias entre tratamientos fueron evaluadas mediante un andlisis
de varianza de un factor y la prueba de comparaciones muilti-
ples de Tukey (18).

El cambio por la caccidn en el contenido de taninos y en
ladigestibilidad verdadera fue evaluadomedianteun ANOVA
no paramétrico, con la prueba de Kruskal-Wallis. Y las dife-
rencias entre pares de tratamientos (cruda-cocida) en
digestibilidad fueron analizadas por la prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon (18).

Los célculos estadisticos fueron realizados utilizando el
programa computacional SPSS. Un valor de P<0.05 fue con-
siderado significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicién quimica

Los resultados del andlisis proximal en base hiimeda se
muestra en la Tabla 1, en ella se observa que la composicién
quimica de los cotiledones de la semilla tierna cocida con
vaina tienen un mayor contenido de fibra cruda, fibra dietética
y cenizas que la misma semilla cocida sin vaina y testa, lo cuél
hace pensar en una pérdida por solubilizacién de estos compo-
nentes en el agua de coccidn, sin embargo si se comparan las
semillas cocidas con las semillas crudas, se observa que estas
son estadisticamente similares a las tratadas sin vaina y testa;
Yy que las cocinadas en su vaina tienen mayor contenido de
fibra y cenizas que las semillas crudas lo que refleja en todo
caso que se presentd migracién de estos componentes de la
vaina a los cotiledones durante la coccién o contamindcién
con residuos de testa y vaina al separar manualmente estas
estructuras delos cotiledones. En ambos tratamientos también
sedisminuye lahumedady los carbohidratos, incrementdndose

el contenido de proteina y grasa.

TABLA |
Composicién proximal y fibra dietética de las harinas de
cotiledones de ébano, crudos y tratados*

Tratamientos**  CVTO CVTI CVT2 CMTO CMTI
Humedad 66.710.5b  63.330.7¢  623+0.5¢ 3.3H0.1a 2.610.1a
Proteina 12.740.01b 13.310.04c 13.740.1c  35.340.15a 35.940.1a
Ceniza 0.140.02¢c  1.3#0.03d 0.740.1¢c 3.810.05a  3.610.1b
Grasa 6.610.04c  10.240.03d 10.810.2d 25.080.5a  27.010.4b
Fibra cruda 0.140.01c  1.3320.06d 0.7£0.03c  3.640.l1a 3.240.1b
Carbohidratos  13.0£0.4b 10.730.5¢  11.620.3c  29.130.3a  27.610.4a
Fibra dietética

total 3.540.3b 5940.07c  4940.06d 13.2408a  12.240.6a

* g/100g de muestra en base himeda, media +D.E., n=3

** CVTO: Cotiledones tiernos crudos, CVT1: Cotiledones tiernos hervidos en su testa y
vaina, CVT2: Cotiledones tiernos hervidos desprovistos de testa y vaina, CMTO:
Cotiledones maduros crudos y CMT1: Cotiledones maduros tostados en su testa.

a-d medias en la misma linea compartiendo una letra comin no son significativamente
diferentes a P<0.05.

Enlamisma Tabla 1 se observalacomposicién quimicade
la semilla madura (CMTO) asi como los cambios observados
después del tratamiento térmico o tostado, en este caso la
proteina, humedad y los carbohidratos totales son similares en
la semilla cruda y cocida, sin embargo la semilla cocida tiene
un menor contenido de fibra y cenizas, y mayor contenido de
grasa.

Los contenidos de protefna y grasa son comparables a los
de algunas variedades de soya (19)y superiores al frijol comtin
20).

La fibra dietaria reportada en la Tabla 1, no varié
significativamente por efecto del tostado en las -semillas
maduras, pero si en las semillas tiernas en que se presentaron
diferencias altamente significativas (P<0.01) y el valor mayor
correspondid a las semillas cocidas en su vaina. Si se compa-
ran los resultados en base seca las diferencias se hacen més
evidentes y as{ las semillas tiernas crudas tienen 11% de FDT,
cocinada con vaina 17% y cocinadas sin vaina 13.94%. Se han
reportado (21) incrementos en los contenidos de fibra obteni-
dos en base seca por el método con detergente neutro (NDF)
y detergente dcido (ADF) en garbanzos y frijol al cocinarlos a
presion atmosférica, previo remojo.

En la Tabla 2 se observa que los taninos aumentaron
significativamente en las semillas maduras tostadas y en las
tiernas cocidas con vaina con respecto a las crudas; disminu-
yendo por el contrario en las semillas tiernas cocidas sin vaina
y testa.

Durante la maduracién del frijol caupi hay una disminu-
ciénenel contenido de taninos en el cotiledén e incremento en
la testa, encontrando el 96% de los taninos en ésta tltima. El
cocimiento de frijol caupi redujo de 38 a 76% ¢l contenido de
taninos (22). Otros autores sin embargo (23), han encontrado
en habas que mds del 50% de los taninos pasan al agua de
coccién, mientras que la destruccién de estos compuestos por
efecto de la coccidn es de apenas 10%. Considerando que los
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taninos e encuentran hasta un 96% en la testa de frijol (22) y
observando los resultados de 1a Tabla 2 se concluye que las
semillas cocidas tradicionalmente con testa y vaina absorbie-
ron y fijaron taninos en sus cotiledones, lo cudl es importante
ya que el agua de coccién habitualmente se desecha, pero se
consume las semillas una vez separadas de las vainas y testa
que Hevan ya un alto contenido de taninos. Por este resultado
se incluy6 el tratamiento 2 confirmando que el cocinar las
semillas sin vaina (CVT2) permite obtener un alimento de
mejor calidad.

TABLA?2
Contenido de compuestos antinutricionales de harinas de
cotiledones de ébano crudos y tratados*

Tratamiento** CVTO CVT1 CVT2 CMTO CMTI

Taninos mg/100g 4.9+0.16c  226.1+1.3d 1.310.18¢ 12.440.1a 235.6+2.4b
Ac. fiticomg/g  7.940.10c  2.540.1d 0910.te  27.2#03a 17.740.6b
Inhibidores de

tripsina UIT/mg™ 36.0¢L.1c  0.640.01d  0.8+0.04d 204+2.0a 8.4+0.8b

*Media * D.E., n=3, determinaciones en base hiimeda.

**Como se sefiala en la Tabla 1

Tn=4

a-d medias en la misma linea compartiendo una letra en comin no son
significativamente diferentes a P<0.05.

En la Tabla 2 se observan los contenidos de dcido fitico,
presentdndose una disminucidn significativa de estos com-
puestos en las semillas cocidas tanto tiernas como maduras,
observandose una reduccién de 35% en las semillas tostadas,
de 68% en las semillas cocidas en su vaina y la mixima
reduccién de 88%, en las semillas cocidas sin vaina, esto
debido quizas a la mayor penetracién de calory a la facilidad
de solubilizacién de los fitatos. Los fitatos son disminuidos
47.18% en frijoles comunes remojados y cocidos tradicional-
mente (24). Enlas habas cocidas tradicionalmente (23), previo
remojo se redujo un 26% de los fitatos y un 14% al considerar
las habas junto con el agua de coccién.

Laactividad delosinhibidores de tripsinade los cotiledones
delasemilla de ébano se muestran en la Tabla 2. La naturaleza
termol4bil de este inhibidor, permitié lareduccién de 96% por
el tostado en las semillas maduras y de 98% en las semillas
tiernas cocidas en ambos tratamientos. El contenido de los
inhibidores se incrementa en la maduracién de la semilla de
manera importante; de 36UIT/mg a 204UIT/mg. Estos com-
puestos se han disminuido un 98% en frijol cocido previo
remojo (24) y en habas cocidas tradicionalmente previo remo-
J0 62% y solo 51% cuando se analiza la semilla junto al agua
de coccién (23).

Evaluacién nutricia

Se muestra en la Tabla 3 la composicién aminoédcidica
observando que en las semillas maduras crudas, excepto para
triptofano se obtuvieron valores mds altos que los reportados
por Giral et al. (6) para la misma leguminosa cruda. Compa-

rando la composicién aminoacidica con el patrén de la FAO/
OMS de 1985 para nifios en edad preescolar (7), se tienen
relativamente altos valores de lisina, leucina, isoleucina y
valina, siendo los amino4cidos azufrados el primer limitante
con un puntaje quimico de 56 y cl triptofano el segundo
limitante con un puntaje de 71 (Tabla 4). Al tostar estas
semillas maduras se observa una reduccién en todos los
amino4cidos esenciales, siendo mds dréstica la pérdida en los
aminoécidos azufrados, 32.6% y en el triptofano 42% (Tabla
3), por lo que el puntaje quimico bajé a 38. Yaiiez et al. (25),
tostaron semillas de Lupinus albus c.v. Multolupa a tempera-
turas de 80 a 90°C durante 10,20,30 y 40 minutos y encontra-
ron un descenso gradual en el contenido de aminodcidos
esenciales enrelacién al tiempo de tostado, siendo mayores las
pérdidas enlisina (51%) y azufrados (29%). El tostado alos 10
minutos aumento el PER de 0.80 en la semilla cruda a 0.92 al
incrementar el tiempo de tostado el valor de PER disminuyé.

TABLA 3
Contenido de amino4cidos esenciales de harinas de
cotiledones de ébano crudo y tratados*

Tratamientos** CVTO0 CVT1 CMT0 CMT1 Patrén™
Isoleucina 28.1 343 34.3 294 28
Leucina 57.3 66.6 67.8 659 66
Lisina 47.7 60.1 62.2 515 58
Metionina 6.4 7.7 7.6 59
Cistina+Cistefna 7.5 7.1 6.5 3.6
Met+Cis. 13.9 14.8 14.1 95 25
Fenilalanina 119 12.7 13.2 9.3
Tirosina 34.0 41.2 41.5 357
Fenilala+Tiros 459 53.9 54.7 450 63
Treonina 26.0 28.2 28.1 212 34
Triptofano 57 ND. 7.1 41 11
Valina 434 52.1 51.5 434 35
Histidina 12.8 16.4 16.7 13.3 19

*mg/g de proteina, **Como se sefiala en la Tabla 1
T FAO/OMS/UNU 1985 (7), ND: No determinado

TABLA 4
Parametros de calidad proteica de harinas de cotiledones de
ébano crudos y tratados*

Tratamientos** CVTO CVTI1 CVT2 CMTO CMTI
Digestibilidad 832+1.7a 85.8+1.9a 94.5+0.5b 79.333.6a 91.8+2.2¢c
verdadera (DV)%*

Puntaje quimico 55 59 ND 56 38
(PQ)

PQ. Corregido 457 50.6 ND 44.4 34.9
con DV.

*Media + D.E., n=8, ** Como se seiiala en la Tabla 1

(PQ) Razén aminoacidica. Aminoécidos azufrados primer limitante.

ND: No se determind

a-c medias en la misma linea compartiendo una letra comin no son significativamente
diferentes a P<0.05.
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Enel tostado de ébano las pérdidas de lisina fueron de 17%
sin embargo no fue determinada su disponibilidad.

En cuanto a la semilla tierna el contenido de aminodcidos
esenciales en ésta es 16% menor a la semilla madura siendo el
puntaje quimico muy similar. La coccién en su vaina ocasiond
un incremento en todos los aminoécidos esenciales analizados
(Tabla 3), causando unincremento en el puntaje a 59 (Tabla 4).
Aunque diversos autores (26,27), sefialan que el remojo pre-
vio y la coccién mejoran el valor nutricio de las leguminosas,
otros (28) afirman que perfodos largos de coccién o tempera-
turas elevadas producen una disminucién en el valor nutricio
delaproteinadebido al cambio enel contenido de aminodcidos
esenciales, especialmente lisina, la cuél decrece proporcional-
mente al tiempo de coccién.En este trabajo las semillas tiernas
fueron cocidasen su vaina, en agua aebullicién por 30 minutos
y sin remojo; corto tiempo si se consideran los tiempos
necesarios en la coccién de la mayoria de los frijoles comunes.
No se detectaron pérdidas en los aminodcidos durante el
tratamiento sino que se incrementaron con relacién a la
semilla cruda.

Ladisgestibilidad verdaderay el puntaje quimico corregi-
do con la digestibilidad se muestra en la Tabla 4, donde se
observa que aunque el tostado mejord substancialmente la
digestibilidad de la proteina, la pérdida de aminodcidos esen-
ciales es muy importante disminuyendo dristicamente el
valor nutricio de la proteina a solamente 34.9%. Por el contra-
rio la semilla tierna fue mejorada con la coccién aumentando
su valor nutricio en un 10.7% aun puntaje corregido de 50.6%.
La semilla tierna cocida sin su vaina, mejoré la digestibilidad
verdadera a 94.5%, sin embargo no le fue determinada su
composicién aminoacidica por lo que el puntaje quimico no
pudo ser calculado.

La diferencia en la digestibilidad de las protefnas puede
atribuirse a la naturaleza de la fuente proteica, a la presencia
de constituyentes no proteicos tales como fibra dietética y
compuestos antinutricionales que disminuyen ladigestibilidad,
o bien, a condiciones de procesamiento que alteran la relaci6n
de aminoécidos de las proteinas (7). En la semilla madura su
valor nutricio se disminuye con el tostado en un 32%, esto
debido ala pérdida de aminodcidos esenciales y al incremento
en la concentracion de taninos que presenta, sin embargo, es
importante mencionar que los cotiledones tostados solamente
son consumidos aderezados con sal, chile y limén como
bocados y la semilla completa tostada es utilizada como
sustituto de café.
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SUMMARY. The information about dietary fiber presents
controversies in many research areas such as innomenclature, related
illnesses, recommended quantities and terminology, mainly because
of lack of analytical data. Different needs and interests for the dietary
fiber composition of foods and forages have led to a proliferation of
methods for its analysis. This research, a further adaptation of the
enzymatic method of Asp et al. (1983) for its application is proposed
for rice and wheat bran, byproducts of agroindustries in the southern
region of Rio Grande do Sul (Brazil). The inclusion of
Amyloglucosidase in the proposed methodology contributed to the
decrease in the content of residual starch at the end of the experiment,
like Prosky et al (1992). To increase the efficiency of the enzyme
system inthis type of samples, other changes were made with respect
to incubation time and proteolytic enzyme concentration. In the final
adaptation, a decrease of 51.33% of the starch content was observed
in rice bran (RB) and of 52.93% in wheat bran (WB). This decrease
was also verified in the model system (MS) (52.08%), which
demonstrates the adequacy of the proposed adaptation. With respect
to the residual protein, it was verified that the measures adopted
provoked a reduction of 42.15% (RB), 52.19% (WB) and 42.11%
@MS) as compared to the original method. Then the proposed conditions
has been shown to be efficient in decreasing the level of interference
(indigestible starch and protein) in the quantification of dietary fiber
in rice and wheat bran.

Key words: Dietary fiber, enzymatic determination, rice bran, wheat
bran.

INTRODUCTION

A great concern of professionals in the area of Nutrition
and Food Science nowadays is related to the adequate
consumption of dietary fiber (1). Thus there is a necessity to
obtain quantitative and qualitative data about its presence in
food. The information about fiber presents controversies in
many research areas such as in nomenclature, related illnesses,
recommended quantities and terminology, mainly becasuse of
lack of analytical data.

The inadequate use of techniques in the determination of
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RESUMEN. Determinacién enzimdtica dela fibra dietética solu-
ble e insoluble en salvados de arroz y trigo. Las informaciones
sobre fibra dietética muestran controversias en diferentes dreas de
investigacion, referentes alanomenclatura, enfermedades relaciona-
das, cantidades recomendadas y terminologfa, principalmente por la
carencia de datos analiticos. Diferentes necesidades e intereses, con
relacién a la composicién de la fibra dietética en los alimentos, han
llevado a una proliferacién de métodos para este tipo de andlisis. En
este trabajo fue propuesta una adaptacién del método enzimaético de
Asp y col. (1983), especifico para salvados de arroz y trigo, ambos
sub-productos de la agroindustria del sur de Rio Grande do Sul,
Brasil. La inclusién de la enzima amiloglucosidasa dentro de la
metodologia propuesta favorecié la reduccién del contenido de
almidén residual al final de la experiencia (Prosky y col., 1992). Para
aumentar la eficiencia del sistema enzimdtico para estos tipos de
muestras, fueron realizados otros cambios, relacionados con los
tiempos de incubacién y concentracién de las enzimas proteoliticas.
Al final de la adaptacién fue verificada una disminucién de 51.33%
en el contenido de almidén en el salvado de arroz (RB) y 52.93% en
el salvado de trigo (WB). Esta caida también fue verificada en el
sistema modelo (MS) (52.08%), 1o que demostré la adecuacién de la
adaptacién propuesta. Con respecto a la protefna residual, se verificé
que los célculos adaptados provocaron una reduccién de 42.15%
(RB), 52.19% (WB) y 42.11% (MS), cuando fueron comparados con
el método original. Asf, las condiciones propuestas se mostraron
eficientes para disminuir los niveles de interferencia (ocasionada por
almidén y protefna no digeribles) en el cdlculo de la fibra dietética de
salvado de arroz y trigo.

Palabras clave: Fibra dietética, determinacién enzimética, salvado
de arroz, salvado de trigo.

the fiber content of a specific food may resultin damage to the
human organism. For example, in the analysis of beans, it was
found that the fiber content obtained by acid and alkaline
digestion is much smaller than that called “dietary fiber” or
“physiological fiber” obtained after enzymatic digestion with
evident implications in the calculation of the caloric value of
that food (2).

It is known that part of the starch associated with the fiber
fraction called “resistant starch” and which is difficult to
analyze, may be metabolized by bacteria in the large intestine
producing short chain fatty acids which take part in the energy
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metabolism of the enterocyte and show constant action in the
control of the intestinal pH and in the cellular proliferation of
the mucosa (2,3).

The analytical evaluation of this fraction and the
knowledgement of its distribution in vegetable food and its
physiological action when present in diets are necessary for
the elaboration of fiber rich products, since the consumption
of fiber rich food has recently grown indiscriminately.

The enzymatic-gravimetric method, developed by
Hellendoorn et al. (4) and later modified by Asp et al. (5), and
more recently by Prosky et al. (6), determines the total content
of the fiber fraction of the food. Although its executionis very
fast when compared with others methods, and this method
does not allow for the complete isolation of each component,
although it can determine the soluble and insoluble fractions
separately.

On a national level, few studies about the dietary fiber
content of Brazilian food have been developed. The work of
Filisetti-Cozzi & Lajolo (7) can be mentioned as a contribution
to the elaboration of a system of reliable data about the total
fiber content of Brazilian foods.

This work belongs to a research string that studies the
exploitation of by-products of agroindustries (particularly rice
and wheat bran) in the southern region of Rio Grande do Sul
(Brazil) and was intended to evaluate the dietary fiber of the
same ones. As there were no enzymes and no materials
recommended for the official method (6), this research was a
further modification of Asp et al. (5)’s enzymatic method
proposed for application to rice and wheat bran. Such a
method was adjusted better for our laboratory conditions,
obtaining satisfactory results as well as that of diminishing the
content of indigestible starch which is the main problem with
this kind of matrix.

Deffated rice bran was used initially, because it shows a
great potencial as a food ingredient when compared to wheat
bran, which is already very much use, and also because it is
abundant in the region.

Basically the modifications were made in the conditions
used forenzymatic hydrolysis for in the gravimetric procedures,
enzymatic and chemical stages were being used which
extracting compounds which are not part of the fiber fraction

(8).
MATERIAL AND METHODS

Reagents

The following reagents were used according to A.O.A.C.
(9): phosphate buffer 0.1 M (pH 6.0), 95% ethanol, 78%
ethanol, acetone p.a., HC1(1:1), NaOH (1:1), HpSO4 (0,0099
N)HCI, 15% potassium ferrocyanide, 30% zinc sulfate, Fehling
A and B solutions, 1% fenolftalein, methylene blue solution
and distilled water.

Enzymes

The following enzymes were used: Termamyl (ci-amylase)
1:10 (120 L - NOVO - 120 KNU/g), Amyloglucosidase 1:10
(NOVO - 300 AGU/ml), Pepsin (Riedel de Haénag-Seelze-
Hannover-10000E/g) and Pancreatin (MERCK - 0.1 m Ansom

- Protease E/mg; 7.5 FIP - Lypase U/mg; 10 Amylase U/mg).

Samples

The samples of deffated rice bran (RB) (Oryza sativa, L.)
were obtained directly from a local rice processing plant, and
the samples of wheat bran (WB) (Triticum aestivum, L.) were
obtained from a wheat mill, in Rio Grande, Rio Grande do Sul
(Brazil).

These samples were first sifted to remove chucks and dirt.
After sifting, the samples were homogenized by crushing and
sifted again. They were then packed and stored in freezers at
-20°C.

