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Avafiaçâo do programa de merenda escolar do Municipio 
de Campinas, Brasil

Elisabete Salay ^ e José Ferreira de Carvalho ^

Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigáo e Departamento de Estatística da Universidade Estadual
de Campiñas (UNICAMP). Campiñas - SP, Brasil

R ESU M O : O presente estudo teve como objetivos determinar as 
adequagóes calórica e protéica, diagnosticar a modalidade operativa 
e as dificuldades operacionais do Programa de Merenda Escolar na 
cidade de Campiñas do Brasil. Foi analisada urna amostra aleatòria 
com 6 escolas e 1.237 crianzas. Para determinar o consumo de 
energía e proteína empregou-se o método de pesagem direta dos 
alimentos. Um modelo de projeto alimentar foi elaborado para a 
análise da operacionalizagao. Os valores determinados das adequagóes 
foram muito baixos: 48.6±17.3 % de energía e 52.7 ±  17.2 % de 
proteína. Os valores de a d e q u a lo  das escolas nao + estatísticamente 
(a=0.05) que a eficácia e/ou impactos do programa em Campiñas 
poderiam estar sendo entravados pela falta de recursos e por diferen­
tes distorgóes operacionais. Dentre estas destacam-se: as elevadas 
quantidades de alimentos preparados e nao servidos às eri angas, o 
tipo de alimento utilizado, a ineficiéncia dos controles administrati­
vos, a baixa frequéncia de superviso de recursos humanos, a pequeña 
produgao de hortas escolares e a inexisténcia de controle de aqualidade 
dos alimentos, de avaliagóes, de participagao popular, de educagáo 
nutricional e de integragao com programas de saúde.

SUMMARY : Evaluation of a school-lunch p rog ram  in C am pinas, 
B razil. The objective of this study was to investigate the calorie and 
protein adequacies, to estabished the operation model and the 
operational difficulties o f the School-Lunch Program in Campinas, 
Brazil. Six schools ram donly selected (1,237 children) were 
investigated. Calorie and protein consumption were estimated by 
weighed records. A model food project was developed in order to 
analyse the city food-service operation. The adequacy values were 
very low: 48,6±17,3 % for energy and 52,7±17,2 % for protein. The 
Tukey test indicated that schools did not differ regarding adequacies 
(a=  0,005). The results suggested that the efficiency and/or the 
impact o f Campinas program may be limited by both, lack of 
resources and several operation failures such as: preparation of large 
amount o f food which is not served to the children; the type of the 
food served; the ineffective adm inistrative controls; the low 
supervision frequency, low school garden production and inefficient 
staff training; as well as the lack o f food quality control, evaluations, 
community participation, nutritional education had integration with 
health programs.

INTRODUÇÂO

A subalimentagâo infantil no Brasil representa ainda un 
problema social importante para o país. Assim, cerca de 5 
milhôes de crianças brasileiras menores de 5 anos soffem de 
desnutriçâo (1). As açôes públicas que interferem nos níveis

1 Professor Assistente Doutor, MS-3, Departamento de Planejamento 
Alimentar e Nutrigao, Faculdade de Engenharia de Alimentos, 
Universidade Estadual de Campiñas, CP 6121, CEP 13081-970, 
Campiñas, SP, Brasil.

2 Professor Adjunto, MS-5, Departamento de Estatística, Instituto de 
Matemática, Estatísticae Ciéncias da Computalo, Universidade Estadual 
de Campiñas.

de renda e de emprego da populagao sao as mais eficazes para 
a solugáo do p rob lem a n u tric io n a l nos p a íses  em 
desenv o lv im en to . E n tre tan to , v ário s  program as 
complementares podem colaborar para diminuir a prevaléncia 
dadesnutrigáo infantil. Dentre essas atividades, programas de 
alimentagáo escolar tém sido frequentemente implementados.

No Brasil, o Programa Nacional de Merenda Escolar 
(PNAE) foi instaurado em 1954. Atualmente, ele beneficia a 
mais de 30 milhoes de criangas, representando urna das mais 
importantes agoes da política social de alimentagáo do país. 
Entretanto, sabe-se que vários obstáculos operacionais reduzem 
a eficácia deste programa. Mas, necessita-se de análises mais 
aprofundadas sobre este tema. Na verdade, as pesquisas exis­
tentes, ou se restringiram á determinagáo dos impactos e/ou 
eficácia do servigo (2-5) ou á avaliagáo de sus operacionalizagáo
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168 SALAY e DE CARVALHO

(6-7). Análises que tentaram relacionar a eficácia do PNAE 
com a seu modo operacional, utilizando um modelo de projeto 
alimentar que facilite estudos comparativos, sao precárias (8 ).

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivos 
principáis determinar a eficácia do PNAE na cidade de 
Campiñas, diagnosticar sua modalidade operativa e verificar 
suas dificuldades operacionais ao nivel municipal.

MATERIAL E METODOS

Seleccionou-se urna amostra aleatoria contendo 6  escolas 
com 1.237 crianzas, a partir do universo de 38 escolas 
municipais de primeiro grau e 19.520 alunos de cidade de 
Campiñas.

A maioria dos dados foi coletada na semana de 20 a 24 de 
novembro de 1989 por urna equipe devidamente treinada.

Determinou-se a eficácia do PNAE como sendo as 
adequagóes calórica e protéica da alimentagáo consumida na 
escola em rela?áo ao objetivo alimentar do programa, ou seja, 
fomecer as c r ia b a s  urna refeÍ5 áo contendo 300 calorías e 8  

gramas de proteínas. Para isto, foi empregado o método de 
pesagem direta dos alimentos. A coleta de dados de consumo 
alimentar foi repetida por 5 dias. Realizou-se a conversáo da 
quantidade de alimentos consumidos em energía e proteínas 
pelo emprego de tabela de composi?3o química de alimentos 
(9), ou da ficha técnica dos produtos que foi fomecida pelas 
industrias.

Analisou-se o nivel micro da operacionalizafáo do pro­
grama. Neste sentido, a operacionaliza?áo foi considerada 
como sendo o conjunto de atividades realizadas, a partir de 
certa quantidade de recursos, para atingir objetivos pré-de- 
terminados (10). Foi elaborado um modelo de projeto alimentar, 
baseando-se em estudos anteriores (11-13). Utilizaou-se as 
no£oes de atividades básicas e atividades complementares 
empregadas pelo INCAP (11). Assim, os recursos considerados 
foram: humanos, materiais e comunitários. As atividades 
básicas estudadas foram: planeajamento, compra de alimen­
tos, estocagem, transporte, preparafño das refeifóes, controle 
de qualidade dos alimentos, controles administrativos, 
supervisao, formagao de pessoal e avaliagóes. As seguintes 
atividades complementares foram avahadas: programas de 
saúde, educagao nutricional, participado popular e produgao 
de hortas escolares (Fig. 1).

A análise das atividades e recursos foi deita empregando- 
se critérios qualitativos ou quantitativos, desde que pertinentes 
á cada elemento do processo (14-15). Para isto, foram 
submetidos questionários (com perguntas abertas e fechadas) 
aos responsáveis pelas atividades do programa ñas escolas da 
am ostra , nos sis tem as m un ic ipa is  de tran sp o rte  e 
armazenamento e na prefeitura. Além disto, foram determina­
dos, a partir dos dados de consumo alimentar outros indicadores 
de possíveis problemas operacionais: as porcentagens do 
custo de sobras limpas (PSL) (alimentos preparados mas nao 
servidos) e de restos (PR) (alimentos comestíveis servidos e

nao consumidos) em relaçâo ao custo dos alimentos prepara­
dos (16); a proporçâo de energía proveniente de proteínas (P) 
e de lipídeos (G) e a relaçâo G/P (17).

Os índices relativos ao consumo alimentarforamcalculados 
empregando-se o sistema SAS (SAS Institute Cary, NC, 
U SA ), em com pu tador IM B -3090  da U N IC A M P 
(Universidade Estadual de Campiñas). A análise estatística 
consistiu em estimar média aritmética, desvio-padrâo e realizar 
o teste de Tukey.

FIGURA 1 
Modelo de projeto alimentar utilizadoa

Recursos:
financeiros
humanos
materiais
comunitários

] i _________

objetivos:
nutrlclonalB

a Modelo elaborado baseando-se em estudos anteriores (11-13)
b Ver as definiçôes de atividades básicas e complementares em

INCAP (11)

RESULTADOS 

Características operacionais gérais do PNAE em C am piñas

O Programa de Merenda Escolar em Campiñas deveria 
cumprir as normas referentes à Municipalizaçâo da Merenda 
Escolar no Estado de Sao Paulo (18). Dentre essas destaca-se 
que a açâo operava de maneira descentralizada, isto é, o 
Governo do Estado de Sao Paulo repassava os recursos 
financeiros para o municipio comprar alimentos. As crianças 
beneficiárias permaneciam meio período (4 horas) ñas escolas 
onde recebiam urna refeiçâo. O programa funcionava 180 dias 
por ano. Ao nivel municipal, a Secretaria Municipal da 
Educaçâo, orgâo ligado à prefeitura, responsbilizava-se pelo 
PNAE.

A logística básica diagnosticada do programa foi a seguinte: 
de très em très meses a Secretaria Municipal da Educaçâo 
adquiría os alimentos, em geral, do tipo formulado; a seguir, 
depositava-se os produtos alimenticios no Armazém Municipal 
da Merenda Escolar; todo mes a prefeitura distribuía os 
alimentos ás escolas que os armazenavam, preparavam e 
distribuíam aos alunos.

Atividades básicas:b
plañejamento 

compra de alimentos 
estocagem 
transporte 

preparagáo das refeigdes 
controle de qualidade 

dos alimentos 
controle administrativo 

supervisáo 
formagáo de pessoal 

avaliagáo

Atividades complementares:b 
programa de saúde 

educaçâo nutricional 
participaçlo popular 

produçâo de hortas escolares
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A Tabela 1 apresenta a estrutura de custo do PNAE em 
Campiñas. Nota-se que os itens mais importantes do custo de 
operagào do programa foram os alimentos (61.0 %) e a mào de 
obra (36.4 %). O custo anual foi de 13.7 US$ (novembro de 
1989) por crianga.

TABELA 1
ESTRUTURA DO CUSTO MÈDIO MENSAL DO 

PROGRAMA DE MERENDA ESCOLAR NA CIDADE 
DE CAMPIÑAS

Item Custo 
(US $)a

Porcentagem do 
Custo Total (%)

Custo/Criança 
(US %/Criança)

Alimentos 27.041,89 61.0 1.39
Merendeiras
Armazém 16.109,44 36,4 0,83
Municipal 353,77 0.8 0.02
Transporte 466,04 1,1 0,02
Gaz 326,62 0,7 0,02
Total 44.294,76 1 0 0 ,0 2,28

a 1 dólar equivale a 7,33 cruzeiros de 30-11-1989 
(taxa oficial de compra).

A d e q u a lo  da merenda escolar

As adequagòes calòrica e protéica do Programa de Merenda 
Escolar na cidade de Campiñas encontram-se na Tabela 2. 
Ressalta-se que em nenhuma das escolas analisadas as 
adequagòes atingiram valores desefáveis (100.0 %). Na escola 
2 encontrou-se valores de adequagòes tao baixos quanto 33,4 
% de energia e 38,3 % de proteina. A institu ido 5 foi a que 
apresentou valores de adequagòes superiores: 56,6 % de 
energia e 64.7 % de proteína. As médias gerais de adequagáo 
foram: 48,6±17,3 % de caloria e 52,7±17,2 % de proteína. Os 
valores definidos em cada escola nao apresentaram diferenga 
estatística (a=  0,05).

TABELA 2
A D E Q U A L O  ENERGÉTICA (%) E PROTÉICA (%) DA 

MERENDA SERVIDA ÑAS ESCOLAS MUNICIPAIS 
PRIMARIAS DE CAMPIÑAS3

Escola Adequaçâo de^ Adequaçâo de^
Energia (%) Proteína (%)

1 47,2 ±  4,1 59,7 ± 3,9
2 33,4 ± 8 ,4 38,3 ±  10,3
3 51,0 ± 3 ,0 52,9 ± 9,3
4 48,2 ±  25,4 50,6 ±  20,7
5 56,6 ± 27 ,4 64,7 ±  28,5
6 55,3 ± 13,4 50,0 ±13,8

Média geral 48,6 ±17 ,3 52,7 ± 17,2

a Valor médio de 5 repetigóes ±  desvio-padrao. 
b Os valores nao foram significativamente diferentes (a=  0,05), 

segundo o teste de Tukey.

Operacionalizagào e suas dificuldades

Os recursos: Das escolas analisadas, sómente 50 % 
consideravam suficiente a quantidade de alimentos fomecidos 
pela prefeitura. Na verdade, os recursos financeiros repassados 
pelo Governo do Estado de Sao Paulo para a compra de 
alimentos foram insuficientes, isto é, 0 , 6  cruzeiros (novembro 
de 1989) por crianga e refeigáo. Este valor equivalia, por 
exemplo, a somente 135 calorías de pao de trigo.

Relatou-se a falta de equipamentos e utensilios: em 17 % 
das escolas para preparar os alimentos e em 33 % para servir 
as refeigóes. As instituigóes estavam equipadas para preparar 
refeigóes simples, na verdade, elas possuíam somente fogao 
(100 % das escolas) e geladeira (67 % das escolas).