To test the efficiency of the new method, a model system
(MS) was made up from the chemical composition of the
deffated rice bran, with the same granulometry of others
samples and is described in Table 1.

TABLE 1
Proximate Composition (g/100 g) of Model System

Moisture 13.6 Endogenous humidity of each component

Protein 14.8 7.375 g of bovine albumin and 7.375 g of
casein

Lipid 2.8 2.7 g of soya oil

Starch 36.4 36.4 g fo commercial corn starch

Insoluble fiber 26.1
Soluble fiber 4.5

26.1 g of grounded filter paper

4.5 g of pectin powder

1.39 g of P; 1.31 g of K; 0.035 g of Ca;
0.88 g of Mg;

0.0044 g of Na; 0.10253 g of Fe; 0.05445¢g
of Mn; 0.0042 g of Cu; 0.04047 g of Zn

Ash 10.9

The quantities of each component of the ash were calculated
according to Alencar & Alvarenga (11).

METHODOLOGY

The centesimal composition of the samples were made in
triplicate and determined according to the A.0.A.C. (9)
procedures for moisture, ash, protein, lipid and raw fiber.

The method described by Asp et al. (5) was used as the
standard method. This uses arapid system of enzymatic assays
in the quantification of soluble and insoluble dietary fiber,
with some adaptations specific to our laboratory. Based on the
standard method, sucessive changes were made with respect
to the incubation time and the inclusion fo other amylolitic
enzyme in the process (Table 2).
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TABLE 2
Modifications to the enzymatic method of Asp et al. (5)

Methods Changes

2 ml of Termamyl (15 min.)
400 mg of Pepsin (60 min.)
400 mg of Pancreatin (60 min.)

Standar

The amount of enzymes were doubled
2 mil of Termamyl (15 min.)

800 mg of Pepsin (60 min.)

800 mg of Pancreatin (60 min.)

First
Modification

Amyloglucosidase was added to the system
2 ml of Termamyl (15 min.)

2 ml of Amyloglucosidase (30 min.)

800 mg of Pepsin (60 min.)

800 mg of Pancreatin (60 min.)

Second
Modification

Termamyl action time was increased
2 ml of Termamyl (30 min.)

2 ml of Amyloglucosidase (30 min.)
800 mg of Pepsin (60 min.)

800 mg of Pancreatin (60 min.)

Third
Modification

The enzymes were solubilized

2 ml of Termamy] (30 min.)

2 ml of Amyloglucosidase (30 min.)
5 ml of Pepsin (60 min.)

5 ml of Pancreatin (60 min.)

Fourth
Modification

Amyloglucosidase action time were increased
2 ml of Termamyl (30 min.)

2 ml of Amyloglucosidase (60 min.) -

5 ml of Pepsin (60 min.)

5 ml of Pancreatin (60 min.)

Fifth
Modification

The differente combinations of time, temperature, pH and
enzyme concentrations were chosen by a preliminary study of
enzymatic activity for each enzyme according A.0.A.C. (9).
The specific activity was: for Termamyl (21 pg product/
min.ug protein) and for Pancreatin (2,4 pg product/min.ug
protein). For Termamyl, the ideal incubation temperature/
time is 95°C/15 min. Thus, the utilization of incubation
temperature of 70°C was used to increase the incubation time
(30 min.) and not to cause its denaturation.

The soluble and insoluble fiber fractions in the rice and
wheat bran and model system samples were made in triplicate
and quantified according to the following procedure: First, 1
g of sample was dissolved in 25 ml of phosphate buffer
solution (0,1M- pH 6.0); 2 ml of Termamyl solution (1:10)
was added, and the mixture was incubated in a water bath
(70°C) for 30 minutes with occasional stirring; 2 ml of
Amyloglucosidase (1:10) was then added and incubated in a

water bath (60°C) for 30 minutes with constant stirring. When
cool, the pH was adjusted to 1.5 with HCl 1:1 and 5 ml of
pepsin (160 mg/ml) was added and incubating inwater bath at
40°C with stirring for 60 minutes. The pH was then adjusted
to 6.8 with NaOH, 5 ml of pancreatin was added and the
mixture incubated in water bath (40°C) with stirring for 60
minutes. The pH was adjusted to 4.5 with HCl 1:1, and the
contents allowed to sediment for 1 hour, before being filtered
in apreviously weighed sintered glass crucible (ASTM porosity
4.4 - 5.0, 50 ml Pyrex, CORNING N° 32940 GOOCH). The
precipitate was washed twice with 10 ml of distilled water,
twice with 10 ml of 95% ethanol and twice with 10 m] of
acetone. It was then dried at 105°C to constant weight and
incinerated at 550°C for at least 5 hours, and weighed again
after being cool in the desiccator, thus obtaining the value of
insoluble fiber. The filtrate was collected in a beaker and
completed to 100 ml with distilled water; 400 ml of 95%
ethanol were then added and incubated in water bath at 60°C
for one hour. The mixture was then filtered in a previously
weighed crucible, washed twice with 10ml of 78% ethanol,
twice with 10 ml of 95% ethanol and twice with 10 ml of
acetone before drying to constant weight at 105°C and finally
incinerated at 550°C for at least 5 hours and then cooled in the
desiccator to obtain the value of soluble fiber.
\

Determination of indigestible protein and starch

The bran samples were separated at the end of each
filtration, and dried in an oven (105°C) for an hour before
determining protein and starch,

The total nitrogen content was dosed according tothe
microkjeldahl method, methodology described by A.O.A.C.
(9), usingafactor of 5.95 (for cereals) for the protein calculation.
Starch was determined according to the methodology described -
by A.O.A.C. (9).

RESULTS AND DISCUSSION
The centesimal composition (moist base) of the rice and

wheat bran are in agreement with the literature as shown in
Table 3.

TABLE 3
Proximate composition (g/100 g) of rice bran (RB) and
wheat bran (WB)
Components Rice Bran Wheat Bran
Moisture 13.55+1.43 13.96 + 0.51
Ash 1092 +£0.71 492+047
Protein » 14.75 £ 0.80 13.73+£0.75
Lipid 2.68 +0.18 6.84+0.34
Starch 36.40 +0.82 40.97 £0.32
Crude Fiber 7.10+£0.17 7.08 £0.15
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To get abetter view of the proposed procedure and to have
a comparison to the original method, the main stages are
described in the following flowsheet (Fig. 1).

FIGURE 1
Simplified flowsheet of (A) original method of Asp et al.
(4) and (B) proposed method (fifth modification)

(A) (B)

Getatinization and incubation with Termamyl I

Gefatinization and incubation with Termamyl
pH 6.0, 30 min., 709C, with stirring

: ' '

l:n:uba!ion with Pepsin, pH 1.5, 60 min. l

pH 6.0, 15 min., 700C

incubation with Amyloglucosidase
pH 6.0, 60 min., 80OC, with stirring

l -

Incubation with Pancreatin, pH 6.8, 60 min.l l
incubation with Pepsin, pH 1.5, 80 min.
l 400C with constant stirring
LSepavalion of soluble and insoluble fraction ] l
Incubation with Pancreatin, pH 6.8, 60 min.
l 400C, with constant stirring

Separation of soluble and insoluble fraction l

Washing with sthano! Precipitation with l
and acetone 4 vol. ethanol
Drying_ Fitration
{insoluble fiver) Washing with ethanol Precipitation with
and acetone 4 vol ethanol

i

Washing with ethanot l l
and acetone
Drying Fitration
(Insolube fiber)
Drying
{Soluble fiber) Washing with ethanol
and acetone

||

Correction with indigestible protein and ash

Drying
(Soluble fiber)

Correction with indigestibte protein and ash

.

The results for the contents of soluble and insoluble fiber,
residual starch and protein of the rice bran, wheat bran and
model system are presented in Table 4 and 5.

It was verified that the first modificationof the method did
not affect the results for the total contents of dietary fiber of the
bran samples, which changed from 39.6 g/100 g to 38.9 g/100
g (RB)and from47.4 g/100 gto 45.1 g/100 g (WB). However,
when a new enzyme system (Amyloglucosidase) was added
(second modification), adecrease inthe content of total dietary
fiber was observed giving values of 34.8 g/100 g and 43.7 g/
100 g, results already obtained by Prosky et al. (6).

TABLE 4
Solubte and insoluble fiber (g/100 g). Original and
proposed methods
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Methods Rice Bran Wheat Bran Model System
IF: 35.43+10.36 IF: 40.01+0.05 1IF: 36.41+0.35
ASPetal (5) SF:4.16:0.07 SF:7.3510.02 SF:5.48+0.58
TF: 39.59+0.42 TF: 47.36:0.05 TF:41.89+0.85
(c.v. =1.06) (cv.=0.13) (c.v.=2.03)
IF: 31.03+0.66 IF: 38.01£0.48
First SF: 7.91+0.16 SF: 7.111+0.21 -
modification TF: 38.94+0.62 TF: 45.131£0.34
(c.v.=1.59) (c.v.=0.75)
IF: 26.62+0.08 IF: 36.68+0.08
Second SF: 8.24+0.38  SF: 7.07+0.21 -
modification TF: 34.86+0.45 TF: 43.75+0.29
(c.v. +1.29) (c.v.=0.66)
IF: 26.5440.30 IF: 36.1340.30
Third SF: 6.26+0.22 SF:5.31+0.12 -
modification TF: 32.80+0.33 TF:41.44+0.42
(c.v.=1.01) (c.v.=1.01)
IF: 26.15+£0.05 IF: 30.26+0.05
Fourth SF:. 5.57+0.34  SF: 5.6410.17 -
modification TF:31.7120.29 TF: 35.90+0.67
(c.v.=0.91) (c.v.=187)
IF: 26.14+0.09 IF: 29.84+0.41  IF: 27.07+0.30
Fifth SF: 4.52+£0.04 SF:5.1310.17 SF: 5.5240.28
modification TF: 30.66x0.05 TF: 34.97+0.05 TF: 32.5910.56
(proposed) (c.v.=0.16) (c.v.=1.43) (c.v.=1.72)

IF=Insoluble fiber; SF = Soluble fiber; TF = Total dietary fiber; c.v.
= Coefficient of variation

TABLE 5
Indigestible protein* and starch* before and after last
modification
Rice Bran Wheat Bran Model System
Methods Protein Starch Protein Starch Protein  Starch
Aspetal. (1983) 10.25 1500 9.58 1723 9.00 12.50
Fifth modification 5.93 7.30 4.58 8.11 5.21 5.99

* g/100 g of indigestible residue

Due to the fact that these samples are rich in starch, 36.4

g/100 g (RB) and 41 g/100 g (WB), the inclusion of this
enzyme in the proposed methodology contributed to the
decrease in the content of indigestible starch at the end of the
experiment, as mentioned in the literature.

To increase the efficency of the enzyme system, other
changes were made with respect to incubation time and
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enzyme concentration since proteins also contribute grealty to
the determined high values of fiber.

In the fifth modification a decrease of 51.33% ofthe starch
content was noted in RB and of 52.93% in WB. This decrease
was also verified in the model system (52.08%), which
demonstrates the adequacy of the proposed methodology.
Under these conditions, the interferences by the residual
content became more acceptable for the gravimetric
determinations.

With respect to the indigestible protein, it was verified that
the measures adopted caused a reduction of 42.15% (RB),
52.19% (WB) and 42.11% (SM) as compared to the original
method.

Itcan be considered that the remaining mass, after correction
for compounds not totally removed, such as digested protein
and starch, corresponds to the dietary fiber, as stated by
Filisetti-Cozzi (8); since it is considered that in the digestive
process allstarch, and protein are barely digested in highly rich
fiber matrices.

CONCLUSIONS

The inclusion of a new enzyme and the increase in
incubation time and concentration of each enzyme, have been
shown to be efficent in decreasing the level of interference (in
vitro indigestible starch and protein) in the quantificationof
dietary fiber.

The level of confidence of the proposed methodology was
confirmed by the use of the model system.

The values obtained for dietary fiber in the bran were
17.43 g/100 g (RB) and 22.28 g/100 g (WB).
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cutivados em folha de bananeira
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RESUMO. A qualidade da proteina de cogumelos, além de ser
especifica para a espécie/linhagem, pode variar também com o
substrato de cultivo. Esse estudo teve por objetivo determinar a
composi¢do em aminodcidos da proteina dos cogumelos comestiveis
- Pleurotus sp. «Florida» (L1), P. ostreatoroseus (L2) € P. sajor-caju
(L3), cultivados em folha de bananeira (PB) unicamente e, esta
misturada ao bagago de cana (PBBC). Foram avaliados os aminoacidos
totais, cistina e triptofano; calculou-se o escore quimicoe o PDCAAS-
“protein digestibility-correct amino acid scoring”. As espécies
estudadas apresentaram todos os aminoécidos essenciais, de ambos
substratos; os amino4cidos presentes em maiores quantidades foram,
em ordem decrescente, dcido glutdmico, 4cido aspértico, leucina e
lisina. O escore quimico da proteina de L1 foi de 90,4, com limita¢io
em sulfurados e arométicos no substrato PB e, no PBBC, o escore
quimico foi de 88,7 com limita¢io em arométicos. O escore quimico
de L2 e L3 foi igual 100, independente do substrato de cultivo. O
PDCAAS calculado, considerando-se 90% de digestibilidade reco-
mendado, variou entre 80,0 a 96%. As proteinas de L1 apresentaram-
se limitantes em sulfurados e aromdticos € com menor valor de
PDCAAS (= 80,0) nos dois substratos empregados; a proteina de L3
apresentou limitagdo em arométicos, sulfurados € triptofano
dependendo do substrato de cultivo; as proteinas de L2 apresentaram
o maior valor de PDCAAS (96%) e limitagdo em arométicos e/ou
sulfurados, dependendo do substrato de cultivo. Considerando-se as
condicdes desse estudo, a proteina das espécies estudadas € incom-
pleta porém de alto valor biol6gico, comparéveis as da carne.
Palavras-chave: Composi¢cdo em aminodcidos, cogumelos
comestiveis, Pleurotus spp., substrato, folha de bananeira.

INTRODUCAO

A produgdo de cogumelos comestiveis do género Pleurotus
passou do 6° lugar da producdo mundial em 1983-84 para o 2°
na década de 90 (1). Virias espécies deste fungo da podridao
branca da madeira sdo encontradas por todo o mundo, sendo
apreciadas particularmente na Europa e na Asia (2). Na
Europa, este cogumelo é popularmente conhecido como «oyster
mushrooms», no oriente como hiratake e, determinadas
espécies, sobcondi¢des especiais de cultivo, témsido chamadas
de shimeji. No Brasil € tambem conhecido como cogumelo
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SUMMARY. Amino acid composition evaluation of edible
mushrooms (Pleurotus spp.) cultivated on banana leaves. The
protein quality of edible mushrooms besides being species/strain
specific, could also vary with the growth substrate. The aim of this
work was to determine the amino acid composition of the protein
from edible mushrooms - Pleurotus sp. «Florida»(L1), P.
ostreatoroseus (L2) and P. sajor-caju (L3), cultivated on banana
leaves (BL) single and, mixed with sugar cane bagasse (BLSCB).
Total amino acids, cystine and tryptophan were evaluated; the
chemical score index and PDCAAS - “protein digestibility-correct
amino acid scoring” were calculated. From both substrates, the
studied species contain all essential amino acids; in decreasing order,
the amino acids in great amounts were glutamic acid, aspartic acid,
leucine and lysine. The L1 chemical score was 90.4, with limitation
insulfur and aromatic aminoacids when from BL substrate; and, from
BLSC substrate the chemical score was 88.7 with limitation in
aromatics only. The L2 and L3 was 100,0, independent of cultivation
substrate. The calculated PDCAAS value, considering 90% of
recommended digestibility, varied between 80.0 - 96%. The L1
proteins were limiting in sulfur and aromatic amino acids and had the
lowest value of PDCAAS (= 80,0) in both substrates; the L3 proteins
were limiting in aromatic, sulfur and tryptophan, dependent of
cultivation substrate; the L2 proteins had the greatest value of
PDCAAS (=96%) and were limiting in aromatic and/or sulfur amino
acids, dependent of cultivation substrate. Considering the conditions
of this study, the protein of the studied species is incomplete,
although of high biological value, comparable to meet.

Key words: amino acid composition, edible mushrooms, Pleurotus
spp., substrate, banana leaves.

gigante ou caetetuba (3).

Na tltima década dado ao aumento de sua popularidade
passou a ser mais extensivamente cultivado naqueles conti-
nentes em pafses tais como Itdlia, Alemanha, Holanda, Bélgi-
ca, China, Japdo, Taiwan, India, Singapura, Taildndia e, seu
cultivo alcangou paises tais como a Nigéria, México, Canada
¢ Estados Unidos (2).

NoBrasil, umaprodugao incipiente de Pleurotus spp. deu-
se nadécadade 70 porém, em meados dadécadade 80 também
verificou-se um aumento da sua producdo decorrente de
trabalho de divulgacéo desse cogumelo comestivel aliado ao
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fato do aumento no consumo de cogumelos em geral, e da
necessidade de importagdo desses pela América do Sul (3).

Embora, mundialmente, cogumelos comestiveis do género
Agaricus sejam os mais cultivados (2,3), o grande interesse
nas espécies de Pleurotus estdrelacionado com as facilidades
de cultivo desse cogumelo quando comparadas ao primeiro.
Entre elas citam-se a existéncia de espécies que crescem bem
em dreas tropicais e subtropicais o que resulta em menor
dispéndio de energia; apresentam uma produtividade maior e
de menor custo e, crescem numa grande variedade de residuos
agricolas e industriais gragas a produgdo de enzimas
lignoceluloliticas (4). No Brasil, Pleurotus spp. t€m sido
cultivado com sucessoem bagacode cana(3)e novos substratos
agroindustriais vém sendo avaliados (5).

Quanto a seu valor nutricional, equipara-se ao de outros
cogumelos, sendo mais ricos em vitaminas hidrossoltveis que
a maioria dos vegetais bem como em proteinas de melhor
qualidade (6). Pleurotus spp. tém baixo teor de gordura,
nenhum colesterol, ndo contém amido, sio boas fontes de
vitaminas do complexo B principalmente niacina, riboflavina
e dcido f6lico, sdo ricos em minerais especialmente potassio e
ferro e, tém baixo teor de sédio (4). Consequentemente, sdo
considerados um alimento ideal para diabéticos e outras dietas
especiais (4,6).

De um modo geral, embora a proteina de cogumelos
possua os nove aminodcidos essenciais, sendo especialmente
rica em lisina e leucina, € classificada como incompleta
porque, no caso de Pleurotus spp., tem baixo teor de
aminodcidos sulfurados e arométicos quando comparada com
a proteina do 6vo(4). Todavia, a qualidade da proteina de

cogumelos, além de ser especifica para espécie sendo especi-

fica para a linhagem, € determinada também pelo substrato de
cultivo dada a influéncia que esses fatores exercem no teor da
proteina e na sua composi¢do em aminodcidos (4,7). Assim
sendo, alguns cogumelos sdo considerados de alto valor
nutritivo com escores protéicos préximos ao do leite (6,7)
podendo sua utiliza¢io ser recomendada como fonte de protei-
na desde que suplementada ou complementada (8).

Portanto, com o aumento do interesse na producgio e
consumo de Pleurotus spp., da posssibilidade de produzir-se
proteina de qualidade com menor dispéndio de terras e maior
efici€ncica biolégica do que protefnas de fontes animais com
o emprego de residuos agroindustrais, o objetivo deste estudo
foi determinar a composi¢@o em aminodcidos de trés espécies
de Pleurotus cultivadas em palha de folha de bananeira e esta
misturada ao bagago de cana.

MATERIAL E METODO

Culturas: as espécies estudadas foram Pleurotus sp.
«Florida» (001), P. ostreatoroseus (016) e P. sajor-caju (020),
fornecidas pela Segdo de Micologia do Instituto de Botanica
de Sdo Paulo. No trabalho estfio identificadas como L1,1L.2 e
L3, respectivamente, de acordo com Sturion & Oetterer (9).

Cultivo: amanutengio das culturas e produgdo domicélio
bem como preparo dos substratos e condi¢des de cultivo estao
descritos em Sturion & Oetterer (9). Os substratos empregados
foram palha de folha de bananeira (PB) e, PB misturada ao
bagaco de cana (PBBC, 50:50 em peso seco), previamente
picados, reumedecidos (maceragio 12 horas) e pasteurizados
em vapor fluente a 80-90°C/1 hora. Ap6s resfriamento os
substratos foram colocados em sacos de polietileno e inocula-
dos; acorrida do micélio fez-se em ambiente com temperatura
controlada (24-25°C) naausénciade luz e ocorreu por comple-
to em 30-40 dias; no periodo de frutificagdo aumidade relativa
e atemperatura foram controladas,85-90% e 28-30°C, respec-
tivamente, assim como a luminosidade com um fotoperiodo
de 12 horas.

Colheita e preparo das amostras de cogumelos para
anilises quimicas: estabeleceu-se o limite de 100 dias de
cultivo (incluso o tempo para corridado micélio), procedendo-
se a colheita de todos os fluxos no perfodo de frutificagdo. Os
corpos de frutificagdo (incluindo a estipe) cothidos, apds 3 a
5 dias da saida dos primérdios, foram pesados em balanga
eletrbnica, secos em estufa de circulagdo de ar forcado a
temperatura de 55°+5°C por 24 horas, pesados novamente,
moidos em moinho de facas, embalados em sacos de polietileno
¢ armazenados, em vidros hermeticamente fechados, sob
refrigeracdo a 532°C (9,10). As determinacgdes do nitrogénio
e composi¢io centesimal destas amostras de cogumelos foram
executadas por Sturion & Oetterer (10). Estas mesmas amostras
foram cedidas e avaliadas na sia composi¢do aminoacidica.

Analises

a. Determinacao de aminoacidos totais (exceto cistina e
triptofano), executada da seguinte forma, de acordo com
Moore & Stein (11): O preparo da amostra foi feito a
partir do material (cogumelo) seco e a hidrélise 4cida foi
executada com HCI 6 N em ampolas seladas a vacuo,
durante 22 horas a 110°C. O HCI foi removido em
dessecador contendo pastilhas de NaOH. Apés secagem,
a amostra foi suspensa em tampao citrato, conveniente-
mente diluida e filtrada por membrana de 0,22 pm. A
amostra preparada dessa forma foi avaliada paraiodos os
aminodacidos proteicos, exceto cistina e triptofano que
sdo totalmente destruidos durante a hidrélise. A andlise
da amostra foi feita em autoanalisador de aminoécidos
(cromatografia de troca idnica, marca Beckman, modelo
7300), segundo instrugdo do fabricante para andlise do
hidrolisado proteico. A identificagfio e quantifica¢do de
cada aminodcido foi feita por comparagéo dos tempos de
retengao e integracdo da drea debaixo de cada pico, em
integrador Hewlett Packard 3398A, com dreas obtidas a
partir de uma mistura padrdo de aminoécidos.

b. Determinacio da cistina: foi determinada de acordo
com a seguinte metodologia visando a preservagio desse
aminodcido: de cada amostra foram pesadas o equivalen-
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te a 25 mg as quais foram hidrolisadas, A vicuo, com 10
mlde HC16,0N, a temperatura de 140°C por 4 horas. As
amostras foram recuperadas em diluente pH 2,2 (marca
Pickering). Aliquotas de 25 ml foram injetadas no
analisador Dionex DX 300 para separagido dos
aminodcidos em coluna de troca idnica e reagdo pés-
coluna com ninidrina, usando-se como referéncia solugio
padrao de amino4cidos Pierce, segundo Spackman, Stein
¢ Moore citados por Sales (12).

¢. Triptofano: ap6s hidrélise enzimdtica da proteina de
cogumelocom pronase, o triptofano presente foi determi-
nado por colorimetria segundo metodologia descrita por
Spies (13).

Escore quimico

O escore quimico da proteina ou escore protéico (mg do
aminodcido essencial em 1 g da proteina em estudo/mg do
mesmo aminoédcido em 1 g da protefna padrdo X 100) foi
calculado para os 9 aminoécidos essenciais empregando-se o
padrio de necessidades de aminoacidos essenciais da crianca
pré-escolar estabelecido pela FAO/WHO/UNU (1985)(14).

O escore quimico da protefna é obtido considerando-se os
valores acima de 100 igual a 100; valores abaixo de 100 sdo
mantidos e o menor valor encontrado determina o aminoécido
mais limitante, o qual oferece uma estimativa do valor biol6-
gico ou nutritivo da proteina em estudo em relagéo 2 proteina
de referéncia empregada (15).

Nesse estudo o escore quimico obtido estd apresentado
sem a corregdo para os aminodcidos que obtiveram valores
acima de 100 pois, para o calculo do PDCAAS recomenda-se
o emprego do escore quimico ndo-corrigido (16).

PDCAAS

A FAO/WHO (17) recomenda o emprego do indice
PDCAAS (“Protein Digestibility - Corrected Amino Acid
Scoring”’) como método de rotina mais desejdvel na avaliagdo
da qualidade de proteinas de produtos vegetais (e outros
produtos alimenticios). O PDCAAS ¢ obtido corrigindo-se o
escore quimico pela digestibilidade verdadeira da proteina.
Proteinas com PDCAAS igual a 1,0 ou 100 sdo de alta
qualidade e completas, atendendo as necessidades humanas
em aminodcidos. Proteinas com PDCAAS menor que 1,0 ou
100 sdo consideradas de menor qualidade ou por apresentarem
perfil de aminodcidos essenciais menor que as necessidades
do grupo de criangas de 2-5 anos e/ou existirem menores taxas
de digestibilidade (16).

Ocilculodo PDCAAS obedece os seguintes procedimentos
(16):
1° Anadlise da composigdo aproximada de nitrogénio;
2° Calculodoteorde proteina (N x 6,25 ou fator de conversio

especifico);

* FAO/WHO (1985).

3° Andlise de aminodcidos essenciais;

4° Determinagdo do escore quimico (ndo-corrigido)- EQfic:
EQfic = mg do aminoécido essencial em 1 g da proteina/
mg do aminodcido essencial em 1 g de proteina de
referéncia*

5° Andlise da digestibilidade verdadeira;

6° Cilculo do PDCAAS:

PDCAS = escore quimico menor ndo-corrigido X

digestibilidade verdadeira da proteina.

A digestibilidade verdadeira de um alimento deve ser
determinada por ensaios com animais (17). No entanto, a
FAO/WHO (17) permite a utilizagdo de dados publicados de
digestibilidade verdadeira para estimar-se o0 PDCAAS de
alimentos definidos e quando os propésitos relacionam-se a
rotulagem de valores nutricionais dos alimentos em questao
(16, 17).

De acordo com alista de alimentos publicada por Shapiro
(18), onde sdo dados os valores aceitdveis de digestibilidade
verdadeira para propdsitos de rotulagem, a digestibilidade
verdadeira para cogumelos € de 90%; valor adotado para o
cdlculo do PDCAAS neste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de nitrogénio para as espécies de Pleurotus
cultivadas em palha de folha de bananeira (PB) ¢ em PB mais
bagaco de cana (PBBC), foram determinados por Sturion &
Qetterer (10) pelo método Kjeldahl. A seguir, na Tabela I,
estdo compilados os valores de N e o teor protéico encontrado
por aqueles pesquisadores que empregaram o fatorde conversdo
N x 4,38 (4,6,7,19).

TABELA 1
Teor de nitrogénio e proteina bruta das especies de
Pleurotus estudadas (L1, L2, L3)2, conforme substrato de
cultivo (PB, PBBC)b

PB PBBC
Constituintes L1 L2 L3 L1 L2 L3

Nitrogénio 55 44 4,4 40 40 4,4
Proteina 241 193 19,1 174 174 194
(Nx4,38)

a L1=P. “Florida” sp; L2= P. ostreatoroseus; 1.3= P. sajor caju
b PB = patha de folha de bananeira; PBBC = PB + bagaco de cana
(BC)

Fonte: Sturion & Oetterer (10).

Os teores de proteina bruta encontrados por Sturion &
Oetterer (10) nas amostras de Pleurotus estudadas variaram de
17,4 a24,1.

Os teores de protefna bruta de cogumelos em geral podem
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variar de 8,9 a 38,7%, em base seca (4), e segundo Lau (20) de
15,0 2 50,0. Em média 19,8% ¢ o esperado, empregando-se 0
fator de conversdo N x 4,38 (6).

O emprego do fator de conversdo N x 4,38 que vem sendo
recomendado (4,6,7,21) representa 70% do valorN x 6,25 que
superestima o teor de protefnas de cogumelos em geral devido
aalta concentrag#o de nitrogénio ndo-protéico, principalmen-
te daquitina (4,6,7,22) além de outros compostos nitrogenados
tais como uréia e nucleotideos, entre outros(23,24). A redugéo
para 70% é uma média estimada da proteina bruta digerivel
para o teor de nitrogénio protéico presente em cogumelos
(4,7,23), principalmente quando o nitrogénio foi determinado
pelo método Kjeldahl, que quantifica o nitrogénio total (23).
Essa redugio, no entanto, ndo invalida a premissa de que os
cogumelos t€m teor de proteina maior que muitos vegetais
(23).

De acordo com FAO/WHO/UNU (14) o fator de conversdo
N x 6,25 é um fator apropriado quando se pretende relacionar
a ingesta protéica com as necessidades recomendadas pois
este é o fator empregado na determinacdo dos padrdes de
necessidades protéicas.

No entanto, quando se pretende fazer uma com;‘)aragéo
precisadacomposi¢fio em aminodcidos dos alimentos, aFAO/
WHO/UNU (14) recomenda a utilizagdo de fatores de
conversio especificos de nitrogénio que foram determinados
para alguns alimentos.

Na Tabela 2 encontram-se os dados obtidos dos
aminodcidos detectados e quantificados nas espécies de
Pleurotus estudadas relacionados aos seus respectivos
substratos de cultivo. As espécies de Pleurotus estudadas
possuem todos os aminodcidos essenciais bem como
aminodcidos n3o essenciais € compostos nitrogenados, tal
como a amdnia, detectada pelo método empregado. Os teores
de amdnia encontrados foram: 3,13; 3,20; 2,65; 2,90; 3,05; ¢
2,97 paraPBL1,PBL2,PBL3,PBBCL1,PBBCL2e PBBCL3,
respectivamente.

Os valores para aminoécidos totais recuperados para as
espécies de Pleurotus estudadas estiveram entre 100,00 a
115,16%. De acordo com Lanfer Marquez (25) recomenda-se
que a recuperacdo de aminodcidos totais esteja entre 85 a
105%, desde que a amostra contenha um teor de nitrogénio
ndo protéico desprezivel. Esse ndo é o caso dos cogumelos
como ja discutido anteriormente. Segundo Lanfer Marquez
(25) valores diferentes dessas porcentagens podem resultar do
emprego de um fator de conversdo néo apropriado-para sua
proteina, super ou subestimando o valor da mesma.

Desta forma o teor de proteina das amostras de Pleurotus
estudadas, que apresentaram valores de aminodcidos recupe-
rados acima de 105%, podem estar sendo subestimados.
Embora o fator de conversdo N x 4,38 para cdlculo protéico
seja recomendado, segundo Danell & Eaker (23) o valor“de
conversdo do nitrogénio paracdlculo da proteinade cogumelos
pode ser diferente entre as espécies devido a variagdo no teor
de quitina, amdnia e outros compostos nitrogenados nfo-

protéicos, fato esse investigado e confirmado por Fujihara et
al. (26) que encontrou um valor médio para o fator de conversdo
de 3,99£0,76, apds estudo com vdrios cogumelos comestiveis,
inclusive Pleurotus ostreatus. Tshinyangu & Hennebert (28)
propde o valor de conversdo 6,58 considerando-se apenas o
nitrogénio protéico (N total-N da chitina, este dltimo da ordem
de 0,34% em peso seco).

TABELA 2
Composigfo em aminodcidos das espécies de Pleurotus
estudadas (L1, L2, L3)3,conforme substrato de cultivo
(PB,PBBC)b

Aminoécidos®
(g/100 gde
proteina,em p.s.) L1 L2 L3

PB PBBC PB PBBC PB PBBC

Leucina 7,93 824 8,74 850 830 946
Isoleucina 3,84 399 4,31 432 423 464
Valina 5,25 5,41 580 6,21 557 5,56
Triptofano 1,39 1,62 1,50 1,58 1,56 1,13
Lisina 1,55 7,53 8,69 9,03 742 7,83
Treonina 5,46 5,63 6,33 6,22 5,84 5,53
Fenilalanina 4,20 4,07 476 4,71 4,66 5,09
Tirosina 2,00 1,52 2,01 2,12 2,03 2,90
Metionina 1,98 2,09 2,20 2,10 2,08 2,23
Cistina 0,28 046 0,64 0,59 0,47 0,51
Histidina 2,69 2,57 2,83 2,86 2,57 2,82
Total de

aminoécidos

essencialesd 4257 43,13 47,20 48,24 44,73 47,50
Acido

aspértico 10,38 10,93 11,81 12,26 12,18 11,82
Serina 5,23 5,47 5,99 5,99 537 5,38
Acido

glutdmico 19,36 18,56 22,58 21,44 19,66 21,66
Prolina 4,54 4,51 484 466 483 4,71
Glicina 4,85 4,97 5,56 5,67 533 542
Alanina 6,10 6,50 754 1793 6,73 7,23
Arginina 6,97 57T 9,64 696 739 724
Total de

aminodcidos® 100,00 99,84 115,16 113,15 106,22 110,96

4 L1=P.“Florida” sp; L2= P. ostreatoroseus; .3= P. sgjor caju

b PB=palha de folha de bananeira; PBBC=PB+bagaco de cana
(BC)

€ Média (de trés repeticdes)

Média e desvio padrdo= 45,663%2,509

€ Média e desvio padrio= 107,55%6,62; coeficiente de
variagio=7,86%

o,

Paratodas as espécies estudadas, independente do substrato
de origém, os aminodcidos presentes em maior quantidade,
em ordem decrescente, foram o dcido glutimico, o 4cido
aspdrtico, aleucinaealisina. O total de aminoécidos essenciais
encontrado estd de acordo com os limites percentuais espera-
dos, ao redor de 40%. Dos aminoécidos essenciais presentes
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em menores quantidades citam-se a cistina e o triptofano,
scguidos da metionina e histidina. Esses resultados estdo de
acordo com observado por outros pesquisadores (4,19,27,29-
3.

Os cogumelos comestiveis possuem todos 0s amino4cidos
essenciais (7,8) bem como néo essenciais e amidas que ocorrem
comumente (7). Do conteido total de aminodacidos, 25-40%
representam aminodcidos essenciais, podendo variar dentro
de um intervalo de 10-50%. Do total de aminoécidos, aproxi-
madamente 25-35% ocorrem como aminodcidos livres, o
restante estando combinado na protefna (7).

Segundo Chang (6,8) a proteina de cogumelos, em geral,
é especialmente rica em lisina e leucina (6,8,31) que faltam na
maioria dos cereais bédsicos da alimentagdo humana. Entre
outros aminoécidos detectados nas diferentes espécies de
Pleurotus em altas concentragdes citam-se a treonina, valina,
leucina, fenilalanina e lisina (29,31) bem como a isoleucina
(27,32). Dos aminodcidos totais os ndo-essenciais, 4cido
glutdmico e o aspdrtico, aparecem em maiores quantidades
(19,29,30).

Entre os aminoécidos presentes em menores quantidades
citam-se ametioninae fenilalanina (27), acistinae ametionina
(19,27,29,30).

Noentanto, de acordo com Crisan & Sands (7) e Kurtzman
(24) acomparagio entre os resultados da composi¢do quimica,
especialmente teor de proteina e contetddo aminoacidico,
obtidos por diferentes pesquisadores, é dificil de ser avaliado,
mesmo emrelagdo aumamesmaespécie, pois esta composicio
€ afetada por intimeras varidveis. Entre estas incluem-se as
diferencas bésicas entre linhagens, a composigio do substrato
de crescimento e o método de andlise. Além disso os dados em
tabelas de composigiio de alimentos sfo frequentemente
apresentados em diferentes unidades de medida com base na
alta variac@o de peso fresco ou peso seco, dificultando ainda
a comparagdo dos mesmos (7).

Importante mencionar é que alguns trabalhos ndo
especificam as condi¢des e os substratos de crescimento, os
métodos de andlise empregados na avaliagdo da composigio
em aminodcidos e, na apresentagdo dos resultados ndo
especificam o total de amino4cidos recuperados.

Na Tabela 3 estdo compilados os dados obtidos por outros
pesquisadores que exemplificamestas variagdes nacomposigio
aminoacidica nas diferentes espécies de cogumelos comestiveis
do género Pleurotus, bem como ilustram as possiveis
generalizagdes em relagdo aos aminodcidos presentes em
maiores e menores quantidades acimamencionados. Norodapé
estdo compiladas informag&es quanto ao método de andlise,
substrato ¢ método de cultivo, quando mencionados nos
trabalhos de origem.

TABELA 3
Comparagdo da composi¢@o em aminodcidos de vérias
espécies/linhagens de Pleurotus

Aminodcidos Pleurotus P. P.sp. P. P.
(g/100 g de florida ostreatus cfr. ostreatus sajor-caju
proteina,em p.s.) cfr. “Florida” “Florida”

@ (b () (@) e () (g
Leucina 527 7,50 5,07 7,74 68 70 947
Isoleucina 3,66 5,20 2,74 4,89 42 44 5380
Valina 4,85 6,90 4,44 5,95 55 53 691
Triptofano 0,83 1,10 n.d. n.d. 1,3 1,2 nd
Lisina 6,97 9,90 4,03 6,82 45 57 851
Treonina 431 6,40 3,49 525 46 55 6,60
Fenilalanina 2,48 3,50 2,99 4,72 37 50 58
Tirosina 1,89 2,70 2,49 3,89 30 63 4,65
Metionina 2,15 3,00 1,91 5,51 1,5 1,8 458
Cistina 020 0,20 1,16 n.d. 04 1,2 nd
Histidina 196 2,80 6,23 n.d. 1,7 22 nd
Total de
aminodcidos
essenciales 34,57 46,60 34,55 44,77 37,2 456 54,52
Acido
aspartico nd. nd 7,36 n.d. nd. nd nd
Serina nd. nd 3,99 n.d. nd. nd nd
Acido
glutdmico nd. nd 9,03 n.d. nd. nd nd
Prolina nd. nd 2,49 nd. nd. nd. nd
Glicina nd. nd 3,74 n.d. nd. nd nd
Alanina nd. nd 5,32 nd. nd.  nd nd
Arginina 224 320 5,03 nd. 53 62 nd

n.d. = ndo determinado

(a): Banoetal. (27):(a)-substrato nio citado; anélise quantitativade aminoécidos
= Ensaio microbiolégico de acordo com Barton-Wright, 1952; (g)-substrato
=palhadetrigo; andlise quantitativa de aminoécidos= Ensaio microbiolégico
de acordo com Barton-Wright, 1952).

(b,e,f): Bano & Rarathnam (4)

(c)Adaptado de Hadar & Cohen-Arazi (19)-substrato = palha de algodio:
andlise quantitativa de aminodcidos= apds hidrélise dcida em HCI 6N,
determinagio em analisador automdtico de aminoécidos, LC700.

(d,g) Adaptado de Pei-Ji & Jian-Jun (31)-substrato = casca de carogo de
algodio; andlise de aminoacidos = ndo citado.

O efeito dacomposigdodo substrato € significativo no teor
de proteina dos corpos de frutificagdo de Pleurotus. Bano et
al. e Rajarathnam et al., citados por Bano & Rajarathnam (4),
observaram que os corpos de frutificagdo de Pleurotus
flabellatus, crescidos em pé de semente de algodio e torta de
amendoim, torta de gergilim e micélio, apresentaram um
aumento no teor de proteina quando comparados dqueles
produzidos somente em palha de arroz. Quando suplementa-
dos com p6 de semente de algoddo o aumento no teor protéico
foi duplicado. Resultados similares foram também observa-
dos em Pleurotus sajor-caju. Zadrazil (33) obteve um aumen-
to no teor de proteina dos corpos de frutificagio de P. sajor-
cajuquando o substrato foi suplementado com alfafa e torta de
soja. Essa diferenga no teor protéico de P. sp. “Florida” foi
constatada em relagfio ao substrato de cultivo por Sturion &
OQetterer (10) quando o teor protéico foi maior em PB (24,1%)
em relagdo a PBBC (17,4%).
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As variagdes na composi¢@o protéica com a variagdo do
substratos tém sido observadas em cogumelos comestiveis
cultivados, em geral. De acordo com Crisan & Sands (7), a
composigdo do substrato de crescimento pode também ter um
efeito significativo na composi¢do de aminodcidos do
cogumelo, sem alterar o teor de protefna aparente. Maggioni
et al., citado por Crisan & Sands (7), observaram que cogumelos
cultivados em compostos suplementados com uréia mais
sulfato de amdnio exibiram um conteddo de aminoécidos
menor, com limitada produgéo de prolina e arginina, enquanto
houve aumento na produgdo de metionina, 4cido aspdrtico,
valinae alaninaquando comparados com cogumelos crescidos
apenas com suplementacio de sulfato de amonio. Essas
mudangas na composi¢do tornam-se menos pronunciadas no
decorrer de colheitas sucessivas.

As caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de cogumelos
introduzem uma variagdo adicional nos dados. A natureza
genética de uma dada linhagem ligada ao metabolismo
tipicamente heterotr6fico determina como csta utiliza os
nutrientes de um determinado substrato e quais efeitos, se
algum, o substrato tem sobre a composig¢io. Desde que os
cogumelos $30 organismos vivos, € assim permancem até o
preparo para COnsumo, sua composi¢do quimica estd num
estado continuo de fluxo durante o crescimento e depois da
colheita. Mudangas significativas na composi¢io podem
ocorrer com a idade ou um estdgio particular de
desenvolvimento e, sob vdrias condi¢des de armazenamento
ap6s a colheita. Todas as outras condi¢des sendo iguais,
diferentes por¢des de um tinico esporéforo conterd proporcio-
nalmente diferentes quantidades de um dado componente
nutricional (7).

Diferengas entre os métodos de andlise determinam outra
fonte de erros na comparagio dos resultados da composi¢do
em aminodcidos (24,34). Segundo Sarwar & McDonough
(34) variagBes inter e intralaboratoriais na andlise de
aminodcidos em alimentos, determinados por cromatografia
de troca idnica de amostras hidrosalisadas em HCI 6N, nor-
malmente estdo ao redor de 10 e 3%, respectivamente.
Varia¢des interlaboratoriais para otriptofano (acimade 24%),
cistina (acima de 18%) e metionina (acima de 16%) sdo
consideradas altas. Avalia-se que essas variagdes
interlaboratoriais sdo produzidas mais no preparo dos
hidrolisados do que durante as medidas cromatogréficas ou
analfticas (34,35). Entre os exemplos dessa natureza estio o
caso dos aminodcidos sulfurados e do triptofano onde reco-
menda-se que as amostras sejam preparadas em é&cido
perférmico e NaOH 4,2 N, respectivamente, antes da hidr6lise
dcida para evitar-se a total destrui¢do dos mesmos (20,24,25).

Na Tabela 3, observa-se que na maioria dos trabalhos em
que acistina, metionina e triptofano foram determinados, ndo
foram considerados os métodos recomendados ou estes néo
sdo citados nos trabalhos de origem. Ainda muitas das pesqui-
sas referentes a andlise daqueles aminodcidos apresentam
resultados ap6s a hidrélise 4cida (19,29,30).
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Emboraa pré-oxidagdo dos aminodcidos sulfurados garanta
uma melhor recuperagdo destes, a hidrélise dcida empregada
também no presente estudo é considerada uma metologia
cldssica na andlise de aminoacidos de acordo com Lanfer
Marquez (25). Esse método converte sulféxido de metionina
em metionina reduzida, podendo esta ser parcialmente
destruida; também a estabilidade da cisteina/cistina, em maior
proporgio que a metionina, € afetada, porém, a destrui¢do dos
sulfurados pode ser parcial dependendo da matriz da amostra
(25,35).

Nesse estudo o teor de aminodcidos sulfurados esteve ao
redor de 1,98 a 2,23 para metionina e 0,28 a 0,64 para cistina
(Tabela 2). Observando-se os valores encontrados por outros
pesquisadores (Tabela 3) para metionina, verifica-se que os
teores encontrados estdo dentro dos limites esperados, exceto
paraos valores obtidos por Pei-Ji & Jian-Jun (3 | Y para Pleurotus
sp. “Florida” e P. sajor-caju, de 5,51 e 4,58, respectivamente.
Embora esses pesquisadores ndo tenham citado o método de
andlise empregado na determinagdo de aminoacidos, sabe-se
que a hidrélise dcida tende a subestimd-los, o que pode ter
ocasionado as diferengas observadas entre os valores
frequentemente esperados para a metionina. Essa justificati-
va, no entanto, ndo pode explicar os altos teores (1,16 e 1,2) de
cistina encontrados por Hadar & Cohen-Arazi ¢ Bano &
Rajarathnam (4), quando comparados com os nossos resulta-
dos, uma vez que a metodologia citada pelo primeiro foi a
hidrolise 4cida.

Com base no contetido de aminodcidos essenciais da
protefna de cogumelos, o escore quimico tem sido empregado
para determinar ou predizer o valor nutricional dos mesmos
dado a auséncia de extensos ensaios bioldgicos (7,32). A
limitagdo em determinados aminodcidos, no entanto, vai de-
pender da proteina padrdo adotada como referéncia para o
cdlculo do escore quimico além das variagdes acima citadas na
determinagdo de amino4cidos.

Crisan & Sands (7), avaliando dados disponiveis da
composi¢io em aminodcidos de vdrias espécies de cogumelos
comestivels, concluiram que estes sdo limitantes em pelo
menos um aminodcido sendo que muitos sio limitantes em 5
até 7 aminodcidos. A metade dos cogumelos avaliados
indicaram limitagdes em somente um ou dois aminoécidos.
Em ordem decrescente, os cogumelos analisados foram
limitantes em aminoécidos sulfurados, leucina, isoleucina e
valina, lisina e aminofcidos arométicos, incluindo algumas
espécies de Pleurotus. A proteina de referéncia adotada por
aqueles pesquisadores refere-se & recomendada pela FAO
(1973).

Segundo Bano & Rajarathnam (4), quando o escore quimi-
co ¢ calculado empregando-se a proteina do 6vo como
referéncia, os aminodcidos sulfurados tornaram-se os primeiros
limitantes em todas as espécies de Pleurotus e 0s aromaticos
aparecem em segundo para algumas espécies. Em outras
espécies a isoleucina passa a ser o segundo aminodcido
limitante e o triptofano o tercciro.
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AFAO/WHO/UNU (1985) (14) sugere que se adote como
padrdo de referéncia para o cédlculo do escore quimico o
padrdo de aminodcidos essenciais recomendado paraacrianga
pré-escolar, sendo aplicado a criangas ¢ adultos (incluindo
uma margem de seguranca). Essa recomendacdo originou-se
ap6s comprovagdo de que a proteina do vo integral bem como
os padrdes anteriormente adotados pela FAO/WHO sugeriam
valores para os aminodcidos sulfurados (metionina e cistina)
significativamente maiores que as necessidades de aminodcidos
paracriangas (21-27 meses). Desta forma tendiam a substimar
o valor bioldgico de grande ndmero de proteinas, particular-
mente as que sio limitantes em aminodcidos sulfurados (17),
como € o caso do cogumelo.

Sendo assim, no presente estudo considerou-se para os
célculos do escore quimico o indice da FAO/WHO/UNU
(1985)(14). Nas tabelas 4 e 5 estdo apresentados os aminodcidos
essenciais e escore quimico nfo corrigido das espécies de
Pleurotus estudadas.

TABELA 4
Aminodcidos essenciais, escore quimico nio corrigido
e escore protéico das espécies de Pleurotus estudadas
(L1, 12, L3)3, cultivadas em palha de folha de bananeira

(PB)

Aminoécidos FAO/  Escore quimico
essenciais LI L2 L3 WHO/ nio corrigido?
(8/100g de UNU/
proteina, 1985¢
emp.s.)

L1 L2 L3
Leucina 793 8,74 8,30 6,60 1202 130,9 1258
Isoleucina 384 431 423 28 137,1 1539 1511
Valina 525 580 557 3,50 1500 165,7 159,1
Triptofano 1,39 1,50 1,56 1,10 1264 1364 141,8
Lisina 7,55 8,69 742 580 1302 1498 1279
Treonina 5,46 6,33 584 340 1606 1862 171,8
Fenil.+Tiros. 6,20 6,77 6,69 6,30 98,4(l 107,5 106,2
Metion.+Cist. 2,26 2,84 2,55 250 9044 113,6 1020
Histidina 2,69 2,83 257 1,90 141,6 1489 1353
Escore
proteico 90,4 100,0 100,0

2 Ll=Pleurotus sp. «Florida» ;L2=P. ostreatoroseus;1.3=P. sajor-
caju
FAO/WHO/UNU (14)

¢ Escore quimico= (mg do aminoédcido essencial em | g de
proteina/ mg do mesmo aminoicido em 1 g da protefna de
referéncia)x 100

d  Amino4cidos limitantes

Dos dados obtidos nas Tabelas 4 ¢ 5 algumas consideragdes
podem ser feitas. Os valores para o escore quimico entre 88,7
a 100,0 sdo obviamente maiores que aqueles encontrados por
outros pesquisadores (40,0 a 71,8) para proteina de cogumelos

do género Pleurotus, uma vez que as proteinas de referéncia
empregadas por estes foram aquelas anteriores a FAO/WHO/
UNU (1985) (14) as quais superestimavam, como ja discutido
acima, a necessidade em aminodcidos, especialmente os
sulfurados.

TABELA 5
Aminodcidos essenciais, escore quimico ndo corrigido e
escore protéico das espécies de Pleurotus estudadas
(L1, L2, L3)3 cultivadas em palha de folha de bananeira
misturada ao bagago de cana (PBBC)

Amino4cidos FAO/ Escore quimico
essenciais L1 L2 L3 WHO/  nio corrigidob
(g/100g de UNU/

proteina, 1985¢

emp.s.)

L1 L2 L3

Leucina 8,24 8,50 9,46 6,60 124,8 1287 1433
Isoleucina 3,99 4,32 4,64 280 1425 1543 1657
Valina 541 6,21 556 3,50 154,6 1774 1588
Triptofano 1,62 1,58 1,13 1,10 147,3 1436 102,7
Lisina 753 9,03 783 580 129,8 1557 1350
Treonina 5,63 6,22 553 340 1656 1829 1626
Fenil.+Tiros. 5,59 6,83 7,79 6,30 88,7d 108,4 123,6
Metion.+Cist. 2,55 2,69 2,74 2,50 102.0 107.6 109.,6
Histidina 2,57 2,8 282 190 1352 150,5 1484
Escore

proteico 88,7 100,0 100,0
a

L1=Pleurotus sp. «Florida»; L2=P, ostreatoroseus; L3=P. sajor-
caju

b FAO/WHO/UNU, 1985 (14)

¢ Escore quimico= (mg do amino4cido essencial em 1 g de
proteina/ mg do mesmo aminodcido em 1 g da protefna de
referéncia)x100

Aminoécidos limitantes

Istotambémexplicao fato dasespéciesde Pleurotusestudadas
neste trabalho nio apresentarem limitagdo em aminodcidos
essenciais, exceto a espécie P. sp “Florida” que foi limitante em
sulfurados e/ou aromaticos, dependendo do substrato de cultivo.
Considerando-se, portanto, somente 0 escore protéico poder-se-
1a concluir que as espécies de P. sajor-caju € P. ostreatoroseus
apresentam uma proteina completa.

No entanto, o escore quimico & apenas uma medida sim-
ples de avaliacdo da qualidade de uma protefna porque nao
leva em consideragio a disponibilidade biolégica dos
aminoécidos, a digestibilidade da proteina ou a habilidade da
mesma em manter a sintese celular (15).

AFAO/WHO (1989)(17) recomenda o emprego do indice
PDCAAS como método de rotina desejdvel na avaliagdo da
qualidade de protefnas de produtos vegetais (e outros produtos
alimenticios) que corrige oescore quimico peladigestibilidade
verdadeira da proteina.
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Embora, neste estudo a digestibilidade verdadeira da pro-
tefna das esécies de Pleurotus estudadas ndo tenha sido
determinado, o célculo do PDCAAS foi realizado (Tabelas 6
¢ 7). Esse célculo considerou o valor de 90% de digestibilidade
verdadeira da proteina de cogumelos, utilizada para propési-
tos de rotulagem segundo Shapiro (18), e em acordo com as
recomendagdes dadas quando ndo se dispde do valor da
digestibilidade verdadeira avaliado para o alimento em espe-
cifico (26).

TABELA 6
Cilculo do PDCAAS para a proteina das espécies de
Pleurotus estudadas (L1, L2, L3)3, cultivadas em palha de
folha de bananeira (PB)

L1 12 L3

Aminodcidos Escore  PDCAASD Escore PDCAAS Escore PDCAAS

essenciais  quimico quimico qufmico

nao nao nio

corrigido corrigido corrigido
Leucina 120,2 100,0 1309  100,0 1258  100,0
Isoleucina 137,1 100,0 153,9 1000 151,1 100,0
Valina 150,0 100,0 165,7 1000 159,1 100,0
Triptofano  126,4 100,0 136,4 100,0 141,8 100,0
Lisina 130,2 100,0 149.8  100,0 1279 100,0
Treonina 160,6 100,0 186,2  100,0 171,8  100,0
Fenilalan.
+ Tiros. 98,4 88,6 107.,5 95,86 1062 95,58
Metionina
+ Cistina 90,4 81,36 113,6  100,0 1020 91,86
Histidina 141,6 100,0 148,9  100,0 1353 100,0
PDCAAS 81,4 95,8 91,8
Aminoédcidos sulfurados e aromdticos sulfurados e
limitantes aromadticos aromdticos

2 Ll= Pleurotus sp. “Florida”; L2= P. ostreatoroseus; L3= P. sajor-caju.
PDCAAS = escore quimico ndo-corrigido x 0,90 (digestibilidade

verdadeira 90%)

O valor do PDCAAS das proteinas de Pleurotus estudadas
calculado variou de 80,8-96%. Considerando-se os
aminodcidos mais limitantes, o P. sp. “Florida” apresentou
limitagdo em aminodcidos sulfurados e aromiticos,
independente do substrato de cultivo e seu PDCAAS foi
menor quando comparado a outras espécies estudadas.

O P. ostreatoroseus apresentou limitagio em sulfurados e/
ou aromdticos e o P. sajor-caju em sulfurados e aromaticos e
sulfurados e triptofano, dependendo do substrato de cultivo.

Omaiorindice de PDCAAS foi encontrado paraaproteina
de P. ostreatoroseus, independente do substrato de cultivo, ou
seja, o menor valor em limitagdo de aminodcidos essenciais (=
96%).

Considerando-se o PDCAAS, a proteina dos cogumelos
Pleurotus estudados apresentou-se incompleta, principalmente
em sulfurados e/ou aromadticos, porém compardvel aos valores
obtidos para fontes protéicas tais como a carne (92%) (12),

como foi o caso do Pleurotus ostreatoroseus.

Nas condigdes desse estudo o substrato de cultivo
apresentou influéncia qualitativanalimitacdo em aminoécidos
para a proteina de Pleurotus sajor-caju pois, esse cogumelo
foi limitante em sulfurados e aromadticos quando cultivado em
PB e, em PBBC foi limitante em triptofano e sulfurados, nessa
ordem.

TABELA 7
Cdlculo do PDCAAS para a proteina das espécies de
Pleurotus estudadas (L1, L2, L3)a, cultivadas em palha de
folha de bananeira mais bagaco de cana (PBBC)

L1 12 L3

Aminodcidos Escore PDCAASDP Escore PDCAAS Escore PDCAAS

essenciais  quimico quimico quimico

nao ndo ndo

corrigido conigido corrigido
Leucina 124,8 100,0 128,7 1000 1433 1003
Isoleucina 142,5 100,0 154,3 100,0 165,7  100.9
Valina 154,6 100,0 177,4  100,0 158.8  100,0
Triptofano  147,3 100,0 143,6  100,0 102,7 923
Lisina 129,8 100,0 155.7  100,0 1350 1000
Treonina 165.6 100,0 1829 100,0 162,6 1000
Fenililan,
+ Tirosina 88,7 80,8 108,4 97,6 123,6  100,0
Metionion.
+ Cistina 102,0 91.8 107,6 95,96 109,6 98,64
Histidina 1352 100,0 150,5 100,0 148.4  100,0
PDCAAS 80,8 96.0 92,3
Aminoédcidos aromdticos e sulfurados e triptofano e
limitantes sulfurados aromaticos sulfurados

a
b

L1= Pleurotus sp. “Florida”; L2= P. ostreatoroseus; L3= P. sajor-caju.
PDCAAS = escore quimico ndo corrigido x 0,90 (90% digestibilidade
verdadeira)

CONCLUSOES

Asespécies de Pleurotus estudadas, considerando as condicdes
de cultivo, apresentaram todos os aminodcidos essenciais.
Como primeiro aminodcido limitante as proteinas de P. sp.
“Florida” e P. ostreatoroseus apresentaram-se limitantes em
aminodcidos sulfurados e/ou aromdticos; a proteina de P.
sajor-caju teve limitagdo em aminodcidos sulfurados e/ou
triptofano, dependendo do substrato de cultivo. O uso de
misturas desses cogumelos com cereais pode melhorar a
deficiéncia em sulfurados, exceto o milho que também ¢é
deficiente em triptofano; a deficiéncia em triptofano pode ser
superada empregando-se 0s cogumelos com carnes e ovos.

Nas condigees de avaliagiio desse estudo o valor bioldgico das
proteinas desses cogumelos pode ser considerado alto (80,8 a
96,0). A variagio observadano PDCAAS esteve em fungdoda
espécie cultivada; P. sp. “Florida” apresentou o menor indice
e P. ostreatoroseus o maior, nesse caso igualando-se ao valor
da proteina de carnes, independente do substrato de cultivo.
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Sendo assim, o cogumelo P. ostreatoroseus pode ser conside-
rado a melhor espécie em termos de valor nutricional.
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RESUMEN. Existe en la Argentina unacreciente produccién de soja
y consecuentemente de aceite de soja, que permitentenerunaelevada
disponibilidad de proteinas de buena calidad. Paralelamente en la
industria lictea, también se cuenta con una fuente proteica de mucho
interés, que es la proveniente del suero caseario. El objetivo de este
trabajo es lograr un mejoramiento nutricional del pan francés con
dichas fuentes proteicas. Se hicieron determinaciones fisicas y eva-
luaciones sensoriales y nutricionales con tratamiento estadistico por
andlisis de varianza test de rango muiltiple de Duncan. La harina de
soja y el concentrado proteico de suero caseario manifestaron un
comportamiento opuesto sobre la absorcién de agua; mientras la
primera producia un aumento, el segundo provocaba una disminu-
cién de los valores de absorcion. Sobre los valores alveogréficos
existe, en cambio, una influencia coincidente en el sentido de
producir ambos un aumento en la tenacidad de la masa. Respecto a
laelaboraci6n de pan, si bien se produce una pérdida de calidad en sus
caracteristicas generales cuando se utilizan individualmente la harina
de soja y el concentrado proteico de suero caseario, este deterioro se
reduce al incorporar ambos ingredientes en forma simultanea. En
cuanto a los pardmetros nutricionales, se obtuvo una mejora en los
niveles de lisina disponible en todos los casos en que se reemplazé la
harina de trigo, en cambio en la determinacién de Valor Biolégico
s6lo se obtuvieron aumentos cuando la harina de soja de PDI 61 se
utilizé en la formulacién.

Palabras clave: Nutricién, pan, soja, suero.

INTRODUCCION

En los dltimos cinco afios la produccién de soja en la
Argentinahasuperado las 10.000.000 de toneladas anuales, de
las cuales aproximadamente el 70% se destina a la extraccién
de aceite (1). Esto implica una produccién de harinas de
extraccion del orden de 5.000.000 toneladas, lo que significa
2.500.000 toneladas de proteinas potencialmente disponibles
para consumo humano.

Desde 1972, la U.S.D.A. ha utilizado panes fortificados
con harina de soja para sus programas de alimentos conside-
rando que esta materia prima es una excelente fuente de
proteinas para suplementar harina de trigo ya que tiene, para
ese fin, un buen balance de aminodcidos que permite dismi-
nuir el déficit en lisina que tienen en general los cereales y
ademds se ha demostrado que tiene influencia sobre el nivel de
colesterol sanguineo (2-4).
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SUMMARY. Nutritional improvement of French type bread. In
Argentina there is an increasing production of soybean and
consecuently of oil, it gives a very important amount of proteins of
good quality. Also dairy industry produces an useful protein: whey
protein concentrate (WPC). The objective of this work is to improve
the nutritional value of French bread adding soy flour and whey
proteins to the mixture. Physics, sensory and nutritional evaluation
were made with statistc treatment by variance analisys, Duncan
multiple range test. Soy flour and WPC had an oposite behavior with
the water absorption, while the first show an increasing the second
produce adecreasing of the absorption values. About the alveographics
values they produce a similar effect which is a strechtening of the
dough. In bread manufacture the product quality was reduced when
soy flour and WPC were individually used but this deleterious effect
was less important when they were used together in the recipe.
Nutritional parameters were improved specially when the soy flour
that was used had low heat treatment (PDI 61).

Key words: Nutrition, bread, soy flour, whey.

Los productos horneados, panes y galletitas, son vehiculos
excelentes para los derivados de soja pero es necesario tener
en cuenta que el aporte nutricional que brindan se ve limitado
por las modificaciones que producen en las propiedades
funcionales de 1a masa y en las caracteristicas sensoriales del
producto (5,6).