A mào de obra administrativa foi considerada precària. 
Em especial, íiecessitava-se de pessoal para supervisionar o 
programa. Um total de 33 % das escolas relataram a falta de 
merendeiras.

Os recursos comunitários foram raramente empregados 
no PNAW de Campiñas em 1989.

As atividades: Relatizava-se a compra de alimentos pela 
m odalidade operativa m ais dem orada e com plicada 
(concorréncia) de 3 em 3 meses, quando o Governo do Estado 
de Sao Paulo repassava os recursos financeiros. Para a selegao 
dos fornecedores de alimentos, utilizava-se os seguintes 
critérios: conteúdo calórico e protéico, nivel de aceitagào e 
custo, citados em ordem de prioridade.

Foi considerado precàrio o Sistema Municipal de Trans­
porte, pois somente fois veículos serviam ao programa, além 
de serem empregados para outros fins. Nao ocorriam perdas 
importantes de alimentos durante o transporte.

O Armazém Municipal da Merenda Escolar apresentava 
condigóes de armazenagem precárias (desinfecgñes feitas 
raramente, alimentos empilhados com pouca sistematizagao, 
etc.). Ao nivel das escolas sómente 50 % délas consideravam 
boa sua estrutura de estocagem. Nao se observaram perdas 
importantes de alimentos na armazenagem, tanto ñas escolas 
como no Armazém Municipal da Merenda Escolar.

A Secretaria M unicipal da Educagào planejava a 
quantidade de alimentos para ser adquirida e estocada a partir 
do número médio de refeigóes de cada instituigáo. Este 
procedimento foi prejudicado pelo fato dele depender da 
quantia de recursos financeiros repassada pelo Governo do 
Estado de Sao Paulo, a qual aprefeitura desconhecia. Utilizava- 
se alimentos formulados contrariamente ás indicagóes da 
Municipalizagào da Merenda (18) pois, argumentava-se nào 
existir infraestructura para preparar alimentos in natura. A 
prefeirua sugería o seguirne cardápio semanal: leite como 
chocolate e bolacha; sopa de legumes com pedagos de carne; 
polenta com proteína texturizada de soja e molho; curau; e 
sopa de legumes com pedagos de frango.

O fo rnecim en to  da m erenda  foi in te rro m p id o  
frequentemente em 33 % das escolas devido à falta de alimen­
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tos, água e material de cantina.
A Tabela 3 apresen ta os valores de P, G e G/P da merenda 

das escolas de Campiñas. A média gérai de P foir de 12,9 ±2,9 
% e portanto levemente superior ao desejável. As médias de G 
eG /P  estavam dentro dos limites sugeridos: 25,2 ± 8,2 % e 2,1 
±  0,9 %, respectivamente. A aplicaçâo do teste de Tukey 
mostrou que as médias das escolas de P, G, e G/P nâo foram 
significativamente diferentes (a=  0,05).

TABELA 3
VALORES DE P (PROPORÇÂO DE ENERGIA PROVE­

NIENTE DE PROTEÍNA) (%), G (PROPORÇÂO DE 
ENERGIA PROVENIENTE DE LIPÍDEOS) (%) E G/P 

DA MERENDA DAS ESCOLAS DE CAMPIÑAS21

Escola P(%)b G(%)b G/Pb

1 13,6 + 2,0 2 1 , 0  ± 1 2 ,1 1 ,6  ± 1 ,0

2 12,4 ± 2 ,0 11,1 ± 3 ,4 1,0 ± 0 ,5
3 11,3 ± 2 ,6 30,4 ± 4,7 2,9 ± 0,5
4 12,2 ± 4 ,8 13,2 ±7 ,6 1,4 ±1 ,3
5 13,3 ±7 ,5 21,8 ±  13,8 2,2 ± 1 ,4
6 9,9 ±  2,8 27,0 ± 10,6 3,0 ± 1,3
M édia geral 12,9 ± 2 ,9 25,2 ± 8 ,2 2,1 ± 0 ,9

Faixa do Valor 
desejável 1 1  - 1 2 2 0 -3 0 2,5 - 2,5

a Valor mèdio de 5 repetìfòes ±  desvio-padrào 
b Os valores nao foram significativamente diferentes (a= 0,05), 

segundo o teste de Tukey. 
c Segundo Araya & Arroyave (17).

As porcentagens dos custos de sobras limpas em relagào 
ao custo dos alimentos preparados (PSL) encontram-se na 
Tabela 4. Foram observados valores elevados de PSL, a mèdia 
geral das instituigòes sendo de 36,5 ±  23,8 %. As médias de 
cada escola nào foram significativamente diferentes de acordo 
com o teste de Tukey (a=  0,05). Portanto, em geral ñas escolas 
preparava-se mais alimentos do que o necessàrio para as 
criangas. Os valores de custos de restos foram insignificantes.

Os controles administrativos representavam, em geral, 
mais urna rotina burocrática do que urna forma de elevar a 
eficácia do servigo. Na verdade, nao existia urna integragáo 
dos diversos tipos de controle: por exemplo, a Secretaria 
Municipal da Educagào nào controlava os dados relativos aos 
alimentos armazenados no Armazém Municipal da Merenda 
Escolar. Além disto, as quantidades de alimentos preparados, 
servidos, restos e sobras limpas, nem qualquer outro tipo de 
perda, nào foram controladas.

As atividades como: formagáo de pessoal, supervisáo 
foram realizadas raramente em 1989. Outras, como o controle 
de qualidade dos alimentos e as avaliagoes inexistiam. As

seguintes atividades complementares nao foram realizadas: 
educagáo nutricional, participagáo dapopulagáo, e integragáo 
com programas de saúde. Somente urna escola analisada tinha 
urna horta, sendo a sua produgáo insignificante.

TABELA 4
VALORES DE PSL (PORCENTAGEM DO CUSTO DA 

SOBRA LIMPA) (%) DA MERENDA ESCOLAR EM 
CAMPIÑAS3

Escola PSL (%)

1 48,1 ± 21 ,4
2 53,7 ±  27,2
3 25,6 ±  18,9
4 21,9 ±  10,8
5 33,1 ±  14,2
6 22,3 ±26 ,5

Media geral 36,5 ±  23,8

DISCUSSÁO

Os resultados encontrados para as adequagfies de energía 
(48,6 ±  17,3%) e de proteína (52,7 ± 17,2%) mostram que o 
programa pouco de ve estar contribuindo para o melhoramento 
do estado nutricional das criangas. Estes dados estáo de acordo 
com outro estudo (8 ) no qual o Programa de Merenda Escolar 
operava de modo similar ao caso analisado. Mas, eles sao 
diferentes daqueles de outra pesquisa (5) onde determinou-se 
níveis de eficácia satisfatórios. Isto mostra a importancia do 
pressuposto feito anteriormente, ou seja, que é conveniente 
associar-se a análise da eficácia de programas alimentares 
com o estudo da operacionalizagáo.

Com efeito, a abordagem empregada no presente estudo 
(modelo de projeto alimentar), tem a vantagem de fornecer 
urna visáo abrangente dos problemas operacionais do programa. 
Entretanto, este tipo de análise, muitas vezes se limita a indicar 
a necessidade de estudos mais aprofundados sobre pontos 
específicos da operacionalizagáo (19). Levando em conta esse 
limite, destacou-seos seguintes en través operacionais a eficácia 
e/ou impactos do programa.

Observou-se a deficéncia de recursos: quantidade de re­
cursos financieros alocada escassa, infraestrutura precáira de 
transporte, de armazenamento e para preparar refeigoes mais 
elaboradas, carencia de recursos humanos administrativos e 
de merendeiras em cartas escolas (33 %). Além disto, náo se 
recorría aos recursos comunitários. Estes fatores, náo deixam 
de ser um obstáculo importante para que o programa atinja 
seus objetivos. Todavía o custo de operacionalizagáo do 
PNAE em Campiñas encontra-se na faixa de custo de agoes 
similares em outros países (20). Na verdade, ao lado da 
escasez de recursos, encontrou-se que ocorriam desperdicios 
e distrogoes operacionais.
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Os resultados obtidos sobre a porcentagem de custo de 
sobra limpa (36,5 ± 23,8 %) estao de acordo com aqueles 
determinados ñas escolas da Argentina (21). Este fato sugere 
que desperdicios e/ou desvios importantes ocorrem durante o 
preparo das refeiqóes. Talvez, devido á dificuldade das 
merendeiras de controlar o número de alunos que desejam 
consumir a merenda, ou mesmo, pelo fato da alim entado 
preparada servir a outras pessoas que nao o público alvo.

Outro ponto da destaque é a utilizado de alimentos formu­
lados. Na verdade, outra análise (8 ), que estudou um cardápio 
similar também determinou baixos valores de adequaqoes. Isto, 
portanto sugere que o tipo de alimento oferecido representa um 
obstáculo para a eficácia do programa.

Os controles administrativos do programa deveriam ser 
um elemento fundamental da sua operacionalizado, consi- 
derando-se os elevados níveis de desvios de recursos públicos 
no Brasil. Todavía, eles nao estavam implementados de modo 
a facilitar auditorias e evitar perdas e desvios de recursos (2 2 ).

Outras atividades que visam aumentar a eficácia e os 
impactos do servido como sugerido por vários trabalhos ( 1 1 - 
13,20,22) nao foram frequentemente emprendidas ou mesmo 
inexistiam: supervisáo, fo rm ado  de recursos humanos, con­
trole de qualidade, avaliaqoes, participado popular, produqao 
de hortas escolares, educado nutricional e in tegrado com 
programas de saúde.
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Balance de minerales durante la recuperación nutricional 
en lactantes con desnutrición energético-proteica

María Verónica Marín Briano K Carlos Castillo Durán ^ y Ricardo Uauy Dagach ^

Unidad de Nutrición Clínica, Instituto de Nutrición y Tecnología de los alimentos, INTA, Universidad de Chile. Santiago, Chile.

SUM M ARY. M ineral balance d u ring  nu tritional recupera tion  
o f m alnourished infants. Mineral requirements o f normal infants 
change according to growth velocity. They are directily associated to 
needs for obtaining an adequate composition of new tissue, assure an 
optimal bone mineralization and for maintaining normal plasma 
mineral levels. Nutritional rehabilitation of malnourished infants 
determines increased mineral requeriments, which may be not sati sfied 
with usual infant formulas. W e studied mineral retention (Ca, P, Mg, 
Zn and Cu) during nutritional recovery of 9 malnourished male 
infants (age: 2-7 mo; weight/age <70%), fed two formulas, both with 
85 Kcal/dL (356 KJoule/dL): the first based on whole cow ’s milk 
(LP) and the second on a modified cow ’s milk containing mineral 
recommendations fornormal infants (LPM); balances were compared 
to normal for age and for length. Infants received each formula for 6 
days, with the last 3 days on a metabolic balance Ca, Mg, and P 
showed high intakes and very low urinary excretions, calcium 
retention (68,5± 22,7 and 61,4±16,7 mg/kg/d, for LP and LPM, 
respectively) were 3 times over normal mean for age (130 mg/d) and 
2,5 times over the normal for length (155 mg/d). Mg retention 
(7,4±2,0 and 3,4±1,2 mg/kg/d)), for LP and LPM) were higher than 
normal for age (2,7 mg/d) or length (3,3 mg/d) and also those of P (LP: 
74,8±7,1; LPM: 52,2±9,3 mg/kg/d), compared to a mean of 66 mg/ 
d for the same age, or 79 mg/d for length. Zn retentions were 
comparable with both formulas (LP: 0,14±0,07 vs LPM: 0,18±0,06 
mg/kg/d) and over normal requeriments for age (0,3 mg/d) or length 
(0.5 mg/d). Copper retentions were significantly lower with LP than 
LPM (13,.8±14,0 vs 40,0±13,2 pg/kg/d; p<0,01), due to low intake 
with LP.
W e conclude that a high mineral retention is observed in infants 
recovering from malnutrition, when they are fed formulas with 
mineral content over its normal recommendations.