Por su parte la industria quesera Argentina elimina anual-
mente 3.500.000 toneladas de suero caseario, lo que significa
contar con 18.000 toneladas de proteinas de alto valor biolégico
factibles de emplear en la alimentacién humana (7-9). La indus-
tria panadera ha ido reemplazando paulatinamente en sus
formulaciones la leche descremada en polvo por la siguiente
mezcla: suero caseario -concentrado proteico de soja (3,10).

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar el efecto
de la harina de soja desgrasada y de las proteinas de suero
caseario obtenidas por ultrafiltracién, sobre las caracteristicas
tecnolégicas y nutricionales del pan tipo francés.



350 SANCHEZ et al.

MATERIALES Y METODOS

Materias Primas
Harina de trigo comercial 000

Harina de soja 61 (PDI=61) y harina de soja 20 (PDI=20)
, obtenidas a partir de escamas desgrasadas de soja, molidas y
luego tratadas en autoclave con vapor fluente hasta lograr los
valores mencionados de dispersibilidad proteica.

Concentrado proteico de suero caseario (CPSC), obtenido
por ultrafiltracién y tratado térmicamente durante 30 minutos
a70°C.

Los valores de composicién de las materias primas se
detallan en Tabla 1.

TABLA 1
Materias primas (*)

Harina de Trigo H. de Soja61y20 CPSC

Proteinas (g/100g) 141(Nx57 51,7(Nx6,25) 53.6 (Nx6,38)
Cenizas (g/100g) 0.59 6.51 747
Grasa  (g/100g) 1.13 1.17 341
Lactosa (g/100g) - - 26.9
Lisina Disponible

(g/100 g Prot.) 1.70 55y5.1 6.1
Absorcion de agua

(ml/100g) 59.5 -

Pico Amilogrifico (UB) 900 -

Relacién alveografica P/L 1.08 -

(*) La composicién quimica se expresa en base seca.

Los niveles de sustitucién estudiados fueron: Soja61 (6y
12%); S0ja 20 (6 y 12%); CPSC (2, 4, 6%); Mezcla Soja 61 -
CPSC (6-6%); Mezcla Soja 20 - CPSC (6-6 %). Estos niveles
utilizados surgieron de ensayos previos, los que mostraron que
el valor de 12% para harina de soja como el 6% para proteinas
de suero era el maximo admisible desde el punto de vista
tecnoldgico. Es decir mayores porcentajes de reemplazo pre-
sentaban inconvenientes en el manejo de la masa y en la
calidad del producto obtenido: bajo volumen, color intenso de
corteza, aroma y sabor desagradables (5.6).

Métodos

Las determinaciones quimicas se realizaron segiin méto-
dos oficiales (11).

Los farinogramas se llevaron a cabo en DO-CORDER
Brabender, usando 300 gr. de muestra y siguiendo el procedi-
miento descrito por Locken et al. (12).

Los alveogramas se hicieron modificando el sistema ori-
ginal de Chopin (13). Se trabajé con una hidratacién que
permiti6 igual consistencia en todas las muestras, medida en
farinégrafo, evitando asi la influencia de los porcentajes
variables de absorci6n de agua.

Las experiencias de panificaci6én se llevaron a cabo en
base al test propuesto por Sénchez et al. (14) con algunas
modificaciones que se aprecian en Tabla 2.

TABLA 2
Formulacién y etapas del ensayo de panificacién (*)

Harina de trigo o mezclas 300g

Agua variable

Levadura 6g

Sal 6g

Grasa 9g

Acido ascérbico 100 ppm

Amasado 60 rpm. - 15 minutos

Primera fermentaciéon
(27*C- 70% h.r)
Segunda fermentacién
(27%C- 70% h.r)
Coccién

25 mm en medidor de empuje

40 mm en medidor de empuje
180*C - 45 Minutos

(*): Segin Sanchez et al. (14) modificado.

Las medidas de volumen utilizando el sistema de despla-
zamiento de semillas, se llevaron a cabo una hora después que
los panes se retiraran del horno. Los valores obtenidos fueron
tratados estadisticamente por andlisis de varianza, test de
rango multiple de Duncan (15).

Las evaluaciones sensoriales, con asignacién de puntaje,
fueron realizadas por personal entrenado que calificéd las
distintas caracteristicas del pan (volumen, corteza, textura,
color de miga, aroma y sabor) (14).

Las evaluaciones de diferencias de sabor fueron llevadas
a cabo por 12 panelistas entrenados que juzgaron en base al
test de tetradas (16) estableciendo ademas grado de diferencia
(1=bajo, 2=medio, 3=alto) y preferencia. Se evalud ladiferen-
cia de sabor de los niveles de 12% frente a un testigo
conteniendo sélo 6% de la misma harina de soja.

Las evaluaciones nutricionales se hicieron determinando
el contenido de lisina disponible (LD) utilizando el Método de
Carpenter modificado por Booth (17) y el valor biolégico
(VB) por el Método de Miller y Bender. Los valores obtenidos
fueron tratados estadisticamente por andlisis de varianza, test
de rango miiltiple de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 se brindan los resultados del andlisis de
varianza, que dan una visién global del efecto que producen la
harina de soja'y el CPSC sobre las caracteristicas reolégicas y
tecnolégicas analizadas.

Absorcion de agua

Laabsorcién de agua de la masa se ve modificada de modo
altamente significativo por la accién de las tres variables:
contenido de harina de soja, PDI de harina de soja y contenido
de CPSC. EnFigura 1 se aprecia el aumento que se produce en
la absorcién cuando se utiliza s6lo harina de soja en mezcla
con harina de trigo, en cambio cuando se utiliza CPSC-trigo,
esta absorcién disminuye bruscamente. El mayor tratamiento
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térmico de la harina de soja 20 respecto de 1a harina de soja 61
produce una mayor desnaturalizacién de sus proteinas, au-
mentando la fraccién insoluble de las mismas y dando también
un mayor valor de la absorcién de agua (18). Por su parte, el
CPSC sin bien recibe un tratamiento térmico que produce la
desnaturalizacién de sus proteinas, no genera un aumento de
la captacion de agua frente al testigo sino que por el contrario
se manifiesta produciendo una brusca caida de la consistencia
farinografica (9,19,20).

TABLA 3
Resultados del analisis de varianza

Estadistico F

Variables Abs. Agua Relacién P/ Volumen Puntaje
Contenido 664 58.5 30.3 191
Harinade Soja  (..) (..) (..) ..
P.DI 96. 4. 0.63 3.76
Harina de Soja ~ (..) (-) (-) (-)
Contenido de 94 20.3 2.06 6.70
CPS.C C..) ..) (-) )
Estadfsticamente No Significativo:(-) p>0.05
Estadisticamente Significativo: (.) p<0.0S5

(..) p<001

FIGURA 1
Influencia del nivel de sustitucién de harina de sojay CPSC
sobre la absorcién de agua
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Cuando se combinan simultdneamente harina de soja y
CPSC con harina de trigo (88-6-6) se obtienen valores de
absorci6n de agua de 55% para harina de soja 61 y 56% para
harina de soja 20. Este resultado se da por lacompensacion de
los efectos antagbnicos entre las proteinas de soja y las
proteinas de suero en su comportamiento frente a esta propie-
dad fisicoquimica.

Relacién P/L

En la Figura 2 se observa que larelacién P/L aumenta con
el nivel de sustitucién de ambas materias primas. Se produce
un aumento en la tenacidad a causa de la nueva estructura
proteica que, si bien genera dificultades tecnolégicas en el
manejode lamasa, no imposibilitalaelaboracién de panes que
en algunos casos resultaron muy aceptables.

FIGURA 2
Influencia del nivel de sustitucién de harina de soja y CPSC
sobre la relacién P/L
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Volumen y puntaje del pan

El volumen y el puntaje del pan se ven afectados muy
significativamente por la variacién del contenido de harina de
soja en las formulaciones analizadas, en cambio no ocurre tal
alteracién cuando se modifica el valor de PDI de dicha harina
de soja (Tabla 3). Por su parte, el CPSC utilizado en mezcla
con harinade trigo no produce alteracién algunaen los valores
de volumen de pan, pero si genera alteraciones significativas
en las caracteristicas organolépticas que producen modifica-
ciones en los valores de puntaje (21).

En Tabla 4 se puede ver que el volumen y el puntaje sufren
un deterioro significativo a medida que aumenta el reemplazo
con harina de soja. También se puede apreciar, en la misma
tabla, que los valores obtenidos para el nivel de sustitucién de 6%
con harinade soja no disminuyen cuando ademés se incorpora
6% de CPSC. Este ultimo hecho coincidente con otros trabajos
(8,21), permite mejorar las caracteristicas nutricionales sin per-
judicar la calidad tecnoldgica del producto.

TABLA 4
. Valores comparativos de volumen y puntaje

Trigo Soja6l CPSC Volumen Puntaje
(%) B (%) (cc) (maximo 100)
100 . . 3772 92 .02

94 6 - 359 b 75.9b

88 12 - 281°¢€ 65.5¢

88 6 6 357b 76.6P

Los valores seguidos por letras distintas son significativamente
diferentes a un nivel de p = 0.01.
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Evaluacién sensorial

En la Tabla 5 se aprecian los resultados de la evaluacién
sensorial llevada a cabo por 12 panelistas entrenados, quienes
utilizaron como testigo de comparacién una mezcla que con-
tenfa harina de trigo - harina de soja (94-6 %), siendo la harina
de sojautilizadacomotestigolasoja61y lasoja20enlos casos
correspondientes.

Mientras que la muestra que contenia 12% de harina de
soja 20 tuvo una cantidad de juicios correctos que no presen-
taron significacidn estadistica las restantes tres muestras tie-
nen una elevada significacién estadistica. No obstante haber
obtenido un elevado nimero de juicios correctos, el Grado de
Diferencia se encuentra principalmente entre suave y modera-
do, siendo ademds las preferencias no significativas respecto
del testigo. Esto nos indica que el nivel de sustitucién de 12%
tiene un alto grado de aceptabilidad especialmente cuando se
trabaja con harina de soja 20.

TABLAS
Andlisis sensorial (panel) por comparacién de panes con
nivel de suplementacién de 12% frente a panes que
contienen 6% de harina de soja 61 y 20 respectivamente

Soja 61 Soja20 Soja 61-CPSC S0ja20-CPSC

Diferencias de sabor
Juicios correctos
Grado de Diferencia
Suave

Moderado

Extremo
Preferencia (

9(.) 2(-) 11(.) 11(.)

V=N
[ =
N U |
[ == N |

) () (-) )

Estadisticamente No significativo: (- ) =p > 0.05
Estadisticamente Significativo: (.)=p<005

Evaluacién natricional

EnlaTabla 6 se presentan los valores de Lisina Disponible
(LD)y de Valor Biolégico (VB) de los panes formulados con
las distintas mezclas.

Se destaca el pan elaborado con Trigo-Soja 61-CPSC (88-
6-6), el que resulté tener el VB mds alto, 30% por encima del
testigo.

Cuando se utiliz6 harina de Soja 20 en la formulacién, se
tuvieron valores VB con diferencias no significativas frente al
control, tanto para 6% como para 12% de sustitucién. Se
aprecia una disminucién del VB por efecto del tratamiento
térmico de la harina de soja ya que los valores son superiores
para ¢l caso en que se utiliza harina de Soja 61.

Por su parte, los valores de LD tuvieron un crecimiento
importante con el porcentaje de sustitucién, ya sea que se
incorporara a la mezcla, harina de soja solamente o la combi-
nacién harina de soja-CPSC.

TABLA 6
Lisina disponible (D) y valor biolégico (VB) del pan
Muestra LD VB
(g/100 g Prot.)
Control (Trigo 100 % ) 1.54 47.4¢
Soja 61 CPSC
6 % - 1.96 48.4¢
12% - 2.84 56.1 abe
6% 6% 2.89 61.42
Soja 20 CPSC
6% - 1.87 47.8d¢
12% - 2.73 51.1¢cde
6% 6% 278 52.2 bede

Los valores seguidos por letras distintas son significativamente
diferentes a un nivel de p = 0.05.

CONCLUSIONES

Tanto la harina de soja desgrasada como el CPSC provo-
caron importantes modificaciones sobre las propiedades
reoldgicas de la masa. Respecto a la absorcién de agua en
farindgrafo se manifiesta un comportamiento opuesto para
cada una de estas materias primas. En cambio en lo referente
a los resultados alveograficos se obtienen valores de P/L que
enambos casos coinciden enun crecimiento de la tenacidad de
la masa.

Los porcentajes crecientes de harina de soja en la
formulacién producen una disminucién del volumen del pan
y algin grado de desmejoramiento de sus caracteristicas
externas e internas. Estos efectos negativos son en parte
neutralizados cuando se reemplaza parcialmente harina de
soja por CPSC como se aprecia en la formulacién Trigo-Soja
61-CPSC (88-6-6) que fue la que brindé panes con mejor
resultado nutricional a la vez que un buen aspecto general y
una alta aceptabilidad organoléptica.
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and some of their processed products
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SUMMARY. Numerous researchers have shown that dietary fats
and oils may affect blood lipid levels and the development of
cardiovascular diseases, but consumers are receiving mixed messages
about the percentage of fat they should consume in their diets, and
they can make proper food choices only when they have the right
information. Fatty acid profiles of the meat food products in the
Venezuelan diet were determined. Methyl esters were analyzed by
gas chromatography on a PT 10% Silar-10C on Gas-Chrom Q 100/
120 mesh column. Beef cuts presented a predominant presence of
oleic acid (36.21%), palmitic (25.67%) and stearic (20.97). Oleic and
palmitic acids are present in pork meat at 42.83 and 24.15%
respectively; with lesser quantities of stearic and higher amounts of
linoleic acid than beef. Poultry products showed a high content of
linoleic (19.54%) and low content of stearic (8.22%) acids. Pork,
poultry products, and beef liver presented a considerable amount of
linoleic acid 11.85%, 19.54%, and 12.09%, respectively.

Key words: Lipids, fatty acids, food products, profile analysis.

INTRODUCTION

There has been a dramatic evolution in the role of fats and
oils in human health. Some time ago fats were treated only as
a macronutrient. Today, not only saturated and unsaturated
fats are important but also individual fatty acids. Consumers
are receiving mixed messages about the percentage of fat they
should consume in their diets, and they can make proper food
choices only when they have the right information, some of
which might be available on the productlabel. During the past
30 years a large amount of information has been gathered on
the role that diet plays in health and chronic disease, especially
coronary heart disease. Numerous researchers (1-3) have
confimed that there is a strong relationship between the lipids
consumed in the diet and total plasma cholesterol. Elevated
levels of total plasma cholesterol are associated with increase
of coronary heart disease risk. These studies have firmly
established the hypercholesterolemic role of saturate fatty
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RESUMEN. Perfil de 4cidos grasos en cortes de carnes de bovino,
porcino, aves y en algunos de sus productos manufacturados.
Numerosas investigaciones han sefialado que las grasas y los aceites
de la dieta pueden afectar los niveles de lipidos en sangre y el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares; a pesar de esto los
consumidores reciben informaciones confusas acerca del porcentaje
de grasa que deben consumir en su dieta y solo cuando tengan una
informaci6n correcta, ellos podrédn escoger los alimentos adecuados.
Se determiné el perfil de 4cidos grasos en carnes y en algunos de sus
productos elaborados en Venezuela. Los ésteres metilicos fueron
analizados por cromatografia de gases con una columna de PT 10%
Silar en Gas-Chrom Q 100/1220 mesh.. Los cortes de carnes de
bovino presentaron principalmente dcido oleico (36.21%), palmitico
(25.67%) y estedrico (20.97%). El 4cido oleico y el palmitico estan
presente en la carne porcino en un 42.83% y 24.15% respectivamen-
te; encontrandose también en la carne de porcino menor cantidad de
4cido estearico y mayor de linoleico con respecto a la carne de
bovino. Los cortes de aves tienen alto contenido de 4cido linoleico
(19.54%) y bajo de estearico (8.22%). En lacarne de cerdo, avesy
el higado de res se observé el mayor contenido de 4cido linoleico
11.85%, 19.54% y 12.09% respectivamente.

Palabras clave:Lipidos, dcidos grasos, productos alimenticios, per-
fil analitico.

acids and the hypocholesterolemic role of polyunsaturated (-
6 fatty acids), and monounsaturated fatty acids. More recent
investigations (4,5) on the polyunsaturated fatty acids of the
®-3 series (eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids)
have determined that these fatty acids decrease the serum
levels of triglygerides and cholesterol and that they have
antithrombotic activity. This means that the quality of the
lipids in the diet has a significant effect on the incidence of
cardiovascular diseases. On the other hand many countries are
enforcing nutritional labeling, with some mandatory and
voluntary components (6) so the information on lipid
composition of different food products in the diet is important
for international trade.

The objective of the present study is to assess the fatty acid
composition of fresh cuts of beef, pork and poultry, and some
of their processed products on the Venezuelan market.
Information, that is not available at the moment, and which
will be of great importance for the international, regional, and
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national food composition tables INFOODS, LATINFOODS,
VENEZUELANFQODS), as well as for nutritional labeling
purposes. ’

MATERIALS AND METHODS

3 Samples of each high consumption products were
obtained in local supermarkets during a period of 12 months
February 1994 to January 1995.

All reagents were analytical grade.

Sample procedure

The crude sample (500 g) were homogenized by passing
them twice through an Oster meat grinder and all the analysis
were tun triplicate. Total lipids from samples of the different
products, containing approximately 0.5-0.7g of fat, were extracted
by the method of Folch et al. (7). Moisture was determined by
the AOAC method (8), in a Lab-line Imperial oven at 105°C.

Chromatographic analysis

The fatty acid profiles were determined in a Varian 3700
gas chromatograph and aflame ionization detector. Separation
was carried out in a stainless steel column (1.83m length x
3mm 1.D.) packed with PT 10% Silar-10C on GasChrom Q
100/120mesh. After holding the initial temperture (80°C) for
5 min, it was programmed to increase 4°C/min to 160°C,
followed by 1°C/min to 200°C. Detector and injector

w2
w
wh

temperature 300°C. Nitrogen flow rate 60ml/min, 40psi of
hydrogen, and 60psi of air. Methyl esters were quantified by
a HP 3395 Integrator. 1ul- 3l of sample were injected.

Fatty acid methyl ester standards (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) were run in order to identify the fatty acids in the
samples, using AOAC method (8) for quantification.

The methyl esters were prepared from the extracted fatty
acids by adding a solution of 4% sulfuric acid in methanol (9)
and heated in a water bath at 90°C for 2h. The samples were
cooled in an iced bath, and 3 ml of cool water were added to
separate the two phases. The aqueous phase was extracted
three times with 3 ml of hexane. The hexane extracts were
combined and made to volume in a 10m! volumetric flask.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 presents the data of fresh beef cuts. Total lipids
are in therange of 1.62105.15%. The table shows that there
is a predominance of the saturated fatty acids with an average
value of 50.94%, with the palmitic acid as the major component
(25.67%). Liver contains the ieast amount of saturated fatty
acids (39.16%), an important quantity of linoleic acid
(12.09%), and the highest amount of oleic acid (41.10%).
The rest of the cuts presented saturated fatty acids values in
the range of 49.29 for the heel round to 52.70% for the tip.
Within this group the major faity acid was palmitic acid
(16:0) with an average of 25.67%.

TABLE 1
Moisture, total lipids, and fatty acid composition(l) of fresh beef meat cuts

Fore  Tender- Heelof _ v
TIP Flank Round Shank loin round Chuck Sirloin X DS Liver(?