1. Instructor, INTA.
2. Profesor Asociado, INTA.
3. Director INTA.

RESU M EN . Los requerimientos de minerales en los lactantes varían 
según la tasa de crecimiento, relacionándose con las demandas para 
permitir una adecuada composición del tejido ganado, asegurar una 
mineralizaciónósea óptimay mantenerni veles plasmáticos normales. 
El período de recuperación de la desnutrición determina requeri­
mientos aumentados de estos nutrimentos, los que pueden no ser 
adecuadamente satisfechos con las fórmulas lácteas en uso. 
Evaluamos la retención de Ca, P, Mg, Cu y Zn durante la recuperación 
nutricional, en 9 lactantes de sexo masculino desnutridos (edad: 2-7 
meses, peso/edad <70%) alimentados con dos fórmulas lácteas, 
ambas con densidad energética de 85 Kcal/dL (356 KJoule/dL): una a 
base de leche de vaca entera en polvo y otra modificada, que aporta la 
densidad de minerales propuesta por las recomendaciones internacio­
nales para lactantes sanos, comparamos los resultados con las retenciones 
de referencia para niños sanos de la misma edad, o de igual talla. Cada 
niño recibió leche de vaca (LP) y leche modificada (LPM) por 6 días, 
usándose los tres últimos días de cada período para balance.
El balance de Ca, Mg y P mostró que, a pesar de ingestas elevadas, 
las excreciones urinarias resultaron muy bajas en relación a lo 
normal. Las retenciones de Ca (68,5±22,7 mg/kg/d con LPy 61,4±16,7 
mg/kg/d con LPM) superaron en más de 3 veces lo esperado para 
igual edad (130 mg/d) y en 2,5 veces para igual talla (155 mg/d); las 
retenciones de Mg (7,4±2,0 mg/kg/d con LP y 3,4±1,2 mg/kg/d con 
LPM) fueron muy superiores a las observadas en niños sanos (igual 
edad 2,7 mg/d, igual talla 3,3 mg/d); las retenciones de P  (74,8+7,1 
mg/kg/d con LP y 52,2±9,3 mg/kg/d con LPM), fueron 4 a 5 veces 
mayores a las esperadas para igual talla (79 mg/d); hasta 6 veces 
superior para la edad (66 mg/d). En relación al Cu las retenciones 
fueron significativamente mayores con LPM que con LP (13,8±14,0 
pg/kg/d vs 40,0±13,2 pg/kg/d con LPM; p<0,001); con LP éstas 
resultaron insuficientes en relación a las recomendaciones, lo cual no 
ocurrió con LPM, en que todos los balances fueron positivos y con un
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mínimo de retención superior al de un niño que recibe alimentación 
parenteral (20 pg/kg/d).
Respecto del Zn a pesar de que la ingesta con LPM fue mayor que con 
LP (531,8170,9 pg/kg/d vs 452,9162 pg/kg/d, p<0,001), con ambas 
el promedio resultó bajo los 5 mg/d recomendados para lactantes 
sanos alimentados con fórmula. Las retenciones fueron similares 
(0,1410,07 mg/kg/d con LP y 0,1810,06 mg/kg/d con LPM) y en 
ambos casos los promedios sobrepasaron los 0,5 mg/d referidos 
como adecuados para un niño de igual talla ó 0,3 mg/d de igual edad. 
Concluimos que, los lactantes en recuperación nutricional muestran 
una alta capacidad de retener minerales, cuando estos se aportan en 
concentraciones superiores a las recomendadas para un niños sano. 
Cuando se aportan en concentraciones insuficientes, como ocurrió 
con el cobre y zinc en este estudio, las absorciones se elevan y las 
excreciones urinarias disminuyen, pero no logran compensar los 
requerimientos adicionales impuestos por el aumento en la velocidad 
de crecimiento. Nuestros resultados sugieren que para el período de 
recuperación nutricional, fórmulas con concentraciones de Ca, P  y 
Mg mayores que las recomendadas por la RDA para niños sanos y 
similares a las de la leche de vaca, pueden ser más adecuadas. Con 
respecto a Cu y Zn las fórmulas deben aportar al menos la reco­
mendación de la RDA.

INTRODUCCION

El tratamiento de la desnutrición energético-proteica de­
bería, idealmente, permitir reponer reservas de nutrientes, 
alcanzar un crecimiento acelerado y un desarrollo psicomotor 
normal, reparar alteraciones producidas en la composición 
corporal y asegurar una mineralización ósea adecuada.

Whitehead (1) estimando la cantidad de proteína requerida 
para distintas tasas de crecimiento concluía que los niños que 
ganan 1 a 2 g/kg/d requieren aproximadamente 115 kcal/kg/d 
(481 KJoule/kg/d) y, de esta energía, un 6,7% como proteínas 
de alto valor biológico; mientras que aquellos que ganan 1 0  g/ 
kg/d requieren 145 kcal/kg/d (606 Kjoule/kg/d) y un 11% de 
la energía como proteínas, considerando un costo energético 
de 4 Kcal (17 KJoule) por gramo de tejido ganado y de éste un 
20% como tejido magro. Fjeld y cois (2) han reportado que la 
composición corporal de niños desnutridos, durante la fase 
temprana de recuperación nutricional, con tasas de ganancia 
de peso de 1 2  g/kg/d, es similar a la de aquellos que ganan 6  

g/kg/d, cuando la dieta aporta un 1 1 % de la energía como 
proteínas.

De esta manera podemos observar que si bien en el período 
temprano de recuperación de la desnutrición, tanto los requeri­
mientos de energía como los de proteínas están aumentados en 
forma significativa, no lo hacen proporcionalmente, ya que 
cuando el requerimiento de energía aumenta en aproximadamen­
te un 40%, el de proteínas aumenta en un 100%.

Del mismo modo como ocurre con las proteína, niveles 
adecuados de macrominerales y minerales traza deberían estar 
disponibles para reponer reservas y ser incorporados al nuevo 
tejido sintetizado, de modo que no se altere la composición 
corporal, ni sean un limitante en la velocidad de recuperación.

Mientras no se disponga de mayor información acerca de

los requerimientos de estos minerales, las dietas usadas para el 
tratamiento de la desnutrición deben al menos satisfacer las 
recom endaciones de la RDA (Recom m ended Dietary 
Allowances) (3), reconociendo que ésta es sólo una aproxi­
mación a las necesidades reales en niños con desnutrición 
severa (4).

Pocos estudios han evaluado el balance de minerales 
durante este período, pero un número importante (5-8) ha 
sugerido que las fórmulas disponibles no aportan cantidades 
suficientes de zinc y de cobre para permitir una tasa de 
ganancia de peso máxima, durante la recuperación nutricional, 
haciéndose necesario por lo tanto, aportarlos como suplementos 
a la dieta si ésta es fundamentalmente láctea.

Las fórmulas en uso para la recuperación nutricional son 
en su mayoría a base de leche de vaca, la cual tiene un 
contenido excesivo de calcio, fósforo y magnesio para lactantes 
con velocidad de crecimiento normal (9-12), pero no se 
conoce qué tan inadecuadas pueden ser éstas para la rehabi­
litación nutricional en períodos en que la ganancia de peso 
puede llegar a ser varias veces la de un niño sano (13-14).

El propósito de este estudio fue evaluar la retención de 
minerales durante el período de recuperación nutricional. 
Estudiamos el balance de minerales en lactantes en recuperación 
nutricional alimentados con dos fórmulas lácteas : una a base 
de leche de vaca entera en polvo y otra modificada, que aporta 
la densidad de minerales propuesta por las recomendaciones 
internacionales para lactantes sanos (3). Para conocer posibles 
excesos y/o deficiencias en el balance de estos minerales 
durante un período de crecimiento rápido, como es el de 
recuperación de la desnutrición calórico-proteica, se compa­
raron los resultados con las retenciones de referencia para 
niños de la misma talla y edad, con crecimiento y composición 
corporal normales (15-17, 20).

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se seleccionaron 9 lactantes de sexo 
masculino, con desnutrición primaria, hospitalizados por más 
de un mes en un centro cerrado de recuperación nutricional 
perteneciente a la Corporación para la Nutrición Infantil de 
Chile (CONIN). Previo al inicio del estudio se solicitó la 
autorización de los padres, mediante la firma de un consenti­
miento escrito e informado.

El peso promedio (±DE) al ingreso del estudio fue de 
5,8±1,0 kg, la talla promedio de 60,5±5.4 cm. y la relación 
peso/talla (P/T) sobre el 85% del estándar de la OMS. Los 
lactantes tenían entre 3 y 10 meses de edad (promedio 7 
meses), y una velocidad de crecimiento acelerada en relación 
a su edad (incremento observado 27,8% g/día, contra un 
incremento de peso esperado según estándar OMS -para la 
edad promedio- de 12,6 g/día). Se exigió que el peso de 
nacimiento fuera mayor de 2 . 0 0 0  g y que no se presentaran 
enfermedades agudas o crónicas.

Cada niño se sometió a dos períodos sucesivos de balance.
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En uno de ellos recibió exclusivamente fórmula basada en 
leche de vaca en polvo (LP) y en otro sólo leche de vaca en 
polvo modificada (LPM). El orden en que fueron suministradas 
las fórmulas se asignó al azar. Cada período de alimentación 
tuvo una duración de 6  días, reservándose los tres primeros a 
adaptación a la fórmula y los tres siguientes a determinar el 
balance. Durante estos últimos se efectuó recolección de orina 
de 24 horas mediante recolectores fijados a la piel con aerosol 
adhesivo, para evitar filtraciones, las deposiciones se reco­
lectaron con papel filtro agregado a pañales desechables, de 
modo de evitar la inmovilización del niño. Al mismo tiempo 
se midieron los volúmenes de leche ingeridos, por diferencia 
en el peso de las mamaderas antes y después de cada ali­
mentación. Las pérdidas de alimentación, así como las de 
orina y de heces, se registraron adecuadamente.

Las fórmulas utilizadas para este estudio fueron a base de 
leche de vaca: la LP reconstituida al 10% con agregados de 
sacarosa 5%, maltosa-dextrina 1% y aceite 1%, mientras que 
la LPM se reconstituyó al 15%, con agregados de maltosa- 
dextrina al 2,5%, siendo ambas fórmulas isoérgicas, 85 Kcal/ 
dL (356 KJoule/dL). En cuanto a la  concentración de minerales 
de cada fórmula, a la LP no se le hizo cambios -de modo que 
fue la habitual de la leche de vaca, pero con disminución en la 
densidad de estos nutrimentos en relación a la energía, dada 
por el hecho de agregar hidratos de carbono y lípidos, y a la 
LPM se le disminuyó la concentración de calcio, fósforo y 
magnesio en aproximadamente un 30% y se le aumentaron las 
concentraciones de cobre (60%) y zinc (25%), con el propósito 
de que el contenido de estos minerales, por cada 1 0 0  calorías 
(418 KJoule), fuera el recomendado por la RDA (3) (Tabla 1). 
Se debe señalar, sin embargo, que en lo que se refiere al zinc, 
la fórmula fue diseñada para tener una concentración de 5 mg/ 
L y en la práctica resultó tener sólo 4 mg/L.

TABLA 1
MINERALES DE LAS FORMULAS EN ESTUDIO (100 
KCAL Ó/418 K JOULE DE LECHE RECONSTITUIDA), 
EN RELACIÓN A LAS RECOMENDACIONES PARA 

LACTANTES.

Mineral Recomendación 
(RDA, 6-12 meses)

Leche de vaca 
(+H.C.+ lípidos)

Leche
Modificada

Calcio (mg) 70-90 112 88
Fósforo (mg) 60-70 80 56
Magnesio (mg) 7-9 11 7
Zinc (mg) 0,6-0,7 0,35 0,47
Cobre (pg) 60 34 80

Se tomaron alícuotas de los alimentos ingeridos, heces y orina 
para medir el contenido de calcio, fósforo, magnesio, cobre y 
zinc, mediante espectrofotometría de absorción atómica (18) 
para el caso de cobre, zinc, calcio y magnesio; y una técnica 
fotocolorimétrica (19), para el caso de fósforo.

Las muestras de deposiciones tomadas para el análisis del 
fósforo resultaron escasas en algunas recolecciones, por lo que 
los resultados de retención, en el caso de este mineral, co­
rresponden a 5 niños de los 9 niños estudiados.
Como patrón de normalidad, contra el cual comparar los 
resultados obtenidos, se tomaron el aumento de peso y la 
composición del tejido ganado esperados para la edad y la 
talla, según Fomon et al (17), en consideración a que la edad 
es un factor determinante de la composición corporal tratán­
dose de niños eutróficos, teniendo en cuenta además, que los 
niños que se recuperan de una desnutrición energético-proteica 
deben ganar proporcionalmente un mayor porcentaje de tejido 
no graso, para que junto con recuperar peso, alcancen una 
composición corporal adecuada a la talla, lo que determina 
que las retenciones de minerales esperables sean mayores que 
para la edad cronológica y al menos adecuadas a la talla que 
presentan. Como estándares de balance y retención de calcio, 
magnesio y fósforo de lactantes con crecimiento y composi­
ción corporal normales para la edad y la talla, se usaron los 
valores comunicados por Fomon y cois (16); para zinc los de 
Ziegler et al (21) más los de Krebs et al (22); y para cobre, los 
resultados de estudios de balance en niños sometidos a nutrición 
parenteral (23), dada la escasez de datos de balance en niños 
de esta edad. La ingesta de estos nutrimentos para lactantes 
menores de 1 año recomendada por la RDA (3) fue conside­
rada como el mínimo necesario para satisfacer los requeri­
mientos durante este período de recuperación de la desnutrición. 
El análisis estadístico incluyó determinaciones de promedios 
y desviaciones estándares y pruebas de t de student entre 
variables seleccionadas.

RESULTADOS

Antropometría: El peso promedio de los niños durante los 
períodos de balance, con ambas fórmulas, fue similar, con una 
relación P/E promedio de 69% del estándar OMS (5,75 kgs y 
5,85 kg respectivamente) (14), una talla promedio de 60,5 cm, 
con relación T/E de 87% y P/T de 100% del estándar OMS. El 
incremento de peso mientras recibían LP fue de 26,6 g/día 
(4,45+5,1 g/Kg/d) y con LPM 29,6 g/día (5,05±5,7 g/Kg/d), 
incremento que corresponde a lo esperado para la talla y que 
es el doble de lo esperado para la edad, según valores de 
referencia de Fomon et al (16), (29,9 g/d para un niño de una 
talla de 60,5 cm y 12,6 g/d para un niño de 7 meses).