Moisture (%) 73.14 7452 7545 76.03 7430 74.71 7457 71.70 - - 75.64
Lipid (%) 2.10 415 2.30 1.62 2.30 1.90 5.15 1.83 - - 3.80
Saturated
C 80 ND ND ND ND ND ND ND ND - - ND
C 10:0 0.05 0.08 0.07 0.08 0.05 0.06 0.08 0.09 007 0.02 0.10
Cc12:0 0.09 0.15 0.13 0.09 0.13 0.18 0.08 010 012 0.03 0.22
C 140 4.30 3.91 4.13 3.45 5.40 470 3.50 370 4.14 0.66 2.00
C16:0 28.10 26.70 2538 2422 2511 25.50 26.10 2408 2567 132 2456
C18:0 20.16 19.70 2337 2290 19.10 18.85 21.00 2266 2097 180 13.28
> Sat. 52.70 50.54 53.08 5074 49.79 49.29 50.76 50.63 5094 1.31 39.16
Monounsaturated
C 14:1 1.90 1.65 1.00 2.10 1.33 1.99 1.60 L.00 157 043 ND
C 16:1 5.70 7.13 5.73 5.36 6.35 6.03 6.23 490 593 0.68 3.56
C18:1 34.50 35.15 3624  36.62 35.80 37.10 3593  38.30 36.21 1.17  41.10
YMono 42.10 43.93 4297 4408 43.48 45.12 43,76 4420 4371 090 44.66
Polyunsaturated
C 18:2 4.00 3.42 291 3.70 373 4.20 2.55 371 353 055 1209
C18:3 0.65 1.20 0.60 1.23 1.94 1.20 2.90 1.00 134 075 2.12
3 Poly 4.65 4.62 3.51 4.93 5.67 5.40 5.45 471 4.87 0.68 14.21
C 20 or higher  0.53 0.70 043 043 0.55 0.20 091 047 053 Q.21 0.81
P/S ratio 0.09 0.09 0.07 0.10 011 0.11 0.11 009 010 0.01 0.44
M/S ratio 0.80 0.87 0.67 0.87 0.84 0.92 0.86 085 086 0.04 1.04

(1) Expressed as methylesters in 100 g sample. X= mean of n=3; SD= Standard Deviation. (2) Not used inX and SD

calculation
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Monounsaturated fatty acids showed the highest content
with an average value of (43.71%), and ranged from 42.10 to
45.12 %, with 18:1 being the prominent fatty acid. The
smallest average value was found for the polyunsaturated fatty
acids (4.87%).

When the polyunsaturated/saturated fatty acids ratio (P/S)
and monounsaturated/saturated fatty acids ratio (M/S) are

calculated, the high content of saturated fatty acids isreflected.
These values present arange of 0.07 to 0.44 and of 0.67 to 1.04
for the P/S and M/S, respectively.

Table 2 shows the values for pork products, where the total
lipid content was as expected, higher than for beef, and in the
range of 2.15 to 3.20%, with the exception of the pork fat that
had 80.16%.

TABLE 2
Moisture, total lipids, and fatty acid composition(l) of fresh pork cuts and processed products
Loin Fresh _ Pork Cooked Smoked
ham X SD fat® ham®  ham(2)

Moisture % 71.29 73.94 - - 3.93 73.87 71.71
Lipid % 3.20 2.15 - - 80.16 5.04 4.12
Saturated
C 80 ND ND - - ND ND ND
C10:0 0.05 0.08 0.07 0.02 0.07 0.05 0.09
C12:0 0.41 0.11 0.26 0.21 0.09 0.07 0.15
C14:.0 1.22 1.40 1.31 0.13 1.10 1.40 1.73
C 16:0 25.62 22.68 24.15 2.08 24.07 25.53 27.93
C 18:0 11.68 11.99 11.84 0.22 13.26 10.85 14.44
Sat 38.98 36.26 37.62 1.92 38.59 37.90 4434
Monounsaturated
C14:1 ND ND - - ND ND ND
C16:1 4.20 3.23 3.72 0.69 241 3.89 4.02
C18:1 43.23 4243 42.83 0.57 43.21 43.92 46.24
YMono 47.43 45.66 46.55 1.25 45.62 47.80 50.26
Polyunsaturated
C18:2 10.52 13.17 11.85 1.87 11.70 10.65 1.32
C18:3 0.98 1.04 1.01 0.04 1.41 1.04 1.11
> Poly 11.50 14.21 12.86 1.92 13.11 11.68 243
C 20 or higher 2.10 3.52 2.81 1.00 2.69 0.67 2.00
P/S ratio 0.30 1.26 0.35 0.06 0.34 0.31 0.05
MY/S ratio 1.22 1.26 1.24 0.03 1.18 1.2 1.13

(1) Expressed as methylesters in 100 g of sample, X= Mean of n=3, SD= Standard deviation, (2) Not

included in X, and SD calculation.

The fatty acid profiles of fresh pork and pork products are
presented in Table 2. The polyunsaturated fatty acids presented
an average value of 12.86%, higher than that for beef, with a
significant content of unsaturated fatty acids with a chain
length of more than 20 carbons, probably eicosaenoic (20:1)
and arachidonic acids (20:4), as has been reported by Nazer et
al. (10). Saturated fatty acids presented an average of 37.62%,
a much smaller value than the one found in beef (50.94%),
with palmitic acid (16:0) being also the major fatty acid among
the group. The monounsaturated and polyunsaturated fatty
acidshad an average value 0of46.55% and 12.86% respectively.
Within this group, again oleic acid was the predominant fatty

acid. Polyunsaturated fatty acid values found in pork were .

higher than the ones for beef, as also was the amount of oleic
acid. The calculation of the P/S and M/S ratios shows values
higher than beef products, due to the difference in the amount
of saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids.

Values were in the range of 0.05to 1.26 (P/S) and 1.13 t0 1.26
(M/S).

Table 2 also includes manufactured products such as
cooked and smoked ham, where the values for the cooked ham
are similar to the fresh one, while the smoked ham presented
greatdifferences. Itisinteresting to notice that the linoleic acid
value obtained for smoked ham is rather low (1.32%) when
compared to the rest of the products of the same type, like fresh
and cooked ham.

The results for poultry are presented in Table 3. It can be
seen that there is a great variability for total lipids, with
average values between 1.00% for breast and 82.39% for
chicken fat. There is also a predominance of the
monounsaturated fatty acids, with the oleic acid (35.43%) as
the major component. From the three types of meat, poultry is
the one that has the highest content of polyunsaturated fatty
acids (21.46%), with the prominent fatty acid being linoleic
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acid (19.54%). Linoleic acid (C18:2) have an important
nutritional value in the diet as an essential fatty acid. Saturated
fatty acidsranged from 29.28% for liver to 36.40% for breast.
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The P/S and M/S ratios varied from 0.55t00.81 and from 1.19
to 1.61, respectively.

TABLE 3
Viscera, and turkey ham moisture, total lipids and fatty acid composition(l) of chicken fresh cuts
- Turke

Leg Breast X SD Fat(?) Liver® Gizzard® Skin® Ham(
Moisture % 76.22 7652 - - 13.15 75.64 80.33 46.86 76.21
Lipids % 2.55 1.00 - - 82.39 4.77 1.68 29.60 2.85
Saturated
C 8.0 ND ND - - ND ND ND ND 0.02
C 10:0 ND ND - - ND ND ND ND ND
C12:0 0.09 0.12 0.11 0.02 0.07 0.05 0.15 0.07 0.03
C 140 2.00 1.26 1.63 0.52 1.20 1.62 1.99 1.75 1.06
C 16:0 22.08 2486 2347 1.97 19.90 22,43 24.17 23.80 25.37
C 18:0 6.28 10.16 8.22 2.74 9.77 5.18 498 5.55 4.84
2Sat 3045 3640  33.43 4.21 30.94 29.28 31.29 31.17 31.31
Monounsaturated
C 141 ND ND - - ND ND ND ND ND
c16:1 10.00 8.79 9.40 0.86 7.65 13.02 11.18 10.00 2.65
C18:1 36.28 3458  35.43 1.02 38.10 33.73 39.30 34.70 35.11
>Mono 4628 4337 44.83 2.06 45.75 46.75 50.48 44.70 37.76
Polyunsaturated
C18:2 20.79 18.29 19.54 1.77 21.05 21.34 15.70 21.16 28.33
C18:3 1.95 1.88 1.92 0.05 1.90 2.50 2.15 2.70 0.62
YPoly 22.74 20.17 21.46 1.82 22.95 23.84 17.85 23.86 28.95
C 20 or higher  0.58 0.08 0.33 0.35 0.40 0.15 042 0.28 1.54
P/S ratio 0.75 0.55 0.65 0.13 0.74 0.81 0.57 0.77 0.92
M/S ratio 1.52 1.29 1.36 0.23 1.48 1.60 1.61 1.43 1.21

(1) Expressed as methylesters in 100g of sample, X= Mean of n=3, SD= Standard deviation, (2) Not included in X, and

SD calculation

A poultry product made with turkey and called “turkey
ham” is also included in Table 3 and the values, in general, are
similar to the ones in fresh chicken cuts with the exception of
polyunsaturated fatty acids that presented higher values due to
the linoleic acid content.

The results obtained in this study are similar to those
reported previously by Reyesand Bosch (11), withthe exception
of the stearic and linoleic acid content of beef, that were
present in higher and lesser quantities respectively.

Pork and chicken results were also similar to the ones
reported by Sheppard et al. (12).
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Composiciéon quimica de tres cepas mexicanas de setas
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RESUMEN. Se determiné la composicién quimica de tres cepas
mexicanas de setas (Pleurotus ostreatus): INIREB-8, CDBB-H-896
y CDBB-H-897, cultivadas en un invernadero (22-28°C de tempera-
tura y 80+£5% de humedad relativa), utilizando paja de trigo como
substrato. El andlisis de los cuerpos fructiferos expresadoen g/100 g
en peso seco, reveld valores de: Protefna (N x 6.25): 24.64 £0.21 -
28.50+0.26; lipidos : 1.10+0.16 - 1.85 £ 0.22; cenizas: 7.66 £ (.23
- 8.79 £ 0.25; fibra dietética total: 32.14 £ 0.14 - 36.81 £ 0.40; y
carbohidratos disponibles: 26.33 +1.04 - 30.46 £ 0.21. Se encontra-
ron cantidades significativas de riboflavina: 3.31 - 3.70, tiamina: 1.92
- 1.96, niacina: 35.98 - 36.56 y 4cido ascérbico 28 - 35, mg/100g en
peso seco; los contenidos de calcio y fésforo fueron menos significa-
tivos. El contenido de 4cido linoleico fue de 0.70 - 1.19 g/100g en
peso seco. Se concluye que las setas pueden proporcionar a la dieta
algunas vitaminas del complejo B, fibra dietética, protefna y 4cido
linoleico. ~

Palabras clave: Hongos, setas, Pleurotus ostreatus.

INTRODUCCION

La produccién mundial de hongos cultivados se ha
incrementado notablemente, en 1991 més de 120 paifses
produjeron 4.3 millones de toneladas (1). El Agaricus bisporus
o champifién ocupa el primer lugar en la produccién mundial
(38%) y el Pleurotus (seta) el segundo lugar (25%) siendo
Chinael primer productor de este tltimo (2). México tiene una
gran tradicién en la ingestién de hongos, que data desde
tiempos prehispénicos, tanto los aztecas como los mayas
conocfan diversas especies comestibles (3) en los iltimos afios
el cultivo de hongos comestibles Agaricus y Pleurotus ha
tenido un gran éxito por su impacto social, econémico y
ecolégico para zonas rurales (4). En 1931 por primera vez se
cultiva en México el Agaricus o champifién, en 1974 se inicia
el cultivo de Pleurotus ostreatus (5) y en 1989 se establece su
produccién rural, contando actualmente con una tecnologia
rentable y de bajo costo (4). La produccién del Pleurotus se ha
popularizado por la facilidad en su cultivo, ya que es de
crecimiento rdpido, utiliza una gran variedad de substratos y
existen cepas que pueden crecer tanto en climas templados
como tropicales (6). Actualmente P. ostreatus se cultiva en
diversos estados de la Repiiblica Mexicana como son los
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SUMMARY. Chemical composition of three Mexican strains of
(Pleurotus ostreatus). The chemical composition of three Mexican
strains of Pleurotus ostreatus (INIREB-8, CDBB-H-896 and CDBB-
H-897), were determined. The mushrooms were cultivated on wheat
straw in a greenhouse (22-28°C temperature and 80+5% of relative
humidity). Fruits bodies of P. ostreatus contained (all values are
expresed in g/100 g dry wt.), protein (N x 6.25): 24.64 £0.21 - 28.50
+0.26; lipids : 1.10£0.16 - 1.85 £ 0.22; mineral matter: 7.66 £ 0.23
- 8.79+0.25; dietary fibre: 32.14 £0.14 - 36.81 £0.40; and available
carbohydrates: 26.33 + 1.04 - 30.46 £ 0.21. They contain vitamins
(mg/100 g dry wt): riboflavin: 3.31 - 3.7, thiamin: 1.92 - 1.96, niacin:
35.98 - 36.56 and ascorbic acid: 28 - 35. The main fatty acid was
linoleic (0.70 - 1.19 g/100 g dry wt), it was also reported a low
calcium and phosphorus content. Concluding the Pleurotus ostreatus
could be a source of some of the complex B vitamins, dietary fiber,
protein and linoleic acid.

Key words: Mushroom, Pleurotus ostreatus, oyster mushroom.

estados de Puebla, Estado-de México, Veracruz, Tlaxcala,
Querétaro y Guanajuato entre otros.

Durante mucho tiempo el valor nutricio de los hongos fue
practicamente ignorado, ahora sin embargo, se reconoce que
ademés de ser alimentos deliciosos tienen una alta calidad
nutricional y atributos medicinales (7). Algunos estudios reali-
zados en los uiltimos afios demuestran que los hongos contienen
proteina de 19 - 35 g/100 g en peso seco, con todos los
aminodcidos esenciales, vitaminas, minerales y fibra dietética
que pueden ser de gran beneficio para el ser humano especial-
mente en los paises en donde hay escasez de alimentos (6-9).

La micologia en México se inicié desde el siglo pasado,
por lo que se cuenta con importantes estudios taxonémicos,
genéticos, agrondmicos, floristicos y bioquimicos de los hon-
gos mexicanos (10); sin embargo, a pesar de que las setas se
estdn integrando cada diamds ala dieta mexicana se considera
que hacen falta mds estudios para determinar las diferentes
caracteristicas quimicas y nutricias de los diversos tipos de
hongos comestibles.

En este trabajo se estudi6 la composicién quimica de tres
cepas mexicanas de setas (Pleurotus ostreatus), con el objeto
de definir algunas de sus caracteristicas nutricionales y cono-
cer los beneficios que pueden proporcionar a la dieta.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de las cepas

La cepa de Pleurotus ostreatus INIREB-8 del Instituto de
Ecologia de Xalapa, Veracruz, México, se adquiri6 en el
Centrode Investigaciones Ecolégicas del Sureste de Tapachula,
Chiapas, México, lacual se cultiva comercialmente. Las cepas
CDBB-H-896 y CDBB-H-897 fueron donadas por el Centro
de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional de la ciudad de México, D.F.

Cultivo

Los cultivos se mantuvieron en agar papa dextrosa en caja
de Petri a 4°C. Los in6culos se prepararon en 200 g de semilla
de trigo previamente esterilizada a 121°C durante 30 min en
bolsas de polipapel, siguiendo el procedimiento de Soto-
Velazco et al. (11). La paja de trigo empleada como substrato
se pasteuriz6 durante 1 hora a 80°C, se enfrid y se inocul6 con
las semillas de trigo en bolsas de pléstico transparente de 30 x
50 cm, se cerraron y se dejaron en una cdmara de desarrollo
micelial a 28°C durante dos semanas hasta que el micelio
colonizé completamente a los substratos. Para el desarrollode
los cuerpos fructiferos se eliminaron las bolsas de plastico y
los substratos se colocaron en el invernadero a temperatura
ambiente registrada entre 22 y 28°C y unahumedad relativade
80 5%. Cuando las setas alcanzaron las madurez comercial
(12) se cosecharon los dos primeros cortes. Debido a la poca
capacidad del invernadero el procedimiento se repiti6 6 veces
con el objeto de reunir 1.2 kg de muestra seca (entre 12y 15
kg de setas frescas de cada cepa).

Preparacion de las muestras

Se uso el cuerpo fructifero completo, sélo se elimind la
base del estipite (entre 0.5 y 1 cm) para evitar cualquier
contaminacion con el substrato. Las setas frescas de cadacorte
se deshidrataron a 30°C en un horno de conveccidn forzada
B&T Searle Company BS2648, se molieron en un micromolino
General Electric pasando por un tamiz de malla 40, se mezcla-
ron todos los cortes de cada cepa hasta tener la suficiente
cantidad de muestra para todas la pruebas. Se conservaron en
frascos cerrados en un refrigerador doméstico (4°C) para su
andlisis.

Analisis quimico
Las determinaciones de humedad, proteina (N x 6.25),
cenizas, lipidos (extracto etéreo), fibra dietética total, calcio y
fésforo se hicieron de acuerdo alos métodos dela AOAC (13).
Los carbohidratos disponibles se calcularon restando a
100 1a suma de los contenidos de proteina, cenizas, lipidos y
fibra dietética total.

Valor energético
La energia se calcul6 con base en la materia seca de
acuerdo con la ecuacién de Lau (14), modificando en el

calculo de carbohidratos, en este caso se estd considerando la
fraccién de carbohidratos disponibles (Tabla 1) y no de
carbohidratos totales cuando se toma en cuenta la fibra cruda
de acuerdo con los métodos de AOAC (13).

Kcal/100 g=2.62 x (% N x 6.25) + 4.2 x (% de carbohidratos)
+ 8.37 (% de lipidos)

TABLA 1
Andlisis proximal de setas Pleurotus ostreatus

INIREB-8 CDBB-H-896 CDBB-H-897
Media+ DE* Media+ DE* MediaxDE.*

2/100 g en peso seco+

Proteina (N x 6.25) 28.50+0.26a 24.64+0.21b 27.4940.17¢
Extracto etéreo 1.5540.22a 1.85%£0.22a 1.10£0.16b
Cenizas 8.05+0.25a 7.66£0.23a 8.79+0.25b
Fibra dietética total 35.56+0.36a  36.81£0.40b  32.14+0.14¢
Carbohidratos disponibles 26.33+1.04a  29.03+0.59b  30.46+0.21c

* Desviaci6n estandar
+ Los valores representan la media de 3 determinaciones.
a, b, c. Indican diferencia significativa (p<0.05)

Acidos grasos

Los lipidos se extrajeron con éter etilico, 1g del extracto
etéreo se esterificé con una mezcla de 10 mL de metanol y 0.5
mL de 4cido sulftrico concentrado, se reflujé por 4 horas. La
muestra esterificada se extrajo con una mezcla de cloroformo-
agua recuperandose los dcidos grasos en la fase cloroférmica.

Lamuestra se inyectd en un cromatdgrafo de gases Varian
3700 con detector de ionizacién de flama, con columna
especial par a dcidos grasos de la misma compaiiia (GP 10%,
SP-2330 en Chromosorb WAW 100/120; 6' x 1/1/8" SS), la
temperatura de la columna fue de 150 - 190°C conincremento
de 5°C, el volumen inyectado fue de 1 PL, la temperatura del
inyector de 250°C, los flujos del nitr6geno, hidrégeno y aire
fueron: 20, 30 y 300 mL/min respectivamente (15). El tiempo
de la cromatografia fue de 25 min. Se utilizaron estdndares de
Sigma Chemical Co.

Vitaminas

En la determinacién de vitaminas se emplearon los méto-
dos oficiales de la AOAC (13): riboflavina (microbiol6gico)
940.33, tiamina (fluorométrico) 953.17, niacina
(microbiolégico) 944.13 y el 4dcido ascérbico por método
titulométrico con dicloro fenol indofenol 967.21.

Anlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado. Se em-
plearon tres cepas de Pleurotus ostreatus (INIREB-8, CDBB-
H-896 y CDBB-H-897). Las variables estudiadas fueron:
Proteina (N x 6.25), humedad, cenizas, extracto etéreo, fibra
dietética total, carbohidratos disponibles, calcio y fésforo; los
andlisis se hicieron por triplicado. Se hizo un anélisis de
varianzay ladiferencia entre las medias se estableci6 segiin la
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prueba de rangos miiltiples de Duncan (16) para el procesa-
miento de datos se empled el paquete estadistico Microsoft
Excel. Para los casos de 4cidos grasos y vitaminas se informa
solamente la media de dos determinaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis proximal

El anlisis proximal (Tabla 1) revelé diferencias significa-
tivas (p<0.05) en los contenidos de: proteina (N x 6.25), fibra
dietética total y carbohidratos disponibles entre las tres cepas;
lacepaCDBB-H-897 mostré diferenciasignificativa (p<0.05)
enel contenido de extracto etéreo (1.10 g/100 g peso seco) que
fue menoral delas otras dos cepas. El contenido de cenizas que
varié de 7.66 a 8.79 g/100 g peso seco fue superior en la cepa
CDBB-H-897, mostrando diferencia significativa (p<0.05)
conrespecto a los valores de las otras dos cepas. El contenido
de humedad fue de 90.10%0.05; 89.8+0.08 y 90.12+0.05 g/100
g para las cepas INIREB-8, CDBB-H-896 y CDBB-H-897

respectivamente, no se observé diferencia estadistica entre’

estas medias. Con excepcidn de la fibra dietética total y los
carbohidratos disponibles los valores encontrados para las
demads variables concuerdan con los informados en la literatu-
ra para distintas especies de Pleurotus (6,8).