Calcio: Como era de esperar, la ingestión de este mineral fue 
significativamente mayor cuando los lactantes recibían LP 
(143,5±19,6 mg/kg/d para LP, vs 106,3+14,1 mg/kg/d para 
LPM, p<0,001); y, con ambas fórmulas de ingestión fue una 
y media veces la recomendación de 60 mg/kg/d para lactantes 
normales menores de 1 año (3). A pesar de esta ingesta en 
teoría excesiva, las excreciones urinarias resultaron extre­
madamente bajas (0,82±0,5 mg/kg/d con LP y 0,78±0,5 mg/ 
kg/d con LPM, fluctuando el valor normal en la literatura entre
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2 y 8  mg/kg/d»15"). El porcentaje de absorción fue mayor con 
LPM (48±14,6% con LP y 59,4+16,7 % con LPM), sin 
alcanzar significación estadística, pero si lo suficiente para 
permitir que la retención fuera similar durante ambos períodos 
del estudio (68,5±22,7 mg/Kg/d con LP y 61,4+16 mg/Kg/d 
con LPM) (Tabla 2), y aproximadamente 3 veces lo esperado 
para niños de igual edad y 2,5 veces para la talla (16) (Tabla 
2 y Figura 1).

TABLA 2
BALANCE DE CALCIO, MAGNESIO Y FOSFORO, EN 

LACTANTES DESNUTRIDOS EN RECUPERACION 
NUTRICIONAL, SEGUN FORMULAS EN ESTUDIO 

(N=9)*

LP
X±DE

LPM
X±DE

P<
t pareado

Calcio (mg/kg/día
Ingerido 143,5±19,6 106,3+14,1 0.001
Absorbido 69,3±22,9 62,1+16,1 NS
Absorción (% de ingesta) 48,0±14,6 59,4+16,7 NS
Excreción urinaria 0,82±0,5 0,78+0,5 NS
Retenido 68,5±22,7 61,4+16,0 NS
Retención (% de ingesta) 47,4±14,6 59,0+16,7 NS

Magnesio (mg/kg/día)
Ingerido 13,8±1,9 8,5+1,2 0.001
Absorbido 7,5±2,1 3,5+1,2 0.001
Absorción (% de ingesta) 54,6±15,7 42,1+15,6 NS
Excreción urinaria 0,1±0,1 0,1+0,1 NS
Retenido 7,4+2,0 3,4+1,2 0.01
Retención (% de ingesta) 53,6+15,1 40,9+16,1 NS

Fósforo (mg/kg/día)
Ingerido 110,2+8,8 70,5+7,6
Absorbido 78,8+7,8 54,2+9,9
Absorción (% de ingesta) 71,4+2,5 76,9+11,8
Excreción urinaria 3,96+1,7 1,96+0,69
Retenido 74,8+7,1 52,2+9,3
Retención (% de ingesta) 67,8+1,3 74,1+11,5

‘Referidos a 9 estudios de balance con cada fórmula, excepto para fósforo en 
que se estudiaron 6.

FIGURA 1
Porcentaje de retención de minerales Ca, P y Zn con ambas 
fórmulas en estudio, en lactantes desnutridos (n=9), en fase 

de recuperación nutricional, en comparación a lo normal 
para lactantes de la misma edad y de la misma talla.

□ lp

E lpm

M agnesio: La re ten c ió n  de m agnesio  con LP fue 
significativamente mayor que con LPM (7,4±2,0 mg/Kg/d 
con LP y 3,4+1,2 mg/Kg/d con LPM, p<0,01), lo que se 
relaciona con una ingesta significativamente mayor con la 
fórmula no modificada (13,8+1,9 mg/k/d con LP y 8 ,5+1,2 
mg/k/d con LPM) más que con cambios significativos en los 
porcentajes de absorción aparente o niveles de excreción 
urinarios. Las retenciones reportadas en la literatura para 
niños sanos (igual talla 3,3 mg/d, igual edad 2,7 mg/d) (16) son 
muy inferiores a las observadas en este grupo de niños en 
recuperación nutricional (42,9 mg/d con LP y 19,7 mg/d con 
LPM), lo que puede relacionarse con la incertidumbre existen­
te de la estimación de el aumento esperado de este mineral a 
las diferentes edades (Tabla 2).

Fósforo: Los resultados analizados para este mineral están 
referidos a sólo seis niños y no al total de los niños estudiados, 
por lo que no se efectuó estudio de significación. La ingesta 
fue mayor cuando recibían LP (110,2±8,8 mg/kg/d con LP y 
70,5±7,6 mg/kg/d con LPM) y en ambos casos superior a los 
40 a 60 mg/kg/d recomendados para menores de 1 año (Tabla
2). Los porcentajes de absorción y excreción urinaria fueron 
similares mientras recibían LP o LPM, lo que determinó 
retenciones 4 a 5 veces las esperadas para un niño sano de la 
misma talla; y hasta 6  veces superior a la esperada para la edad 
cuando recibían LP (retenciones esperadas para la edad 6 6  mg/ 
d y para la talla 79 mg/d) (16) (Figura 1).

Retención de macrominerales de promedio diaria (calcio, 
magnesio y fósforo): la composición del tejido ganado varió 
según la retención promedio diaria de estos minerales, con las 
dos fórmulas. Mientras recibían LP el nuevo tejido tenía 
mayor concentración de estos minerales que con LPM (875 
mg/d y 678 mg/d respectivamente), y superior a los 600 mg/ 
d que retiene un niño sano a igual ganancia de peso; o los 400 
mg/d que retiene un niño sano de igual edad (17).

Cobre: La Tabla 3 muestra que tanto la ingestión de cobre 
(44,4±6,1 (Xg/kg/d para LP y 97,2±12,7 pg/kg/d para LPM), 
como su retención (13,8+14 |Xg/kg/d con LP y 40,0+12,7 |xg/ 
kg/d con LPM) son mayores con LPM (p<0.001). Cuando los 
lactantes recibieron LP las retenciones resultaron insuficien­
tes, lo cual no ocurrió con la LPM ya que todos los balances 
fueron positivos y con un mínimo de retención superior al de 
un niño que recibe nutrición parenteral (20 (ig/kg/d) (23).

Zinc: A pesar de que la ingesta de zinc con LPM fue 
significativamente mayor que con LP (531,8±70,9 (Xg/kg/d vs 
452,9±62 |xg/kg/d, p<0.001), con ambas la ingesta promedio 
de zinc fue insuficiente en relación a los 5 mg/d (3) reco­
mendados para lactantes alimentados con fórmula. Las re­
tenciones fueron similares (14,01+76 |Xg/kg/d con LP y 
179,6+62,9 |Xg/kg/d con LPM) y en ambos casos los prome­
dios sobrepasaron el nivel indicado como adecuado para
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lactantes que reciben nutrición parenteral (100 (ig/kg/d) (23) 
(Tabla 3); o los 0,5 mg/d referidos como adecuados para un 
niño de igual talla y 0,3 mg/d a igual edad (22) (Figura 1).

TABLA 3
BALANCE DE COBRE Y ZINC, EN LACTANTES 

DESNUTRIDOS EN RECUPERACION NUTRICIONAL, 
SEGUN FORMULAS EN ESTUDIO*

LP LPM p<
X+DE X+DE t pareado

Cobre (pg/kg/día)
Ingerido 44,4+6,1 97,2±12,7 0.001
Absorbido 13,9+14,1 40,1±13,2 0.01
Absorción (% de ingesta) 33,4±30,1 41,2±12,4 NS
Excreción urinaria 0,1+0,1 0,1+0,1 NS
Retenido 3,8+14,0 40,0±13,2 0.01
Retención (% de ingesta) 33,2+30,1 41,0±12,4 NS
Zinc (pg/kg/día)
Ingerido 452,9±62,0 531,8±70,9 0.01
Absorbido 140,4±76,0 179,8±63,0 NS
Absorción (% de ingesta) 30,0+13,8 35,0±15,4 NS
Excreción urinaria 0,24+0,16 0,20±0,13 NS
Retenido 140,1±76,0 179,6±62,9 NS
Retención (% de ingesta) 29,9±13,9 34,9±15,3 NS

* Referidos a 9 estudios de balance con cada fórmula.

DISCUSION

Los requerimientos de minerales en los lactantes varían 
según la tasa de crecimiento, relacionándose directamente con 
las demandas para permitir una adecuada composición del 
tejido ganado, asegurar una mineralización ósea óptima y 
mantener niveles plasmáticos normales (2 0 ).

Combinando datos de varias fuentes y usando algunos 
supuestos, Fomon et al (17) han establecido la composición 
corporal y la composición del tejido ganado en un niño normal 
a las distintas edades, desde el período de recién nacido hasta 
los 10 años de edad. Considerando estos antecedentes, un 
lactante de talla similar a la de los niños bajo estudio crece en 
promedio 1,1 cm/d; gana en peso 29,9 g/d y la composición del 
tejido ganado es 12,9 g/d de tejido graso y 17 g/d de tejido 
magro -del cual 600 mg/d corresponden a minerales- Obser­
vamos que este grupo de lactantes incrementó en peso lo 
esperado para la talla, pero retuvo un 45% más de minerales 
cuando la fórmula aportaba concentraciones de calcio, fósforo 
y magnesio superiores a las recomendadas por la RDA. Al 
tomar como valores de referencia los reportados para lactantes 
de igual edad (edad promedio 7 meses), observamos que el 
aumento de peso esperado es 1 2 , 6  g/d y la retención de 
minerales promedio diaria de 400 mg, de modo que el 
aumento de peso y la retención de minerales observada, 
cuando los lactantes recibían LP, corresponden a valores 
superiores al doble de lo esperado, lo que sería indicativo de 
una composición más adecuada del tejido ganado que con

LPM, en que el aumento de peso fue mayor del doble de lo 
esperado para la edad y la retención de minerales no alcanzó 
a doblar la esperada.

El balance de estos minerales mostró que, a pesar del corto 
período de adaptación y de las ingestas teóricamente excesi­
vas, las absorciones aparentes con leche de vaca tendieron a 
ser más altas que las esperadas y las excreciones urinarias más 
baj as, ambas compatibles con las observadas durante períodos 
de adaptación a ingestas insuficientes o requerimientos au­
mentados por crecimiento acelerado, como es el período de 
recuperación de la desnutrición (3,24).

El valor promedio observado por nosotros en la fracción 
de absorción de calcio no fue tan alto como el reportado por 
Pórtela y cois (25) en niños en recuperación nutricional 
(65,2±15,8%), probablemente debido a que su grupo de 
lactantes se encontraba en el período inicial de la recuperación 
nutricional, en que la ganancia de peso es mayor que en 
periodos posteriores, y el tejido ganado es principalmente 
magro (26) y por lo tanto rico en minerales.

En ningún caso se observaron excreciones urinarias de 
calcio, magnesio y/o fósforo sobre los valores normales, de 
modo que no podríamos asumir que la absorción de estos 
nutrientes resultara excesiva respecto a los requerimientos, ni 
tampoco que con los niveles de aporte señalados se produjeran 
efectos deletereos en niños en recuperación nutricional. Dado 
quenosehanencontradoevidenciasqueunamayormineralización 
ósea pueda tener efectos adversos (13), nuestros resultados 
sugieren que para el período de recuperación nutricional fórmulas 
con concentraciones de éstos minerales mayores que las reco­
mendadas por la RDA, pueden ser más adecuadas.

En relación al cobre, las retenciones fueron absolutamente 
insuficientes mientras recibían LP, incluso al compararlas con 
los valores de referencia para niños sanos con ganancia de 
peso normal, lo cual confirma una vez más lo reportado 
repetidamente en la literatura, en relación a los insuficientes 
aportes de cobre de las dietas basadas en leche de vaca, para 
la recuperación nutricional (27,29,30). La concentración de 0,6 
mg/L recomendada por la RDA (3) y usada en este estudio en la 
LPM, mostró retenciones adecuadas para niños sanos. Estudios 
más prolongados relacionados con periodos de recuperación 
nutricional son necesarios para asegurar que esta concentración 
resulta suficiente para prevenir los riesgos que hemos observado 
en estudios anteriores relativos a lactantes desnutridos alimen­
tados con leche de vaca, como menor velocidad de crecimiento, 
leucopenia, neutropenia, alteraciones en la función inmune y 
mayor riesgo de infecciones severas (8,29).

Las fracciones de absorción de zinc observadas en este 
estudio se ubican en el rango normal alto del reportado como 
habitual con fórmulas lácteas en lactantes normales (24,25), 
hecho que indica que los principales factores en el control de 
la homeostasis y regulación en la absorción de zinc en las 
células de la mucosa intestinal, son la ingesta de zinc y las 
reservas tisulares (3, 22). En este caso las ingestas fueron 
insuficientes y los depósitos probablemente estaban depletados
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por tratarse de desnutridos en recuperación. Gracias a tales 
absorciones elevadas y excreciones urinarias mínimas, la 
retención promedio para este mineral fue adecuada para un 
lactante sano con ambas fórmulas, pero podría no ser suficiente 
para mantener una velocidad de crecimiento acelerada (5 ,6 ), 
con adecuada composición corporal y función inmune.

Concluimos que cuando los minerales son aportados en 
concentraciones más elevadas que las recomendadas para 
lactantes sanos (calcio, magnesio y fósforo), los lactantes en 
recuperación nutricional muestran una alta capacidad de re­
tenerlos, probablemente relacionada con la ganancia de peso 
acelerada y reposición de depósitos depletados. Cuando se 
aportan en concentraciones insuficientes, como ocurrió con el 
cobre y zinc en este estudio, las absorciones se elevan y las 
excreciones urinarias disminuyen, pero no logran compensar 
los requerimientos adicionales impuestos por el aumento en la 
velocidad de crecimiento, siendo esta situación la que puede 
explicar los signos de deficiencia de minerales observados 
durante la recuperación nutricional en nuestro medio.

Nuestros resultados sugieren que para el período de re­
cuperación nutricional, fórmulas con concentraciones de Ca, 
P y Mg mayores que las recomendadas por la RDA para niños 
sanos y similares a las de la leche de vaca, pueden ser más 
adecuadas. Con respecto a Cu y Zn las fórmulas deben aportar 
al menos la recomendación de la RDA.
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Mineralización ósea e ingesta de calcio en escolares chilenos
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R ESU M EN . Se evaluó la mineralización ósea en 36 escolares con 
ingesta de calcio menor del 50% de la recomendación para la edad. 
Se compararon con 28 escolares con ingesta sobre el 100% de la 
recomendación de la RDA. El rango de edad de los escolares estuvo 
entre 86 y 178 meses. La ingesta de calcio se determinó mediante 3 
encuestas recordatorias de 24 hrs. Se determinó el porcentaje de 
adecuación de la talla para la edad (T/E) y peso para la talla de acuerdo 
al percentil 50 de las tablas OMS y el grado de desarrollo puberal 
alcanzado de acuerdo a los estadios de Tanner. Mediante un 
densitómetro óseo modelo Norland 2600 (G dl53) se determinó la 
densidad mineral ósea (DMO) y la masa ósea total (MOT) a nivel de 
cuerpo entero, columna lumbar y cuello femoral. Se encontró que el 
grupo con ingesta de calcio menor del 50% tenía un porcentaje de 
adecuación de la T/E (97,7 ±  4,0 %), de la MOT (98,9 ± 17,9 %) y de 
la DMO (97,8 ± 7,9 %) de cuerpo entero significativamente menor 
que la del grupo con consumo mayor del 100% (115,9 ±  17,4 %), 
(109,7 ± 18 ,0  %) y (104,7 ±11,1 %) respectivamente. En columna se 
apreció una marcada tendencia a una menor adecuación de la MOT 
y de la DMO en los de baja ingesta, sin que las diferencias alcanzaran 
a ser estadísticamente significativas entre ambos grupos. Los datos 
obtenidos demuestran que el grupo conbaj a ingesta de calcio tiene un 
crecimiento estatural y una mineralización ósea menor que el grupo 
con consumo de calcio por sobre la recomendación. Se discuten las 
causas y el rol del calcio en estas diferencias.

SUM M ARY. Bone m ineralization  and  calcium  in take  in  school 
age children. Bone mineralization was evaluated in 36 school age 
children with calcium intake below 50% of Recommended Dietary 
Allowances (RDA), and compared with 28 school age children with 
calcium intake higher than 100% of the RDA. The total group was 
aged between 86 and 178 months. The calcium intake was evaluated 
by 24 hours recordatory survey. Height for age and weight for height 
were evaluated according to WHO tables. Puberal development was 
evaluated according to Tanner stages. Bone mineral density (BMD) 
and total bone mas (TBM) of whole body, spine and femoral neck 
were measured with Norland 2600 densitometer. School age children 
with intakes below 50% of RDA had lower height for age adequation 
(97,7 ±  4,0%), whole body TBM adecuation (98,9 ±  17,9%) and 
BMD adequation (97,8 ±7,9% ) than those ingesting more than 100% 
of the RDA (115,9 ±  17,4%), (109,7 ±18,0 %) and (104,7 ±  11,1%) 
respectively. In spine, however, there was a clear tendency to be 
lower, there were no significant differences between both groups. 
There were no differences in femoral necks BMD adequation, or 
TBM adequation between both groups. These results show that 
children with calcium intake below 50% of the recommendation has 
lower adequation of statural growth and bone mineralization. The 
role of calcium in the differences founded in this study is discussed.

INTRODUCCION

Durante la edad escolar y la adolescencia, la mineralización 
y el crecimiento óseo de niños normales presenta tres fases: 
una prepuberal con velocidad de crecimiento estatural y 
mineralización ósea moderada, una segunda fase durante el

1 Unidad de Endocrinología. Instituto de Nutrición y Tecnología de los 
Alimentos (INTA). Universidad de Chile.

2 Departamento de Medicina Nuclear. Facultad de Medicina. Universidad 
de Chile.

3 Departamento de Endocrinología. Facultad de Medicina. Unviersidad de 
Chile.

estirón  puberal con in tenso  crecim iento  estatu ral y 
mineralización ósea y una tercera fase con una baja tasa de 
crecimiento lineal acompañada de una intensa mineralización 
(1). En estas etapas de la mineralización ósea influyen factores 
genéticos, no modificables y factores ambientales, suceptibles 
de modificar, como el estilo de vida (actividad física, nutrición, 
hábito de fumar, ingesta de alcohol, entre otros). Entre los 
factores nutricionales se ha sugerido que el calcio jugaría un 
rol fundamental en la obtención de la masa ósea máxima (2 ). 
La adquisición de una masa ósea óptima durante las dos 
primeras décadas de la vida constituiría la mejor prevención 
de la osteoporósis en la vida de adulto mayor (3). En la 
población norteamericana, se ha descrito que el consumo de
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calcio disminuye a medida que aumenta la edad y que esta 
disminución de la ingesta comenzaría a edades en que aún la 
masa ósea está en formación (4).

La Recom m ended Dietary Allowances (RDA) (5), 
reecomienda una ingesta diaria de calcio de 800 mg/día para 
los escolares menores de 1 1  años y de 1 2 0 0  mg/día para el 
grupo de 11 a 19 años.

En un estudio efectuado en una población de escolares 
chilenos, encontramos que solo un 36% de los escolares 
mayores de 1 1  años tenía una ingesta de calcio igual o superior 
a la recomendación de la RDA (6 ).

El propósito del presente trabajo fue evaluar, mediante 
densitometría ósea bifotónica la mineralización ósea de es­
colares de ambos sexos, pre púberes y púberes, de acuerdo a 
su ingesta de calcio.

MATERIAL Y METODO

Se seleccionaron en forma dirigida 64 escolares, de ambos 
sexos con edades entre los 8 6  y los 178 meses, de acuerdo a su 
ingesta de calcio, la que se determinó mediante 3 encuestas de 
recordatorio de 24 horas, efectuadas en días hábiles no con­
secutivos, de modo de considerar un día de ñn  de semana. Para 
el cálculo de nutrientes se utilizó la tabla chilena de compo­
sición de los alimentos (7). La adecuación de la ingesta de 
calcio se calculó según la recomendación para la edad de la 
RDA, quedando formados dos grupos, uno de 36 niños con 
ingestas bajo el 50% de la recomendación y otro de 28 niños 
cuyas ingestas estaban por sobre la recomendación ( > 1 0 0  %). 
La talla se evaluó mediante un cartabón y el peso con una 
balanza de precisión. Se calculó el porcentaje de adecuación 
de la talla para la edad y del peso para la talla de acuerdo al 
percentilo 50 de las tablas OMS. Se evaluó el grado de 
desarrollo puberal alcanzado de acuerdo a los estadios de 
Tanner. La mineralización ósea se midió utilizando un 
densitómetro óseo radioisotópico con fuente de Gdl53, mo­
delo Norland 2600 (Dicromatic Bone Densitometer, Norland 
Corporation 1987). Las mediciones se realizaron en cuerpo 
entero, cadera y columna lumbar (L2-L4). La masa ósea total 
(MOT) y la densidad mineral ósea (DMO) se expresaron como 
porcentaje de adecuación y desviación típica (puntaje z) del 
valor promedio obtenido en una población normal de escolares 
de igual edad y sexo (7). El análisis estadístico de los datos se 
realizó mediante la prueba de t Student.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra algunas características antropométricas 
de los escolares de acuerdo a su ingesta de calcio y al grado de 
desarrollo puberal alcanzado. Se observa que tanto los esco­
lares prepúberes como los púberes con ingesta de calcio bajo 
el 50% de la recomendación presentaron una adecuación de la 
talla para la edad significativamente menorque los que tuvieron

una ingesta por sobre la recomendación (p<0,05). No se 
encontró una diferencia significativa en la adecuación del 
peso para la talla entre ambos grupos.

TABLA 1
ADECUACION NUTRICIONAL Y ESTATURAL DE 

LAS ESCOLARES, SEGUN INGESTA DE CALCIO Y 
DESARROLLO PUBERAL

Estadio
puberal

Ingesta
Calcio < 50 % > 100 % < 5 0 % >100%

P/T T/E

Prepúberes 114,4 ± 15 ,.6  
(10)

110,8 ± 16,5 
(17)

96 ,4 +  4,8 
(10)

101,8 ± 4,1 
(17)

Púberes 106,6 ± 18 ,4  
(25)

126,8 ±  74,3 
(11)

97,8 ± 3 ,8  
(25)

101,3 ±4,3 
(11)

TOTAL 115,9 ± 1 7 ,4  
(35)

117,1 ± 48 ,9  
(28)

97,7 ± 4 ,0  
(35)

101,6±4,2
(28)

a= X ± D.E. (Número de casos)
* = Significancia (p<0,05) según t de Student <0,05 entre <50 vs 
<100%

La Tabla 2, presenta la mineralización ósea a nivel de 
cuerpo entero. Al analizar el grupo total se encontró una MOT 
y unaDMO significativamente menor en el grupo con consumo 
de calcio bajo el 50%, comparado con los de consumo sobre 
el 100% de la recomendación (p<0,025 y <0,01 respectiva­
mente). Del mismo modo, se aprecia una desviación típica 
significativamente más alejada y por debajo del promedio en 
el grupo con consumo menor al 50%. De acuerdo al grado de 
desarrollo puberal alcanzado, solo se encontró una densidad 
mineral significativamente menor en los escolares púberes. 
En los escolares prepúberes se aprecia una tendencia a una 
menor mineralización en el grupo con menor ingesta, sin que 
esta diferencia alcance a ser estadísticamente significativa.
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TABLA 2
MINERALIZACION OSEA EN CUERPO ENTERO DE ESCOLARES SEGUN INGESTA 

DE CALCIO Y DESARROLLO PUBERAL

Ingesta
PREPUBERES

% z

M. O. T.

PUBERES
% z

GRUPO TOTAL
% z

< 50% 97,3 ±  12,9 -0,16 ± 0 ,77 100,0 ±  19,7 -0,008 ± 1 ,02 98,9 ±  17,9 -0.0,7 ±  0,96
(10) (10) (25) (25) (36) (36)

>100% 108,1 ±  17,8 0,48 ± 1 ,04 112,2 ± 17 ,9 0,63 ±  0,98 109,7 ± 1 8 ,0 0,54 ± 1 ,02
(17) (17) (11) (11) (28) (28)

N.S. N.S. N.S. N.S. p<0.025 p<0.02

D. M. O.
% z % z % z

< 50% 97,0 ±  7,9 -0,4 ±  1,1 98,4 ±  7,8 -0,14 ± 0 ,82 97,8 ±  7,9 -0,25 ±  0,92
(10) (10) (25) (25) (36) (36)

>100% 103,0 ±  10,5 0,22 ± 1 ,04 107,3 ± 11 ,4 0,74 ±1,01 104,7 ±11,1 0,42 ± 1 ,06
(17) (17) (11) (11) (28) (28)

N.S. N.S. p<0,005 p<0,025 p<0,01 p<0,02
a= X D.E. (número de casos)
* = Significancia (p<0.05) según t de Student entre <50 % vs. > 100 %

Tanto en columna lumbar (Tabla 3) como en cuello femoral 
(Tabla 4) se encontraron diferencias en el porcentaje de 
adecuación del CMO y de la DMO entre ambos grupos, pero 
sin llegar a ser significativas.

TABLA 3
MINERALIZACION OSEA EN COLUMNA LUMBAR 

(L2-L4) DE ESCOLARES SEGUN LA INGESTA DE 
CALCIO Y DESARROLLO PUBERAL

M. O. T.

PREPUBURES
% z

PUBERES
% z

<50 99,3 ±  14,3 
(10)

(a)
-0,03 ±  0,7 

(10)
99,5 ±  23,5 

(26)
0,02 ±  1,2 

(26)

>100 106,8 ± 21 ,2  
(16)

0,30 ±  0,9 
(16)

111,3 ± 19 ,4  
(11)

0,47 ±  1,0 
(11)

N.S. N.S. N.S. N.S.

%
D. M.

z
O.

% z

<50 104,7 ±  8,9 
(10)

0,25 ± 0,6 
(10)

99,0 ±13,5  
(26)

-0,09 ±  1,0 
(26)

>100 103,6 ±20,1 
(16)

0,24 ±  1,1 
(16)

106,1 ±  13,5 
(11)

0,70 ±  1,4 
(11)

N.S. N.S. N.S. N.S.

a= X D.E. (número de casos) b  = Significancia según t de Student

TABLA 4
MINERALIZACION OSEA EN CUELLO FEMORAL 

DE ESCOLARES SEGUN LA INGESTA DE CALCIO Y 
DESARROLLO PUBERAL

M. O. T.

PREPUBURES PUBERES
% z % z

<50 99,4 ± 7 ,7  
(10)

(a)
-0,02 ±  0,36 

(10)
100,9 ±  13,8 

(25)
0,05 ±  0,8 

(25)

>100 91,9 ±  23,7 
(16)

-0,42 ± 1 ,2  
(16)

111,6 ±  17,2 
(10)

0,50 ± 0 ,7  
(10)

N.S. N.S. N.S. N.S.