La proteina (N x 6.25) oscilé entre 24.64 y 28.50 g/100 g
en peso seco, al corregir estos valores utilizando el factor de
conversién 4.38 sugerido por Crisan y Sands (8) para cdlculo
de protefna verdadera se obtienen valores de 19.97, 17.26 y
19.26 g/100 g en peso seco, para las cepas INIREB-8, CDBB-
H-896 y CDBB-H-897 respectivamente; estos contenidos se
encuentran dentro del intervalo informado para distintas espe-
cies de Pleurotus que oscilade 8.9 a 38.7 g/100 g de proteina
(N x 4.38) en peso seco (6). La proteina es uno de los
componentes que puede variar segin las condiciones de
cultivo y el substrato (17), Crisan y Sands (8) calcularon el
indice de Aminoacidos Esenciales para distintos alimentos y
diversas variedades de hongos, encontrando valores de 100
para alimentos de origen animal como carnes y pollo, 99 para
la leche, 91 para papa y frijoles y 89 para el Pleurotus
ostreatus, sugiriendo con esto que la mayoria de los hongos
contienen todos los aminoécidos esenciales y que su proteina
es de buena calidad.

Fibra dietética total

Se encontraron valores de fibra dietética entre 31.14 y
36.81 g/100 g en peso seco, (Tabla 1), estos fueron inferiores
al contenido de fibra dietética total 47.5% (11.6% de celulosa,
27.8% de hemicelulosa y el resto de substancias pécticas)
informado para Pleurotus ostreatus (6).

Las propiedades hipocolesterolémicas del Pleurotus, po-
drian estar relacionadas con el contenido de fibra dietética,
debido a que las hemicelulosas y pectinas son los principales
componentes de la fibra en el Pleurotus spp (6,18,19). Se ha
reportado que la capacidad de adsorcién de compuestos orgé-

nicos que presentan la lignina, pectina y hemicelulosas, cau-
san interaccién y excrecién de 4dcidos biliares propiedad
directamente relacionada con la capacidad de reducir los
niveles de colesterol plasmatico (20).

Acidos grasos

El 4cido linoleico (C18:2) es el que se encuentra en mayor
proporcién en las tres cepas, con valores de 0.7 - 1.19g/100 g
en peso seco, la CDBB-H-896 presentd el valor mds alto
(Tabla 2). Se ha informado que este dcido es el que se presenta
en mayor concentracién en las distintas especies de Pleurotus
(6) y aunque el contenido de lipidos sea relativamente bajo, es
muy importante la presencia de este 4dcido graso esencial.

TABLA 2
Acidos grasos en Pleurotus ostreatus

g/100 genpeso INIREB-8 CDBB-H-896 CDBB-H-897
seco*

Ac. Linoleico 1.06 1.19 0.70

Ac. Oleico 0.20 0.27 0.16

Ac. Estedrico 0.04 0.05 0.03

Ac. Palmitico 0.21 0.23 0.18

Ac. Miristico 0.01 0.02 0.008

Ac. Laurico 0.02 0.07 0.007

*Los valores representan la media de 2 determinaciones.

Vitaminas

EnlaTabla3 se observanlas concentraciones de vitaminas
determinadas en las muestras secas, los valores de niacina
estdn entre 35.26 y 36.56 mg/100 g, los de riboflavina entre
3.31 y 3.7 mg/100 g, los de tiamina se encuentran en el
intervalo de 1.92 a 1.96 mg/100 g y los del 4cido ascérbico
entre 28 y 35 mg/100 g en peso seco. Se ha reportado que el
contenido promedio de tiamina, riboflavina, niacina y dcido
ascérbico en mg/100 g en peso seco para distintas especies de
Pleurotus es de 2, 4, 40 y de 50 respectivamente (14). Los
valores encontrados en este trabajo se sitdan ligeramente
abajo de este promedio. No obstante, las cepas de Pleurotus
estudiadas sonricas en niacina, riboflavinay especialmente en
tiamina ya que sus contenidos superan al de otras fuentes de
esta vitamina como las acelgas (0.56), brécolis (0.64), calabacita
italiana (1.0) e higado de res (0.86) mg/100 gen peso seco (21).

Valor energético

El valor energético fue de 198.22; 201.25 y 209.16 Kcal/
100 gen peso seco (19.62;20.58 y 20.66 Kcal/100 g en fresco)
para la cepa INIREB-8, CDBB-H-896 y CDBB-H-897 res-
pectivamente. Una de las principales cualidades de los hongos
en su bajo contenido energético, comparable al del esparrago,
espinaca cruda, escarola y otras verduras (21), por lo que se
pueden proponer como alimento en regimenes especiales.
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TABLA 3
Vitaminas en setas Pleurotus ostreatus

Cepa Niacina Riboflavina Tiamina Ac. Ascdrbico
INIREB-8 36.26 3.61 1.92 30.00
CDBB-H-896 35.98 331 1.95 28.00
CDBB-H-897 36.56 3.70 1.96 35.00

Los datos representan la media de dos determinaciones, expresadas
en mg/100 g en peso seco

Calcio y fésforo

En este estudio se encontrd mayor concentracion de calcio
que de fésforo como se puede observar en la Tabla 4, los
valores de calcio que estdn entre 0.79 y 1.85 g/100 g en peso
seco fueron superiores al 0.033 g/100 g informado para
Pleurotus ostreatus cultivado en paja de arroz (6). La concen-
tracion de fésforo fue de 0.49 a 0.95 inferior al valor de 1.348
g/100 g en peso seco reportado también para el Pleurotus
ostreatus (6). Los hongos probablemente contienen cada
mineral presente en el substrato de crecimiento (8), por lo que
pueden variar su contenido de acuerdo con éste.

TABLA 4
Calcio y fésforo en setas (Pleurotus ostreatus)
g/100 gen INIREB-8 CDBB-H-896 CDBB-H-897
pesoseco+ MediaxDE* MediatD.E  MediaxD.E.
Calcio 1.85+0.07a 1.58£0.04b 0.79+0.01c
Fésforo 0.95+£0.05a 071+0.01b 049+0.01c

* Desviaci6n estandar.
+ Los valores representan la media de tres determinaciones.
a, b, ¢ Indican diferencia significativa (p<0.05)

Consideraciones finales
En la Tabla S se presenta el contenido de nutrimentos en

250 g de setas frescas de 1a cepa INIREB-8, considerando que

se pudieran ingerir como platillo principal, asf como el por-
centaje que cubririade la ingestién diariarecomendada (IDR)
para la poblacién mexicana establecida en la Norma Oficial
Mexicana NOM-050-SCFI-1994 (22). Por el porcentaje que
se cubre de tiamina, riboflavina y niacina las setas se pueden
considerar fuente importante de estas vitaminas y aunque de
proteina sélo se cubre el 9.40% del requerimiento diario, se
debe tomar en cuenta que en México el platillo principal se
acompaiia siempre con tortilla, arroz o pan; por lo que la
proteina de las setas que contienen todo los aminoécidos
esenciales servirfa como complemento para las protefnas de
los alimentos consumidos al mismo tiempo. Aunque laNorma
Oficial Mexicana no especifica una IDR para fibra dietética,
es importante mencionar que 250 g de setas frescas contienen
8.8 g de fibra dietética; este valor cubre €l 35.2% de 1a IDR (25

g) establecida para una dieta de 2000 Kcal en los Estados
Unidos de Norteamérica (23).

Como conclusién final del presente trabajo se puede decir
que las setas (Pleurotus ostreatus constituyen un alimento
sano bajo en grasas, que contiene ademds algunas de las
vitaminas del complejo B, fibra dietética, proteina y acido
linoleico, por lo que su consumo es altamente recomendable.

TABLA 5
Contenido de nutrimentos en 250 g de setas frescas
(INIREB-8) y porcentaje que cubre de la ingestién diaria

recomendada

Nutrimento IDR* Contenido en 250 g Porcentaje
de setas frescas de IDR*

Proteina (g) 75.0 7.05 9.40
Tiamina (mg) 1.5 0.47 31.68
Riboflavina (mg) 1.7 0.89 52.55
Niacina (mg) 20.0 8.97 44.87
Vitamina C (mg) 60.0 7.42 12.37
Calcio (mg) 800.0 0.46 0.06
Fésforo (mg) 800.0 0.23 0.03
Fibra dietética — 8.80

* Ingestion diaria recomendada (22)
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Informacién para los autores

Requisitos uniformes para preparar los manuscritos enviados
a revistas biomédicas '

Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas 2

En enero de 1978, un pequefio grupo de directores de revistas
médicas generales se reunieron en Vancouver, Canad4, para fijar
pautas con respecto a la presentacién de los manuscritos enviados
a ellas. El grupo, que se ha ampliado y actualmente es conocido
como el Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas
(o también como el Grupo de Vancouver), se ha venido reuniendo
cada afio desde entonces y sus inguietudes se han hecho mds
generales. El comité ha elaborado cuatro ediciones de los Requi-
sitos uniformes para preparar los monuscritos enviados a revistas
biomédicas; la presentc edicion, que es la cuarta, fue ligeramente
enmendada en enero de 19933,

RESUMEN DE LOS REQUISITOS

El manuscrito se mecanografiard a doble espacio, incluidos la
pégina del titulo (p4gina inicial, portada). el resumen, ¢l texto, los
agradecimientos, las referencias, los cuadros y los pies o epigrafes
de las ilustraciones.

Cada componente del manuscrito empezard en pdgina aparte,

1 Versidn espaiiola busada en: International Committee of Medical
Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to
biomedical journals. JAMA 1993:269:2282-6.

Este documento no estd protegido por derechas de autor. Puede
copiarse o reimprimirse sin autorizacion, siempre y cuando se hagn
sin fines de lucro.

Las consultas y observaciones deben dirigirse a Ketlileen Case,
Secretariat Office, Annals of Internal Medicine, /ndependerce Mall
West. Sixth Street at Race, Philadelphia, PA 19106-1572.
Traduccién: Dr. Gustavo A. Silva, traductor y redactor médico,
miembro de la American Medical Writers Association, el Council of
Biology Editors y la European Association of Science Editors.
Direccidn postal: 5313 King Charles Way, Bethesda, MD 20814,
Estados Unidos de América.

2 Actualmente se hallan representadas en el comité las siguientes
revistas y publicaciones: Annals of Internal Medicine, British Medical
Journal, Canadian Medical Association Journal, The Journal of the
American Medical Association. The Lancet, The Medical Journal of
Australia, The New England Journal of Medicine. New Zealand
Medical Journal, Tidsskrift for den Lageforeing, The Western Journal
of Medicine e Index Medicus.

3 Articulo original publicado en el Bol of Sanit Panam 116(2):146-59.
1994,

siguiendo esta secuencia: pdgina del titulo; resumen y palabras
clave; texto; agradecimientos; referencias; cuadros (cada uno,
junto con el titulo y las notas al pie, en pagina aparte); y pies o
epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentardn en forma de impresiones
fotograficas de buena calidad, en papel satinado, sin montar y
generalmente de 127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm.

Las ccpias del manuscrito y de las ilustraciones en e} nimero
requerido (véanse las instrucciones de la revista) se remitirdn en
un sobre de papel resistente. El manuscrito ird acompafiado de una
carta explicatoria, segun se describe mds adelante en “*Presentacion
del manuscrito a la revista”, y de Jos permisos necesarios para
reproducir material ya publicado o para usar ilustraciones ¢n las
que se pueda identificar a alguna persona.

Siganse las instrucciones de la revista con respecto a la cesién
de los derechos de autor. Los autores conservaran copia de todo
lo enviado. '

PUBLICACION PREVIA Y DUPLICADA

La mayoria de los directores de revista no desean considerar
para publicacién un manuscrito acerca de un trabajo que ya se ha
dado a conocer en un articulo publicado 0 que se ha descrito en
un articulo propuesto o aceptado para publicacién en otra parte,
ya sea un medio impreso o electrénico. Por lo general, esta norma
no impide congiderar un articulo rechazado por otra revista o una
comunicacién completa que sigue a 1a publicacién, por lo comin
bajo la forma de un resumen, de un informe preliminar. Tampoco
impide considerar un articulo presentado en una reunidn cientifica
si éste no aparece integramente en las actas de la reunién o una
publicacién semejante. Las informaciones periodisticas acerca de
la reuni6n no se considerardn en general como infracciones de esta
regla, pero no habrédn de ampliarse mediante datos suplementarios
o copias de los cuadros o las ilustraciones. Cuando se propone un
articulo para publicaci6n, el autor estd obligado a informar ple-
namente al director de la revista acerca de cualquier presentacién
del documento a otras revistas o cualquier informe anterior que
pudiera considerarse publicacién previa o duplicada de un mismo
trabajo o de uno muy semejante. Junto con el manuscrito se
incluirdn copias de los documentos pertinentes para ayudar al
director a décidir la manera de hacer frente a este asunto.

Rara vez se justifica 1a publicacién miiltiple, que se define
como el acto de publicar més de ana vez los mismos resultados



de un estudio, aunque la redaccién se cambie. Una posible justi-
ficacién es la publicacién secundaria en otro idioma, siempre y
cuando se cumplan las siguientes condiciones:

1. Se informard cabalmente a los directores de las dos
revistas involucradas; el director de la publicacién se-
cundaria tendré en su poder una fotocopia, reimpreso o
manuscrito de la versién primaria.

2. Se respetar4 la precedencia de la publicacién primaria
dejando transcurrir un intervalo de por lo menos dos
semanas antes de sacar a la luz la versién secundaria.

3. Elarticulo secundario estarddirigido aun grupo diferente
de lectores y no serd simplemente una traduccién del
primario; incluso, a menudo basta con una versién re-
sumida.

4. La versién secundaria reflejard fielmente los datos y las
interpretaciones de la primaria.

5. Mediante una nota colocada al pie de la primera pdgina
de la versién secundaria, se informara a los lectores, los
colegas de los autores y los organismos de documen-
tacién que el articulo se ha editado y se destina a un
puiblico nacional en paralelo con la versién primaria,
basada en los mismos datos € interpretaciones. Este
podria ser un texto apropiado para dicha nota: “El
presente articulo estd basado en un estudio que se dio
a conocer primero en (titulo de la revista y referencia
completa)”.

Los directores no aceptardn la publicacién miltiple que dis-
crepe de la definicién anterior. Si los autores transgreden estaregla,
tendrdn que atenerse a las medidas editoriales del caso.

La divulgacion preliminar, generalmente por conducto de los
medios de comunicacién de masas, de la informacién cientifica
contenida en un articulo ya aceptado pero aiin sin publicar repre-
senta una infraccién de las normas de muchas revistas. En contadas
ocasiones, y s6lo mediante previo acuerdo con el director, puede
aceptarse la diseminacién preliminar de datos; por ejemplo, cuando
se trata de precaver a la gente contra ciertos riestos para la salud
publica.

PREPARACION DEL MANUSCRITO

Mecanografiese o imprimase el manuscrito en papel bond
blanco de 216 x 279 mm o de la medida estandar 1SO A4 (212
X 297 mm), con méirgenes de por lo menos 25 mm. Escribase
solamente sobre una cara del papel. Utilicese doble espacio a lo
largo de todo el manuscrito o impreso de computadora, incluidos
la pégina del titulo, €l resumen, el texto, los agradecimientos, las
referencias, cada uno de los cuadros y los pies o epfgrafes de las
ilustraciones. Cada uno de los siguientes componentes comenzaré
en hoja aparte: pagina del titulo, resumen y palabras clave, texto,
agradecimientos, referencias, cada uno de los cuadros y los pies
o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las pdginas en forma
consecutiva, empezando por la del tftulo. Sobre el d4ngulo superior
o inferior derecho de cada pégina anétese el mimero correspon-
diente.

PAGINA DEL TITULO

La primera pégina contendr4: a) el t{tulo del articulo, que serd
conciso pero informativo; b) nombre y apellido(s) de cada autor,
acompafiados de sus grados académicos méds importantes y su
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afiliacién institucional; ¢) nombre del departamento o departamen-
tos y la institucién o instituciones a los que se debe atribuir el
trabajo; d) declaraciones de descargo de responsabilidad, si las hay;
€) nombre y direccién del autor que se ocupard de la correspon-
dencia relativa al manuscrito; f) nombre y direccién del autor a
quien se dirigirdn las solicitudes de separatas, o nota informativa
de que los autores no las proporcionardn; g) origen del apoyo
recibido en forma de subvenciones, equipo o medicamentos; y h)
titulo abreviado (titulillo) que no pase de 40 pulsaciones (contando
caracteres y espacios), el cual se colocara, debidamente rotulado,
en la dltima linea de la pigina inicial.

AUTORIA

Todas las personas designadas como autores habran de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autoria. Cada autor
debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad publica por su contenido.

Para concederle a alguien el crédito de autor, hay que basarse
dnicamente en su contribucién esencial por lo que se refiere a: a)
laconcepcidn y el disefio del estudio, o el andlisis y la interpretacién
de los datos; b) la redaccién del articulo o la revisién critica de
una parte importante de su contenido intelectual; y ¢) la aprobacién
final de la versién que serd publicada. Los requisitos a, by ctendrdn
que cumplirse siempre. La participacién que consiste meramente
en conseguir financiamiento o recoger datos no justifica que se le
conceda a nadie el crédito de autor. Tampoco basta con ejercer la
supervisién general del grupo de investigacién. Toda parte del
articuloque seadecisivaconrespecto alas conclusiones principales
debera ser responsabilidad de por lo menos uno de los autores.

En un articulo de autor corporativo (colectivo) se especificard
quiénes son las personas principales que responden del documento;
alos demés individuos que colaboraron en el trabajo se les concederd
un reconocimiento por separado (véase *“Agradecimientos™).

Los directores de revista podran solicitar a los autores que
justifiquen la asignacién de la autorfa.

Cada vez con més frecuencia, los ensayos multicéntricos se
atribuyen a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo
que sean nombrados como autores, bien sea en la linea a conti-
nuacién del titulo o en una nota a pie de pégina, deben satisfacer
plenamente los criterios de autoria definidos en los Requisitos
uniformes. Los miembros del grupo que no los satisfagan deben
ser mencionados, con Ssu autorizacion, en la seccién de agradeci-
mientos o en un apéndice (véase “Agradecimientos™).

RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La segunda pdgina incluird un resumen (que no excedera las
150 palabras de extensién si es un resumen ordinario o las 250
si es uno estructurado). En él se indicardn los propdsitos del
estudio o investigacion; los procedimientos basicos (la seleccién
delos sujetos de estudio o los animales de laboratorio, los métodos
de observacién y analiticos); los resultados més importantes
(proporcidnense datos especificos y, de ser posible, su signifi-
cacién estadistica); y las conclusiones principales. Hagase hin-
capié en los aspectos nuevos o importantes del estudio o las
observaciones.

A continuacién del resumen agréguense, debidamente rotula-
das, de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los
indizadores a clasificar el articulo, las cuales se publicarin junto
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con el resumen. Utilicense para este propdsito los términos de la
lista Medical Subject Headings (MeSH) [Encabezamientos de
materia médica] del Index Medicus; en el caso de términos de
reciente aparicién que todavia no figuren en los MeSH, podrén
usarse las expresiones corrientes.

TEXTO

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

Introducciéon

Exprese el propésito del articulo. Resuma el fundamento l6gico
del estudio u observacién. Mencione las referencias estrictamente
pertinentes, sin hacer una revisiéon extensa del tema. No incluya
datos ni conclusiones del trabajo que estd dando a conocer.

Métodos

Describa claramente la forma como se seleccionaron los sujetos
observados o que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique los
métodos, aparatos (nombre y direccién del fabricante entre parén-
tesis) y procedimientos con detalles suficientes para que otros
investigadores puedan reproducir los resultados. Proporcione re-
ferencias de los métodos acreditados, incluidos los de indole
estadistica (véanse méas adelante); dé referencias y explique bre-
vemente los métodos ya publicados pero que no son bien cono-
cidos; describa los métodos nuevos o sustancialmente modificados,
manifestando las razones por las cuales se usaron y evaluando sus
limitaciones. Identifique exactamente todos los medicamentos y
productos quimicos utilizados, sin olvidar nombres genéricos,
dosis y vias de administracién.

Etica

Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, seflale
si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las
normas €ticas del comité (institucional o regional) que supervisa
la experimentacién en seres humanos o con la Declaracién de
Helsinki de 1975, enmendada en 1983. No use el nombre, las
iniciales ni el ndimero de clave hospitalaria de los pacientes,
especialmente en el material ilustrativo. Cuando dé a conocer
experimentos con animales, mencione si se cuamplieron las normas
de la instituci6n, las del Consejo Nacional de Investigacién de los
Estados Unidos o cualquier ley nacional acerca del cuidado y el
uso de animales de laboratorio.