%
D. M.

z
O.

% z

<50 97,8 ±  5,3 
(10)

-0,08 ±  0,46 
(10)

100,4 ±  11,9 
(25)

0,07 ±  0,9 
(25)

>100 100,2 ± 12 ,9  
(16)

0,03 ±  0,9 
(16)

104,3 ±  10,9 
(10)

0,37 ±  0,8 
(10)

N.S. N.S. N.S. N.S.

a= X ± D.E. (número de casos) 
b = Significancia según t de Student

La Tabla 5 muestra la ingesta de proteínas y de calorías 
expresadas como promedio del porcentaje de adecuación a la 
recomendación para la edad y sexo. Los escolares con consu-
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mo de calcio bajo el 50% de la recomendación, tuvieron una 
adecuación del consumo de proteínas significativamente me­
nor que los de consumo de calcio por sobre la recomendación. 
En cuanto a la adecuación del consumo de calorías, no se 
encontró una diferencia significativa entre ambos grupos. El 
consumo de calcio, expresado como mg Ca/Kg/día y como 
promedio de adecuación fue significativamente menor en el 
grupo con bajo consumo de calcio.

TABLAS
INGESTA DE NUTRIENTES DE LAS ESCOLARES

Kcal Proteínas Calcio
(%) (%) mg/Kg/día %

<50%
(a)

96 ±21 95 ±28 10 ±3 38 ± 8

(34) (37) (37) (37)

>1 0 0 % 98 ±28 174 ±57 33 ± 9 131 ±31
(28) (28) (28) (28)

* * *

a= X ± D.E. (número de casos)
* = p<0,001 según t de Student entre <50% vs >100%

DISCUSION

Recientemente se publicaron las características de la ingesta 
de calcio en una población de escolares chilenos, mostrando 
que un alto porcentaje de los menores de 11 años cumplen con 
la recomendación de calcio de la RDA, mientras que sólo el 
40% de los niños mayores de 11 años tienen un consumo 
adecuado (6). Dadas estas características resultó difícil, en el 
presente trabaj o , reunir un mayor número de escolares menores 
de 11 años con ingesta baja y mayores de 11 con ingesta por 
sobre la recomendación. Por este motivo, para analizar los 
resultados del presente trabajo, se expresó la ingesta de calcio 
como porcentaje de adecuación de la recomendación de la 
RDA para la edad. El punto de corte utilizado corresponde 
aproximadamente a la ingesta de calcio que cubriría los 
requerimientos mínimos en las edades analizadas (9).

El hecho de encontrar que los escolares con ingesta de 
calcio por sobre la recomendación para la edad, tuvieron una 
MOT y una DMO de cuerpo entero significativamente mayor 
y un porcentaje de adecuación de la talla para la edad mayor, 
que los escolares cuyo consumo de calcio era menos del 50% 
de la recomendación, indicaría que una ingesta de calcio por 
sobre la recomendación para la edad permitiría un crecimiento 
estatural y unamineralización ósea mayores. Por otro lado, los 
escolares con mayor ingesta de calcio también tienen una 
mayor ingesta proteínica, lo que también podría estar influyendo 
en el mayor crecimiento esquelético. Sin embargo la influencia 
de la mayor i ngesta proteica sobre la mineralización ósea debe 
interpretarse con cautela. Se sabe que la absorción de calcio

intestinal es favorecida por la presencia de proteínas en el 
lumen intestinal (10), pero por otro lado los regímenes 
hiperproteicos favorecen la excreción renal de calcio por 
aumento de la filtración glomerular (11).

El hecho de haber demostrado que, sólo los escolares 
púberes con baja ingesta de calcio tienen en cuerpo entero una 
MOT y una DMO significativamente menor, que los escolares 
con ingesta por sobre la recomendación, podría deberse a que 
el déficit de calcio en los prepúberes podría tener una corta 
data y por ello no haber producido aún un impacto detectable 
al momento del estudió o con este tamaño muestral. No 
obstante, nos parece que la tendencia de los resultados indica 
claramente que aún en los prepúberes una ingesta de calcio 
inferior al 50% de la recomendación, afectaría negativamente 
el desarrollo de estos escolares, lo que se traduce en una talla 
y mineralización ósea menores.

La falta de diferencias significativas en la mineralización 
ósea a nivel de columna y cuello femoral podría deberse a que 
el número de casos estudiados no fue suficiente para detectar 
el efecto de la ingesta de calcio, especialmente porque se está 
tratando de demostrar el efecto de un nutriente en la DMO y 
en la MOT que están dados principalmente por factores 
genéticos y donde los cambios producidos por las variaciones 
hormonales son muy marcados.

Por otra parte la falta de diferencias significativas en la 
mineralización ósea según la adecuación de la ingesta de 
calcio, tanto en pre púberes como en púberes a nivel de 
columna y cadera, podría estar dada en parte por la comparación 
con los valores de una población normal sana de igual edad, 
pero cuya ingesta de calcio no es la óptima. Si se contara con 
una población normal en estado de salud y además con 
consumo de calcio igual o mayor a la recomendación para la 
edad, haría más marcadas las diferencias con el grupo control.

El efecto del calcio en los resultados encontrados debe ser 
interpretado con cautela, debido a que se encontró también 
una ingesta de proteínas significativa menor en los escolares 
con baja ingesta de calcio. Esto era esperable, ya que el calcio 
ingerido por los escolares proviene principalmente de los 
productos lácteos, los que aportan un porcentaje importante de 
los requerimientos proteicos.

Los resultados de la literatura respecto a la ingesta de 
calcio y la mineralización óseamuestranresultados divergentes, 
lo que puede explicarse por diferencias en las metodologías 
utilizadas, o al hecho que la mineralización ósea esta influyen 
múltiples factores (1, 3, 12, 13).

El efecto de una suplementación de calcio en la 
mineralización ósea de individuos que aún están adquiriendo 
su masa y densidad mineral ósea, permitiría comprobar en 
mejor forma el efecto aislado del calcio en la mineralización 
y a la vez evaluar la adecuación de la actual recomendación de 
calcio.
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Mineralización ósea en adolescentes que padecieron 
desnutrición postnatal temprana
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RESUM EN. Se analizó el grado de adecuación dé la mineralización 
ósea en 6 adolescentes de sexo masculino y 18 de sexo femenino, que 
habían padecido de desnutrición calórico proteica severa en su 
primer año de vida y cuyo promedio de edad fue de 12 años 11 meses. 
Estos niños han sido controlados en nuestro Instituto desde el inicio 
de su rehabilitación nutricional. La mineralización ósea se estudió en 
cuerpo entero, colum na y caderas por medio de un densitómetro 
isotópico de doble haz (Gd 153). Se compararon los resultados con 
los de niños normales de igual edad y sexo. Se encontró que los 
adolescentes que padecieron desnutrición temprana no presentaron 
diferencias en a adecuación de su peso para la talla comparado con los 
normales, estando ambos sobre el 100% de adecuación. El porcentaje 
de adecuación de la talla para la edad fue significativamente menor 
en los con antecedentes de desnutrición. Las densitometrías mostrarpn- 
una menor masa ósea total en cuerpo total, columna y cuello femoral 
en los desnutridos comparados con los normales, diferencias que 
perdieron la significancia al expresarlas por 100 cm de estatura. No 
se encontraron diferencias en la densidad mineral ósea en las áreas 
medidas. Se concluye que la posible alteración de la mineralización 
ósea que produce la desnutrición postnatal temprana se podría 
recuperar con una adecuada rehabilitación, vigilancia con apoyo 
nutricional y de salud de estos niños.

SUM M ARY. Bone m ineralization  o f  adolescents th a t suffered  o f 
early  postnatal undern u tritio n . The bone mineralization o f 6 male 
and 18 female adolescents with a  mean age o f 12 years and 11 months, 
w ho had  suffered  severe , ea rly , p o stn a ta l p ro te in -energy  
undemutrition, was analized. These patients have been followed up 
at our Institu te  since the ir nu tritional rehab ilita tion . B one 
mineralization was measured by bone dual isotopic densitometry 
(Gd 153). These results were compared with those o f normal school- 
age Chilean children o f the same age and sex. W eight for height of 
adolescent who had suffered from undemutrition was similar to the 
controls, and both were over 100% o f the standard. Adequation of 
height for age was significantly less in those with previous history of 
undemutrition. Densitometries showed that adolescents with a  past 
history o f undemutrition had lower total bone mass in whole body, 
spine and femoral neck; differences dissapeared when expressed per 
100 cm o f body height. There were no differences in bone mineral 
density in the different area measurements. It is concluded that the 
posible alterations that undemutrition produces in bone mineralization 
probably recover after nutritional rehabilitation, adequate nutritional 
follow up and health support.
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Universidad de Chile.

3 Médico, Profesor Asistente. Departamento de Medicina Nuclear, Facultad 
de Medicina, Universidad de Chile.

4 Médico, Profesor Titular, Departamento de Endocrinología, Facultad de 
Medicina, Universidad de Chile.

5 Médico, Centro de Recuperación de la Desnutrición Secundaria 
(CREDES).

6 Médico, Profesor Asistente, Unidad de Endocrinología, Instituto de 
Nutrición y Tecnología de los Alimentos, Universidad de Chile.

INTRODUCCION

Se conoce que una ingesta de calcio, una actividad física y 
un estado de salud adecuados son factores esenciales para 
obtener unamineralización ósea normal (1). Se ha demostrado 
que un peso muy bajo de nacimiento (2), una baja ingesta de 
calcio (3) padecer de desnutrición postnatal temprana en la 
vida (4), de anorexia nerviosa (5), de otras enfermedades 
crónicas, la ingestión  de m edicam entos com o los 
glucocorticoides y anticonvulsivantes y el hábito de fumar (6) 
son factores que disminuyen la mineralización ósea.

La acreción de calcio por el hueso varía en los diferentes 
períodos de crecimiento, siendo especialmente rápida en los
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primeros seis meses de vida y durante la adolescencia. Hemos 
observado que a las mujeres en el momento del inicio de la 
pubertad aún les falta por obtener un 35 % de su masa ósea para 
llegar a la masa ósea máxima que tienen las mujeres en la 
segunda y tercera década de la vida. En el ser humano, desde 
la cuarta década de la vida se produce una disminución 
irreversible de la masa ósea, que se estima en un 0,5 a 1% 
anual. Durante los 3 años que siguen a la menopausia en la 
mujer se produce una pérdida más rápida de la masa mineral 
ósea, la que puede llegar a un 2 % anual. Este explicaría la 
mayor frecuencia de problemas de déficit de mineralización 
ósea en la mujer que el varón ( 1 ).

La osteoporosis del adulto mayor constituye actualmente 
en nuestro país un importante problema de salud pública, dada 
la alta morbimortalidad con altos costos para los servicios de 
salud, especialmente por las fracturas de columna y caderas 
que se pueden producir (7-8).

Se sabe que el tratamiento de la osteoporosis sólo logra 
detener esta situación pero no revertiría. Por este motivo, las 
medidas preventivas juegan un importante rol en el tratamiento 
de este serio problema. Para ello es fundamental conocer los 
factores que favorecen una adecuada mineralización ósea para 
incentivarlos y los factores que pueden desfavorecerla para 
evitarlos. Sin duda, que para prevenir esta enfermedad se 
deberá actuar sobre estos factores especialmente durante la 
vida de crecimiento del niño y del adolescente, período en el 
cual aún sería posible revertir un déficit de mineralización, 
para así poder obtener una masa ósea máxima a la edad de 
adulto joven, y retrasar al máximo la edad a la que se puede 
llegar a una densidad mineral ósea de riesgo de fracturas.

En lactantes con desnutrición grave se ha descrito en 
radiografía de carpo y rodilla que presentan rarefacción ósea, 
adelgazamiento de la cortical, engrasamiento de la línea de 
calcificación provisoria, lo que se ha atribuido especialmente 
a la carencia de proteínas. Por otra parte se ha demostrado que 
los lactantes que tienen una obesidad exógena adelantan su 
maduración ósea y los desnutridos la retrasan, tanto más 
mientras más severa sea la desnutrición. Este retraso es más 
severo al asociarse a una desnutrición intrauterina, poten­
ciándose su efecto desfavorable sobre la maduración ósea 
(9-10).

Durante la rehabilitación nutricional de lactantes desnu­
tridos se ha observado un efecto de la ingesta proteica sobre la 
excreción urinaria de calcio. Además el balance de calcio fue 
lineal y directamente proporcional al calcio absorbido, inde­
pendiente de la edad y del estado nutricional, sin que se 
observase un plateau. Estos hallazgos han sido interpretados 
como una mayor acreción de calcio durante la etapa de 
recuperación de la desnutrición, probablemente debido al 
déficit previo que los pondría en un alto nivel de requerimiento, 
el que no sena cubierto por la dieta habitual de rehabilitación 
de los desnutridos y por lo tanto se intensificaría el déficit 
previo a la rehabilitación ( 1 1 ).

La excreción urinaria de calcio depende por un lado de la 
ingesta y por otro de la velocidad de recambio óseo. Al 
correlacionar la excreción con la ingesta de calcio en niños 
desnutridos de 3 a 36 meses y compararlos con niños normales 
de igual edad, se vio que los desnutridos no presentaron variación 
a pesar del gran aumento en la ingesta. Esto implicaría que los 
desnutridos no alcanzan a cubrir sus requerimientos incluso con 
ingesta muy superiores a la recomendación actual (1 1 ).

La anorexia nerviosa es una desnutrición de causa 
psi copatológica que afecta especi almente a las muj eres j ó venes. 
Esta enfermedad presenta diferentes grados de severidad 
pudiendo presentarse en un número importante de personas. 
Se ha visto que esta enfermedad disminuye la mineralización 
ósea, medida por densitometría de doble haz (5).

Nos interesó conocer el grado de adecuación de la 
mineralización ósea de adolescentes que presentaron una 
desnutrición calórico proteica postnatal temprana, de etiología 
primaria y de grado severo, con la finalidad de analizar la 
posibilidad de recuperación de las deficiencias que ocasiona 
esta noxa nutricional cuando se produce durante la etapa más 
activa del crecimiento.

MATERIAL Y METODO

En el Instituto de Nutrición y Tecnología de los Alimen­
tos, de la Universidad de Chile, se está efectuando un segui­
miento por más de 16 años, de un grupo de lactantes que 
padecieron de desnutrición calórico proteica primaria severa 
(grado 3) durante su primer año de vida. Estos niños fueron 
tratados integralmente con una dieta de rehabilitación, una 
estimulación psicosensorial y motora durante un promedio de 
estadía de 150 días, y luego han continuado con controles 
frecuentes para evitar las recaídas.

De este seguimiento longitudinal se tomaron 24 adoles­
centes ( 6  varones y 18 mujeres) con un promedio de edad de 
12 años y 11 meses. El peso se determinó mediante una 
balanza de pesas bien calibrada, la estatura mediante un 
cartabón, la circunferencia de cráneo con una huincha no 
distensible y el segmento corporal superior (talla sentada), 
mediante una silla diseñada especialmente. La calidad del 
estado nutricional se expresó como el porcentaje de adecua­
ción peso al percentilo 50 del peso que le corresponde a su 
talla, la calidad estatural como el porcentaje de adecuación al 
percentilo 50 de talla para su edad, todas ellas de acuerdo a las 
tablas de la O.M.S.

La masa ósea total (MOT) expresada en g, y la densidad 
mineral ósea (DMO) en g/cm2, se midieron en cuerpo total, 
columna y caderas, mediante un densitómetro de doble haz 
isotópico (Gadolineo), marca Norland. En caderas estas me­
diciones se efectuaron en cuello femoral, trocánter y triángulo 
de Ward.

Todos estos valores se compararon con los de 51 adoles­
centes (29 varones y 22 mujeres) de similar edad, sexo y 
pertenecientes a un nivel socioeconómico similar, sin ante­
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cedentes de enfermedades nutricionales y crónicas, que tuvie­
ron un peso de nacimiento mayor de 2500 g, y sin antecedentes 
de haber recibido medicamentos que pueden alterar la 
mineralización ósea. El análisis estadístico de los resultados se 
efectuó mediante el t de Student y el chi cuadrado.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra las características antropométricas de 
los adolescentes que padecieron de desnutrición temprana, 
comparados con adolescentes normales y separados por sexo. 
Se aprecia que tanto los varones como las mujeres que pade­
cieron de desnutrición temprana, comparados con adolescentes 
normales y separados por sexo. Se aprecia que tanto los 
varones como las mujeres que padecieron desnutrición tenían 
un porcentaje de adecuación significativamente menor de la 
talla/edad que los adolescentes controles (p<0,0005), 
sin presentar diferencias en el porcentaje de adecuación del 
peso/talla.

TABLA 1
CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE 

ADOLESCENTES QUE SUFRIERON DESNUTRICION 
POSTNATAL TEMPRANA

Varones Mujeres
Controles Desnutridos (b) Controles Desnutridos (c)

P P

(a)
% P/T 105,1 ±10,1 99,2 ± 8,9 N.S. 109,3 ± 16,8 106,6 ± 13,1 N.S.

(26) (7) (20) (18)

% T/E 98,6 ± 3,9 92,7 ±4,3 <0,005 99,9 ±5,1 92,3 ±5,1 <0,0005
(26) (7) (20) (18)

(a) X ± D.E. (Número de casos)
(b) Significancia según t Student de varones controles vs. desnutridos
(c) Significancia según t Student de mujeres controles vs. desnutridas

La Tabla 2 muestra los resultados de la mineralización 
ósea medida por densitometría efectuadas en columna (L2- 
L4) y cuerpo entero. Se aprecia una significativa menor MOT 
(p<0 , 0 1 ) en columna en los adolescentes que fueron desnutridos 
al compararlos con los controles. No se encontró diferencias 
en la DMO de columna de los adolescentes de ambos grupos. 
En cuerpo entero la M OT fue significativamente menor en los 
desnutridos que en los controles (p<0 ,0 1 ), sin apreciarse 
diferencias en la DMO.

TABLA 2
ADECUACION DE LAS DENSITOMETRIAS OSEAS 
DE COLUMNA Y CUERPO ENTERO DE ADOLES­

CENTES DE AMBOS SEXOS, QUE SUFRIERON 
DESNUTRICION POSTNATAL TEMPRANA

COLUMNA CUERPO ENTERO
MOT

(g)
DMO
(g/cm2)

MOT
(g)

DMO
(g/cm2)

Desnutridos
(a)

83,6 + 28,7 93,0 + 16,7 83,6 + 24,9 96,3 + 11,4
(22) (22) (22) (22)

Controles 1014 + 23.0 99,9+13,4 99,8 + 17,3 100,1 + 7,9
(40) (40) (49) (49)

(b)
P <0.01 N.S. <0.01 N.S.

(a) X± D.E. (Número de casos)
(b) Significancia según t Student

La Tabla 3 muestra la mineralización ósea de caderas, 
medidas en cuello femoral, trocánter y triángulo de Ward. Se 
aprecia que los adolescentes con desnutrición sólo presenta­
ron una significativa menor M OT en cuello femoral (p<0,005) 
que los controles, 86,1 ±  16,4% vs 100,8 + 18,5% respecti­
vamente, sin haber diferencias en la DMO de cuello, ni en la 
MOT y DMO de trocánter y triángulo de Ward.

TABLA 3
ADECUACION DE LAS DENSITOMETRIAS DE CADERA DE ADOLESCENTES DE AMBOS 

SEXOS, QUE SUFRIERON DESNUTRICION POSTNATAL TEMPRANA

Cuello Femroral Trocánter Triángulo de Ward
MOT DMO MOT DMO MOT DMO

(g) (g/cm2 ) (g) (g/cm2 ) (g) (g/cm2 )

(a)
Desnutridos 86,1 + 16,4 96,2 + 14,0 107,9 + 38,7 101,0+18,6 93,6+17,6 102,6 + 18,3

(19) (19) (19) (19) (19) (19)

Normales 100, .8  + 18..5 100,6+ 11,.4 98,4+ 34,6 101,6+10,9 100,6 + 19,7 1 0 1 ,6  + 18,0
(37) (37) (38) (36) (36) (36)

(b)
P <0,005 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S

(a) X ± D.E. (Número de casos) (b) Signficancia según t Student
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DISCUSION

El menor porcentaje de adecuación de la talla/edad que 
presentaron los adolescentes que padecieron de desnutrición 
temprana, señala la irrecuperabilidad de este parámetro cons­
tituyendo una secuela de esta deficiencia nutricional cuanto se 
produce en un período de rápido crecimiento, consecuencia 
que ya había sido comunicadas en la literatura (12-13).

Los promedios de los porcentajes de adecuación del peso/ 
talla fueron elevados en los adolescentes de sexo femenino 
que fueron desnutridos y en los controles de ambos sexos, sólo 
los varones con desnutrición temprana tuvieron una adecua­
ción peso/talla normal. Estos resultados coinciden con la 
situación nutricional que hemos descrito en el escolar chileno 
en el cual el problema nutricional más prevalente es el exceso 
de peso, especialmente en las mujeres (14).

Las diferencias significativas detectadas en las medicio­
nes densitométricas óseas efectuadas a estos adolescentes se 
encontraron sólo en la MOT de columna, cuello femoral y 
cuerpo entero. Estas diferencias significativas se pierden al 
expresar los resultados por 100 cm de estatura. La menor 
estatura con que quedaron los adolescentes que padecieron 
desnutrición temprana explicaría la menor MOT detectada en 
estos pacientes, constituyendo tal vez un mecanismo de 
compensación para evitar un mayor daño por parte de la noxa 
nutricional temprana.

Las investigaciones actuales del metabolismo óseo en la 
desnutrición postnatal temprana indicarían que produce una 
disminución de la mineralización ósea durante la etapa aguda 
de desnutrición y durante la rehabilitación nutricional (4). El 
haber encontrado una mineralización ósea normal en los 
adolescentes que padecieron de desnutrición temprana en 
nuestro estudio, se podría deber a los frecuentes controles de 
salud a que fueron sometidos, los que habrían evitado muchas 
enfermedades. Además recibieron aportes nutricionales me­
jores que niños de igual edad y nivel socioeconómico, lo que 
habría influido en la recuperación del posible déficit de 
mineralización ósea de la etapa aguda de la desnutrición. Esta 
aseveración implicaría que un déficit de mineralización ósea 
producido por una desnutrición temprana del lactante podría 
corregirse y así permitir a estos niños obtener una masa ósea 
normal a la edad de adulto joven, dejando de constituir un 
grupo de riesgo de osteoporosis a la edad de adulto mayor.

Financiado por Fondecyt, proyecto N° 91-1063
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RESUM EN.Las leguminosas y los alimentos vegetales con gran 
contenido de fibra suelen mejorar aspectos del control de la diabetes 
humana por ser fuentes potenciales de carbohidratos de «liberación 
sostenida». Se evaluó química y nutricionalmente una mezcla de soja 
y cereales de fabricación panaderalocal, de interés por su palatabilidad, 
su elevado contenido de glúcidos no amiláceos y su tipo particular de 
fibra. Se establecieron comparaciones con un alimento comercial 
para roedores y una mezcla de cafetería. Cada una de estas tres dietas 
fue ofrecida a ratas adultas de la línea IIMb/FmB (6), afectadas de 
obesidad, hipertrigliceridemia e intolerancia glucídica o diabetes. 
Los tratamientos duraron tres meses y se efectuaron en machos de dos 
edades: a) a partir de los 100 días, con marcado crecimiento, b) a 
partir de los 200 días. Las dietas fueron similares en cuanto a cantidad 
de glúcidos y aporte energético, pero la mezcla panadera con soja 
requirió hidrólisis enzimàtica àcida para liberar glúcidos simples. La 
mezcla de cafetaría resultó deficitaria en fibra, rica en grasa saturada 
y sodio, y generó hiperfagia. Las ratas de cada grupo ingirieron la 
misma cantidad de alimento en ambas edades, pese a que el aumento 
de biomasa fue significativamente mayor en las jóvenes. En éstas los 
valores de respuesta glucémica no difirieron significativamente entre ¡ 
las dietas. En las de mayor edad la mezcla de cafetería resultó 
marcadamente hiperglucemiante mientras que la mezcla panadera 
con soja generó una respuesta glucémica ostensiblemente menor, que 
en un caso fue significativamente inferior a la de la mezcla comercial. 
De esta manera la edad puso más en evidencia la acción de las 
diferentes dietas. Los resultados de los análisis de las heces demos­
traron una mayor proporción de agua fecal en el grupo alimentado 
con la mezcla vegetal, probablemente atribuible al contenido de fibra 
indigerible, con efectos favorables sobre el funcionamiento del 
intestino grueso.

1 Cátedra de Química Analítica de Alimentos. Facultad de Ciencias 
Bioquímicas y Farmacéuticas.

2 Cátedra de Biología. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad de 
Rosario.

SUM M ARY. Chem ical and  n u tritiona l assessm ent o f soybean 
and  cereal m ixture fo r adults. Legume seeds and fibre rich plant 
foods usually improve aspects of human diabetes control as they are 
potencial sources o f «delayed release» carbohydrates. A regional 
bakery mixture of soybean and cereals, interesting for its palatability 
and high content in non starch polysaccharides was chemically and 
nutritionally evaluated. Comparisons were made with the usual 
commercial laboratory chow and with a cafeteria mixture. Each one 
o f the three diets was offered ad libitum to adult rats of line IIMb/Fm 
6 (6), affected by obesity, hypertriglyceridemia and glucose intolerance 
or diabetes. Treatments lasted three months and were performed on 
two groups of male rats:(a) From 100 days old growing significantly, 
(b) From 200 days old. Meals had similar carbohydrate and calory 
contents but acid followed by enzymatica hydrolisis was required to 
free monosaccharides from the soybean mixture. Cafeteria mixture 
lacked in fibre, was rich in saturated fats and sodium, and it caused 
hyperphagia. Each group o f rats showed similar food intakes in both 
ages although weight gain was significantly higher in the younger 
animals. In the latter, values o f glycemic response showed no 
difference between diets. Cafeteria mixture caused significant 
hyperglycemia to the elder rats, while the soybean bakery mixture 
produced a remarkably lower glycemic response; in one case it was 
even lower than the one produced by the commerci al cho w. Di fferential 
response showed more clearly with age. The results of the feces 
analysis demonstrated an increased proportion of fecal water for the 
bakery mixture group, probably due to the amount of undigestible 
fibre, inducing beneficial effects on large bowel functionality.