Estadistica

Describa los métodos estadisticos con detalle suficiente para
que el lector versado en el tema y que tenga acceso a los datos

originales pueda verificar los resultados informados. Siempre que
sea posible, cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de error o incertidumbre de la medicién (por ¢j., in-
tervalos de confianza). No dependa exclusivamente de las pruebas
de comprobacién de hipétesis estadisticas, tales como el uso de
los valores P, que no transmiten informacién cuantitativa impor-
tante. Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentacién.
Proporcione los detalles del proceso de aleatorizacién. Describa
los medios utilizados para enmascarar las observaciones (método
ciego), indicando los resultados que dieron. Informe sobre las
complicaciones del tratamiento. Especifique el niimero de obser-
vaciones. Mencione las pérdidas de sujetos de observacién (por
¢j., las personas que abandonan un ensayo clinico). Siempre que
sea posible, las referencias sobre disefio del estudio y métodos
estadisticos serdn de trabajos vigentes (indicando el niimero de las
péginas), més bien que de los articulos originales donde se des-
cribieron por vez primera. Especifique cualquier programa de
computacién de uso general que se haya empleado.

Las descripciones generales de los métodos utilizados deben
aparecer en la seccién de métodos. Cuando resuma los datos en
la seccién de resultados, especifique los métodos estadisticos que
se emplearon para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y
figuras al minimo necesario para explicar el tema central del
articulo y para evaluar los datos en que se apoya. Use gréficas en
vez de los cuadros subdivididos en muchas partes; no duplique los
datos en las gréficas y los cuadros. Evite el uso no técnico de
términos de la estadistica, tales como “al azar” (que entrafia el
empleo de un método de aleatorizacién), “normal”, “significativo”,
“correlacién” y “muestra”. Defina los términos, las abreviaturas
y la mayor parte de los simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los resul-
tados siguiendo una secuencialdgica. No repita en el texto los datos
de los cuadros o las ilustraciones; destaque o resuma tan solo las
observaciones importantes.

Discusién

Haga hincapié en los aspectos nuevos ¢ importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con
pormenores los datos u otra informacién ya presentados en las
secciones de introduccidn y resultados. Explique en la seccién de
discusién el significado de los resultados y sus limitaciones, in-
cluidas sus consecuencias para la investigacién futura. Relacione
las observaciones con otros estudios pertinentes. Establezcael nexo
de las conclusiones con los objetivos del estudio, pero absténgase
de hacer afirmaciones generales y extraer conclusiones que no
estén completamente respaldadas por los datos. No reclame ningin
tipo de precedencia ni mencione trabajos que no estén terminados.
Proponga nuevas hipétesis cuando haya justificacién para ello,
pera identificdndolas claramente como tales. Cuando sea apropia-
do, puede incluir recomendaciones.

AGRADECIMIE’NTOS

« En un lugar adecuado del articulo (como nota al pie de la
primera pégina o como apéndice del texto; véanse los requisitos
de la revista) una o varias declaraciones especificardn a) las co-
laboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican la



autoria, tales como el apoyo general del jefe del departamento; b)
la ayuda técnica recibida; c) el agradecimiento por el apoyo finan-
ciero y material, epecificando la indole del mismo; d) las relaciones
financieras que puedan suscitar un conflicto de intereses.

Las personas que colaboraron intelectualmente pero cuya par-
ticipaci6n no justifica la autorfa pueden ser citadas por su nombre,
afiadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por ejemplo, “asesor
cientifico”, “revisién critica de la propuesta para el estudio”,
“recoleccién de los datos™, “participacién en el ensayo clinico”.
Estas personas deberdn conceder su permiso para ser nombradas.
Los autores se responsabilizan de obtener la autorizacién por
escrito de las personas mencionadas por su nombre en los agra-
decimientos, pues los lectores pueden inferir que estas respaldan
los datos y las conclusiones.

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurard en un
pérrafo separado de los testimonios de gratitud por otras contri-
buciones.

REFERENCIAS

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

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante,
los cuales estdn basados en el formato que la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos usa en el Index Medicus.
Abrevie los titulos de las revistas de conformidad con el estilo
utilizado en dicha publicacién. Consulte la List of Journals Indexed
in Index Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus],
que se publica anualmente como parte del nimero de enero y como
separata.

Absténgase de utilizar los resiimenes como referencias. Tam-
poco cite como referencias las “observaciones inéditas” y las
“comunicaciones personales”. En cambio, puede usted insertar
en el texto (entre paréntesis) las referencias a comunicaciones
escritas, no verbales. Asimismo, incluya en las referencias los
articulos aceptados aunque todavia no estén publicados; en este
caso, indique el titulo de la revista y agregue “En prensa”. La
informaci6n sobre manuscritos presentados a una revista pero que
aln no han sido aceptados citela en el texto como “observaciones
inéditas” (entre paréntesis).

Los autores verificardn las referencias cotejdndolas contra los
documentos originales.

Se presentan a continuacién una serie de ejemplos de formas
correctas de referencias.

Articulos de revistas cientificas

1. Articulo ordinario (Incliyase el nombre de todos los au-
tores cuando sean seis 0 menos; si son siete 0 mas, anétese
. s6lo el nombre de los seis primeros y agréguese “et al.”):

4 Evidentemente, por “extranjero” se entiende aquf en relacion con el
idioma inglés, pues los ejemplos de referencias bibliogrdficas se han
trasladado directamente del original, sin adaptarlas. (N. del T.).

10.

11.

12.
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YouCH, LeeKY,CheyRY, MenguyR. Electro-gastrographic
study of patients with unexplained nausea, bloating and vomiting.
Gastroenterology 1980 Aug;79(2):311-4.

Como opci6n, si una revista utiliza la paginacién continua a
lo largo de un volumen, podrdn omitirse el mes y el niimero:

YouCH,LeeKY, CheyRY,Menguy R. Electro-gastrographic
study of patients with unexplained nausea, bloating and vomiting,.
Gastroenterology 1980;79:311-4,

Goate AM, Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA, Lai
LY, et al. Predisposing locus for Alzheimer’s disease on
chromosome 21. Lancet 1989;1:352-5.

Autor corporativo:

The Royal Marsden Hospital Bone-marrow Trans-plantation
Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without
preconditioning in post-hepatitis marrow aplasia. Lancet
1977;2:742-4.

No se indica el nombre del autor:

Coffee drinking and cancer of the pancreas [editorial]. BMJ
1981;283:628.

Articulo en idioma extranjerod4:

Massone L, Borghi S, Pestarino A, Piccini R, Gambini C.
Localisations palmaires purpuriques de la dermatite
herpétiforme. Ann Dermatol Venerol 1987;114:1545-7.

Suplemento de un volumen:

Magni F, Rossoni G, Berti F. BN-52021 protects guinea-pig
from heart anaphylaxis. Pharmacol Res Commun 1988;20
Suppl 5:75-8.

Suplemento de un ndmero:

Gardos G, Cole JO, Haskell D, Marby D, Paine SS, Moore
P. The natural history of tardive dyskinesia. J Clin
Psychopharmacol 1988;8(4 Suppl):315-378S.

Parte de un volumen:

Hanly C. Metaphysics and innateness: a psycho-analytic
perspective. Int J Psychoanal 1988;69(Pt 3):389-99.

Parte de un nimero:

Edwards L, Meyskens F, Levine N. Effect of oral isotretinoin
on dysplastic nevi. ] Am Acad Dermatol 1989;20(2 Pt 1):257-
60.

Nuamero sin volumen:

Baumeister AA. Origins and control of stereotyped movements.
Monogr Am Assoc Ment Defic 1978;(3):353-84.

Sin namero ni volumen:

Danoek K. Skiing in and through the history of medicine. Nord
Medicinhist Arsb 1982:86-100.

Paginacién en nimeros romanos:

Ronne Y. Ansvarsfall. Blodtransfusiontill fel patient. Vardfacket
1989;13:XVI-XXVIL.

Indicacién del tipo de articulo, segin corresponda:
Spargo PM, Manners JM. DDAVP and open heart surgery
[letter]. Anaesthesia 1989;44:363-4.

Fuhrman SA, Joiner KA. Binding of the third component of
complement C3 by Toxoplasma gondii [abstract]. Clin Res
1987;35:475A.
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13.

14.

15.

17.

Articulo que contiene una retractacién:

Shishido A. Retraction notice: Effect of platinum compounds
on murine lymphocyte mitogenesis [Retraction of Alsabti EA,
Ghalib ON, Salem MH. In: Jpn J Med Sci Biol 1979;32:53-
65]. Jpn J Med Sci Biol 1980;33:235-7.

Articulo retirado por retractacién:

Alsabti EA, Ghalib ON, Salem MH. Effect of platinum
compounds on murine lymphocyte mitogenesis [Retracted by
Shishido A. In: JpnJ Med Sci Biol 1980;33:235-7]. Jpn J Med
Sci Biol 1979;32:53-65.

Articulo que contiene un comentario sobre otro trabajo:
Piccoli A, Bossatti A. Early steroid therapy in IgA neuropathy:

still an open question [comment]. Nephron 1989;51:289-91.
Comment on: Nephron 1988;48:12-7.

. Articulo que ha sido comentado en otro trabajo:

Kobayashi Y, Fujii K, Hiki Y, Tateno S, Kurokawa A, Kamiyama
M. Steroid therapy in IgA nephropathy: a retrospective study
inheavy proteinuric cases [see comments]. Nephron 1988;48:12-
7. Comment in: Nephron 1989;51:289-91.

Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas:

Schofield A. The CAGE questionnaire and psycho-logical
health [published erratum appears in BrJ Addict 1989;84:701].
Br J Addict 1988;83:761-4.

Libros y otras monografias

18.

19.

20.

21.

22.

23,

24.

Individuos como autores:

Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment.
2nd rev ed. London: S Paul, 1986.

Directores o compiladores como autores:

Diener HC, Wilkinson M, editors. Drug-induced headache.
New York: Springer-Verlar, 1988. v
Organizacién como autor y editor:

Virginia Law Foundation. The medical and legal implications
of AIDS. Charlotterville: The Foundation, 1987.

Capitulo de libro:

Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors.
Pathologic physiology: mechanisms of disease. Philadelphia:
Saunders, 1974:457-72.

Actas de conferencias:

Vivian VL, editor. Child abuse and neglect: a medical community
response. Proceedings of the First AMA National Conference
on Child Abuse and Neglect; 1984 Mar 30-31; Chicago.
Chicago: American Medical Association, 1985.

Articulo presentado a una conferencia:

Harley NH. Comparing radon daughter dosimetric and risk
models. In: Gammage RB, Kaye SV, editors. Indoor air and
human health. Proceeding of the Seventh Life Sciences
Symposium; 1984 Oct 29-31; Knoxville (TN). Chelsea (MI):
Lewis, 1985:69-78.

Informe cientifico o técnico:

Akutsu T. Total heart replacement device. Bethesda (MD):
National Institutes of Health, National Heart and Lung Institute;

1974 Apr. Report No.: NIH-NHLI-69-2185-4.
25. Tesis doctoral:

Youssef NM. School adjustment of children with congenital
heartdisease [dissertation]. Pittsburgh (PA): Univ of Pittsburgh,
1988.

26. Patente:

Harred JF, Knight AR, McIntyre JS, inventors. Dow Chemical
Company, assignee. Epoxidation process. US patent 3,654,317.
1972 Apr 4.

Otros trabajos publicados
27. Articulo de periddico:

Rensberger B, Specter B. CFCs may be destroyed by natural
process. The Washington Post 1989 Aug 7;Sect A:2(col 5).

28. Material audiovisual:
AIDS epidemicthe physician’s role {videorecording]. Cleveland
(OH): Academy of Medicine of Cleveland, 1987.

29. Archivo de computadora:
Renal system [computer program]. MS-DOS version.
Edwardsville (KS): Medi-Sim, 1988.

30. Documentos legales:
Toxic Substances Control Act: Hearing on S776 Before the
Subcomm. on the Environment of the Senate Comm. on
Commerce, 94th Congr., 1st Sess. 343 (1975).

31. Mapas:
Scotland [topographic map]. Washington: Nattonal Geographic
Society (US), 1981.

32. Libro de la Biblia:
Ruth 3:1-18. The Holy Bible. Authorised King James version.
New York: Oxford Univ Press, 1972.

33. Diccionarios y obras de consulta semejantes:
Ectasia. Dorland’s illustrated medical dictionary. 27th ed.
Philadelphia: Saunders, 1988:527.

34. Obras clasicas:
The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete
works of William Shakespeare. Londond: Rex, 1973.

Trabajos inéditos

35. En prensa:

Lillywhite HB, Donald JA. Pulmonary blood flow regulation
in an aquatic snake. Science. In press.

CUADROS

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en hoja
aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones fotogra-
ficas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en que se
citan por primera vez en ¢l texto, y asigne un titulo breve a cada
uno. Cada columna llevard un encabezamiento corto o abreviado.
Las explicaciones irdn como notas al pie y no en el encabezamiento.
En las notas al pie se explicarin todas las abreviaturas no usuales
empleadas en cada cuadro. Como llamadas para las notas al pie,
utilicense los simbolos siguientes en la secuencia que se indica:
SRS ILE T E

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales como



la desviacién estandar y el error estdndar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros.

Cerciérese de que cada cuadro sea citado en el texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenientes de otra
fuente, obtenga la autorizacién necesaria para reproducirlos y
conceda el reconocimiento cabal que corresponde.

Incluir un ndmero excesivo de cuadros en relacién con la
extensién del texto puede ocasionar dificultades al confeccionar
las paginas. Examine varios niimeros recientes de la revista a la
que planea presentar el articulo y calcule cuantos cuadros pueden
incluirse por cada millar de palabras de texto.

Al aceptar un articulo, el director podrd recomendar que los
cuadros suplementarios que contienen datos de respaldo importan-
tes, pero que son muy extensos para ser publicados, queden de-
positados en un servicio de archivo, como el National Auxiliary
Publications Service (NASP) [Servicio Nacional de Publicaciones
Auxiliares] en los Estados Unidos, o que sean proporcionados por
ios autores a quien lo solicite. En tal caso, se agregard en el texto
la nota informativa necesaria. Sea como fuere, dichos cuadros se
presentaran junto con el articulo.

ILUSTRACIONES (FIGURAS)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por la revista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en
forma profesional; no se aceptarin los letreros trazados a mano
o con méquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografias
y otros materiales de ilustracién originales, envie impresiones
fotogréficas en blanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado
y que midan 127 ee 173 mm, sin exceder de 203 e 254 mm. Las
letras, nimeros y simbolos serdn claros y uniformes en todas las
ilustraciones; tendran, ademds, un tamafio suficiente para que sigan
siendo legibles incluso después de la reduccién necesaria para
publicarlas. Los titulos y las explicaciones detalladas se incluirdn
en los pies o epigrafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el nimero de la figura, el nombre del autor y cudl es la parte
superior delamisma. No escribadirectamente sobre el dorsode las figuras
ni las sujete con broches para papel, pues se rompen y quedan marcadas.
Las figuras no se doblardn ni se montarin sobre e} cartén.

Las fotomicrograffas incluirdn en si mismas un indicador de
laescala. Los simbolos, flechas y letras usados en éstas contrastardan
claramente con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, éstas no deberdn ser
identificables; de lo contrario, habrd que anexar un permiso por
escrito para poder utilizarlas.

Las figuras se numerardn en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocerd la fuente original y se presentard la autorizacién por
escrito que el titular de los derechos de autor concede para repro-
ducirla. Este permiso es necesario, independientemente de quién
sea el autor o la editorial; la dnica salvedad son los documentos
, considerados como de dominio publico.

En el caso de las ilustraciones en color, averigiie si la revista
necesita negativos, transparencias o impresiones fotograficas. La
inclusién de un diagrama en el que se indique la parte de la
fotograffa que debe reproducirse puede resultar 1til a la redaccién.
Algunas revistas publican ilustraciones en color dnicamente si el
autor paga el costo extra. '
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Pies o epigrafe de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiarin
o imprimiran a doble espacio, comenzando en hoja aparte e iden-
tificdndolos con los nimeros arabigos correspondientes. Cuando
se utilicen simbolos, flechas, nimeros o letras para referirse a
ciertas partes de las ilustraciones, serd preciso identificar y aclarar
el significado de cadaunoen el pie o epigrafe. Enlas fotomicrografias
habré que explicar la escala y especificar el método de tincion.

UNIDADES DE MEDIDA

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresardn
en unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro)
o sus miiltiplos y submultiplos.

Las tempcraturas se consignarén en grados Celsius. Los valores
de presi6n arterial se indicardn en milimetros de mercurio.

Todos los valores heméticos y de quimicaclinica se presentardn
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (SI). La redaccién de la revista
podré solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agre-
guen unidades alternativas o distintas de las del SL.

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Utilice Uinicamente abreviaturas ordinarias. Evite las abrevia-
turas en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera vez
una abreviatura, ésta ird precedida del término completo, salvo si
se trata de una unidad de medida comin.

PRESENTACION DEL MANUSCRITO A LA REVISTA

Envie por correo el niimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias
y las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartén para evitar que
las fotograffas se doblen durante la manipulacién postal. Meta las
fotografias y transparencias en su propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompafiados de una carta de presenta-
cién que proporcione: a) informacién acerca de la publicacién
previa o duplicada, la presentacién del manuscrito a otra revista
o la publicacién de cualquier parte del trabajo, segtin lo expresado
en lineas arriba; b) una manifestacion de las relaciones financieras
ode otro tipo que pudieran desembocar en un conflicto de intereses;
c) una declaracién de que el manuscrito ha sido leido y aprobado
por todos los autores, que se ha cumplido con los requisitos de la
autorfa expuestos anteriormente en el presente documento y, mas
aiin, que cada uno de los autores cree que el manuscrito representa
un trabajo honrado; y d) el nombre, la direccién y el nimero
telefénico del autor corresponsal, quien se encargard de comuni-
carse con los demds autores en lo concerniente a las revisiones y
a la aprobacién final de las pruebas de imprenta. La carta incluird
cualquier informacién suplementaria que pueda resultar Gtil para
el director, tal como el tipo de articulo que el manuscrito representa
para esa revista en particular y si el autor (o los autores) estarfa(n)
dispuesto(s) a sufragar ¢l costo de reproducir las ilustraciones en
color.

El manuscrito se acompafiara de copias de los permisos con-
cedidos para reproducir material ya publicado, para usar ilustra-
ciones o revelar informacién personal delicada sobre individuos
que puedan ser identificados, o para nombrar a ciertas personas
por su colaboracién.
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MANUSCRITOS EN DISQUETE

Tratandose de articulos que estdn cercanos ala aceptacidn final,
algunas revistas piden que los autores proporcionen los manuscri-
tos en forma electrénica (en disquetes) y pueden aceptar una
variedad de formatos de procesamiento de textos o archivos (tam-
bién llamados “ficheros”) de texto (ASCII).

Al presentar disquetes, los autores deben:

1. Cerciorarse de incluir un impreso de la versién del ma-
nuscrito en disquete.

2. Incluir en el disquete solamente la versién mds reciente
del manuscrito.

3. Poner muy claramente el nombre del archivo.

4. Rotular el disquete con el formato y el nombre del
archivo.

5. Facilitar informacién sobre e} software y el hardware
empleados.

En las instrucciones de la revista dirigidas a los autores, éstos
deben consultar cudles son los formatos que se aceptan, las con-
venciones para denominar los archivos y disquetes, el niimero de
copias que han de enviarse, y otros detalles del caso.

Revistas participantes

Las revistas que han notificado al Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas su disposicién a que se les envien
manuscritos preparados de conformidad con las versiones anterio-
res de los Requisitos uniformes del Comité mencionan este hecho
en sus instrucciones a los autores. La lista completa de ellas puede
solicitarse a la Oficina de la Secretaria en Annlas of Internal
Medicine.
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Existe una estrecha relacién entre la anemia por deficiencia
de hierro y las alteraciones en el desarrollo mental y motor en
los nifios e infantes. Ademas se ha encontrado que los nifios
preescolares con anemia por deficiencia de hierro tienen
dificultad en aprender a discriminar entre estimulos visuales
0 para mantener atencién selectiva. En los nifios mayores de
6 afios y en adolescentes esta condicién estd asociada a un
pobre rendimiento escolar y problemas de atencién y
memaoria reciente.

Es importante seleccionar alimentos que sean buenas
fuentes de hierro, como el higado, las carnes rojas, las aves,

el pescado, y alimentos fortificados como los cereales Kellogg's.
Un adecuado consumo y aprovechamiento de hierro, como
parte de una alimentacién balanceada, es esencial para
mantener una buena salud y calidad de vida. En el caso de
nuestros nifios es vital oara contribuir a alcanzar su nivel
6ptimo de crecimiento fisico y desarrollo mental, y asi
ayudarles a asequrar un futuro 0P WVl A

exitoso y prospero. : m"i«.
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