INTRODUCCION

El consumo de alimentos vegetales ha sido recomendado 
en los ú ltim os años deb ido  a num erosos estu d io s 
epidemiológicos que establecen una relación negativa entre la
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ingestión de fibra y la incidencia de patologías intestinales así 
como de metabolopatías. La fibra comprende un grupo muy 
complejo y heterogéneo de sustancias que no pueden ser 
dirigidas sin la acción de la microflora digestiva (1). Sus 
propiedades funcionales y efectos nutricionales varían con la 
composición, la estructura y el tratamiento de la fuente (2 ), 
pero es claro que ella puede jugar un rol importante en la 
regulación de muchos aspectos de la patología intestinal (3,4). 
La variabilidad de los efectos de la fibra dietaria sobre el 
metabolismo glucídico en pacientes con diabetes mellitus no 
insulino dependiente estaría influenciada por factores tales 
como: tipo y dosis de fibra (5), composición global de la dieta, 
tiempo de tratamiento, edad y características metabólicas de 
los pacientes. Numerosos trabajos indican que las legumino­
sas en particular y los glúcidos «complejos» con gran con­
tenido de fibra, en general, reducen el aumento agudo de la 
glucemia y por lo tanto mejoran en el largo plazo muchos 
aspectos del control de la diabetes humana (4 ,6 ,7). Asimismo, 
las legumbres se consideran fuentes potenciales de carbohidratos 
de digestión lenta o de «liberación sostenida», adecuados para la 
dieta del diabético (7). Antes de iniciar un estudio es importante 
tener en cuenta que un hábito de ingestión de fibra sólo puede 
lograrse si ella es palatable y si su ingestión no exige modifica­
ciones drásticas de los hábitos alimentarios preestablecidos(7). 
Por otra parte, algunas proteínas vegetales, como las de la soja, 
tienen la doble ventaja de su alto valor biológico unido a un costo 
esencialmente menor que las de origen animal.

El objetivo de este trabajo fue analizar una mezcla de soja 
y cereales de fabricación panadera local, que tiene la ventaja 
de presentar a la leguminosa, poco palatable como semilla, en 
forma de un alimento más deseable y consumible como es el 
pan. Esta mezcla fue considerada de interés por su elevado 
contenido en glúcidos no amiláceos, su tipo particular de fibra, 
y por ser palatable, tanto por seres humanos como por ratas. Su 
alto contenido proteico, que la hace valiosa de por sí, permitió 
que la misma fuera administrada a ratas como único alimento. 
Dicha mezcla vegetal se ofreció a ratas genéticamente obesas 
y diabéticas con el objeto de detectar eventuales modificacio­
nes en la respuesta glucémica y en el metabolismo del intestino 
grueso mediante el estudio de la materia fecal. Se establecieron 
comparaciones con un alimento comercial para roedores como 
dieta testigo, y con una mezcla de bocadillos palatables propios 
de la dieta occidental de la abundancia, con el objeto de remedar 
el hábito alimentario nocivo de las comidas rápidas, que se 
conoce corrientemente como dieta de cafetería (8,9).

MATERIAL Y METODOS

Alimentos y técnicas analíticas: Se analizaron: 1) Balan­
ceado comercial para roedores (AC). 2) Mezcla totalmente 
vegetal de fabricación panadera hecha con harina de porotos 
de soja enteros, cocidos y tostados, previamente sometidos a 
un tratamiento térmico húmedo para inactivar factores 
antinutricionales, harina de trigo, trigo entero molido, cente­

no, salvado de avena y margarina vegetal (AN). Esta combi­
nación requirió hidrólisis àcida y enzimàtica para liberar 
glúcidos simples. 3) Mezcla de cafetería, consistente en tri­
turado de papas fritas, queso de rallar, jamón cocido, huevo 
duro, galletitas dulces y sacarosa (ACaf). Se midieron: a) 
Humedad: pérdida de peso a 105 °C. b) Nitrógeno proteico: 
Kjeldhal (10), factor para AN:5.75, para ACaf y AC:6.25 c) 
Materia grasa: extracto etéreo, d) Fibra: detergente neutro y 
método enzimàtico A.O.A.C. (11). e) Glúcidos: azúcares 
reductores sin y con hidrólisis en medio clorhídrico. Para la 
determinación de AN se debió recurrir a tratamiento con HC1 
3M en caliente, neutralización y acción enzimàtica dado que 
con la hidrólisis clorhídrica no se obtenía la totalidad de la 
concentración presente (12). f) Minerales: se analizó el con­
tenido de Ca y P con métodos espectrofotométricos, y de Na 
y K por fotometría de llama en cada una de las dietas, 
utilizando las cenizas disueltas en medio HNO 3  0,3M.

Animales: Se utilizaron 30 ratas macho adultas de la cepa 
IIMb/FmB (B) (13,14): 15 de 100 días de edad (jóvenes) y 15 
de 2 0 0  días (maduras), que se mantuvieron en jaulas indivi­
duales en condiciones estándar de luz y temperatura. Cada 
grupo etario se dividió en tres subgrupos, cada uno de los 
cuales ingirió ad libitum AC, AN o ACaf durante tres meses. 
La línea endocriada de ratas B muestra sobrepeso debido al 
aumento de grasa total (31%), hipertrigliceridemia y, en edad 
adulta, hiperglucemia o diabetes (15). Esto configura un 
cuadro de obesidad moderada y diabetes del tipo no insulino 
dependiente, supuestamente poligénico. En comparaciones 
establecidas con testigos no obesos de la línea IIM a/Fm  (a), 
derivados del mismo núcleo de cría original, los valores de 
glucemia basai a  vs. B fueron: 1,00 vs. 1,53 g/1 (p<0,05).

Determinaciones fisiológicas: Se verificaron diariamente la 
biomasa y la ingestión de alimento. Bajo ayuno de 1 2  horas se 
efectuaron: a) Prueba de tolerancia glucídica suministrando 
oralmente 2 0 0  mg de glucosa por cada 1 0 0  g de biomasa de 
rata, b) Respuesta glucémica post prandial ofreciendo a cada 
rata su alimento durante 20 min. En ambas pruebas se midió 
la glucemia en ayunas y a los 30, 60, 120 y, en las de mayor 
edad, 180 min. Las áreas bajo las curvas se calcularon 
geométricamente y los resultados se expresaron mmol x min/
1. En b) el resultado se dividió por los gramos de glúcido 
ingeridos. Para la determinación de glucemias y glucosurias se 
utilizó un método enzimàtico. Periódicamente se recolectó la 
materia fecal de cada rata y se determinó el contenido acuoso 
mediante la pérdida de peso a 42 y 105 °C ( 16). Sobre muestra 
seca se efectuó dosaje de lípidos por medio de estracciones con 
cloroformo-metanol (40:60) y posterior gravimetría (17). En 
la muestra seca y desgrasada se dosó el contenido de fibra 
dietaria con la técnica de Van Soest (18). Para obtener los 
valores de digestibilidad de la proteína se secaron, molieron y 
homogeneizaron las heces, determinándose su contenido de 
nitrógeno por el método de Kjeldahl (10). Se calculó la
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digestibilidad aparente con fórmula estándar (19). Asimismo 
se determinó la digestibilidad de la fibra aportada en forma 
considerable por AC y AN, ya que las técnicas corrientes de 
análisis no necesariamente permiten predecir la solubilidad de 
la fibra en condiciones fisiológicas (4, 20).

Diseño y análisis estadístico: Se efectuó un diseño comple­
tamente aleatorizado, aplicando tres tratamientos a ratas de 
dos edades diferentes. Todos los datos se presentaron como 
media ± error estándar (X ±  ES). Las comparaciones se 
efectuaron mediante prueba de t de Student para muestras 
independientes y apareadas. Todo valor de p<0,05 fue con­
siderado estadísticamente significativo.

RESULTADOS

Composición de los alimentos: Las mezclas alimenticias 
fueron similares en cuanto a cantidad de glúcidos y aporte 
energético. La mezcla de cafetería fue deficitaria en fibra 
(Table 1) y muy rica en Na (Tabla 2).

TABLA 1
COMPONENTES (g/100g) Y ENERGIA (kcal/g) 

DE LAS DIETAS

Componentes
AC

D I E T A S
AN ACaf

Proteínas 31 36 13
Glúcidos 31 31 29
Grasas 6,2 13 14,5
Humedad 9 7 37
Fibra diaria 13,6 6,5 2,8
Fibra A.O.A.C. 18,4 12,4 3,5
(kcal/g) 3,03 3,85 2,99

TABLA 2
CONTENIDO MINERAL DE LAS DIETAS

Dietas CENIZAS
TOTALES MINERALES (mg / 100g)
(g/100g) Ca P Na K

AC 8,3 1130 980 334 613
AN 3,6 225 776 275 566
ACaf 2,8 172 170 619 219

Ingestión de alimentos:La ingestión en gramos fue igual en 
ambas edades para cada uno de los tratamientos. Entre dietas, 
tanto en g/día como en kcal/día, las diferencias estadísticas 
fueron: AC vs. AN (ns); AC + AN vs. ACaf (p<0,01). Las 
únicas diferencias significativas entre AC y AN consistieron 
en que con AN se ingirió más materia grasa (p<0,001) y menos 
fibra dietaria (p<0.001) (Tabla 3). Con ACaf las ratas ingirie­
ron más grasas y glúcidos, menos fibra y más Na que con las

otras dos dietas. La cantidad de proteínas ingerida con ACaf 
fue aceptable para la edad, pero menor que con AN y AC.

TABLA 3
INGESTION DE ALIMENTOS (g/día) Y CALORICA EN 

RATAS MACHO 6 JOVENES Y MADURAS CON 
DIFERENTES DIETAS

Componentes
AC (9)

D I E T A S  
AN (12) ACaf (9)'

Totales
Glúcidos
Proteínas
Grasas
Fibra diaria
(kcal/día)

28,4 ± 0,85a 
8,8 ±  0,26a 
8,8 ± 0,26a
1.7 ±  0,04a
3.8 ±0 ,1  Ia 
86,2 ± 2,6a

22,8 ±  0,92a
7.1 ±  0,28a
8.2 ±  0,33b 
2,9 ±0 ,1 Ia 
1,5 ±  0,05b 
88,1 ± 3,5a

37,6 ±  1,31a 
l l , 0 ± 0 , 3 8 b 

4,9 ±  0,08c 
5 ,4 ± 0, 18b 

l ,0 5 ± 0 ,0 2 c 
112,4 ±  3,9b

Los valores indican media ± error estándar. Las cifras con igual 
superíndice en sentido horizontal no son significati vamente diferentes.

Digestibilidad de los alimentos: Se evidenció una buena 
digestibilidad para las proteínas en todos los casos: AC 87 %, 
AN 90 % y ACaf 93 % (p>0,05). Utilizando el método de Van 
Soest para el dosaje de fibra y calculando su digestibilidad 
aparente, se verificó para AC 34,4 ±  4,59 % y para AN 14.3 
± 3,53 % (p>0,05).

Crecimiento:El aumento de biomasas desde los 100 hasta los 
190 días de edad (jóvenes) fue significativamente mayor que 
desde los 200 hasta los 290 días (maduras), en concordancia 
con el crecimiento esperado en cada lapso etario (Figura 1). En 
las maduras el aumento de biomasa no fue significativo, salvo 
para las alimentadas con ACaf (p<0,05). Esto último se 
debería en parte a retención líquida, atribuible a la gran 
ingestión de Na.

FIGURA 1
Biomasas de ratas 6 macho adultas en función del tiempo. 

El crecimiento es mucho más intenso en las jóvenes
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R espuestas glucémicas: Estas pruebas fueron repetidas en el 
transcurso de los tratamientos para ir detectando los efectos de 
los mismos. En las ratas jóvenes (Figura 2) la prueba de 
tolerancia glucídica con AC y con AN no se modificó al 
comparar valores previos a la iniciación del experimento: AN 
303+116; AC 480 ± 1 5 6  mmol x min/1, con los de 30 días de 
tratamiento: AN 465±81; AC: 514 ± 6 8  mmol x min/1. Con 
ACaf hubo aumento significativo en el mismo lapso: 125 ± 
109 vs. 1018 ±  285 mmol x min/1 (p<0,001). En la prueba de 
respuesta glucémica post prandial a los 85 días de tratamiento, 
las diferencias entre dietas no fueron significativas: AN 33 ± 
36; AC 42 ±  23; ACaf 246 ±  99 mmol x min/1.

FIGURA 2
Areas promedio (X±ES) bajo curvas de respuesta 

glucémica (mmol x min/1) en ratas macho B jóvenes. (TO)l: 
tolerancia glucídica previa al tratamiento. (TO)2: tolerancia 
glucídica a los 30 días de tratamiento. Para ACaf: (TO)l vs. 
(TO)2: (p<0,001). (RE): respuesta glucémica post prandial 

a los 85 días de tratamiento

(RE)
EdxM KdUs
X  !

(p>0.05)

 (A C af)dW Uc*fet9rt4
 (A N ) dieta soja

< AC ) dieta comercial

0 30 60 120 Min.

En la edad madura (Figura 3), a los 20 días de tratamiento 
la tolerancia glucídica no mostró diferencias significativas 
entre dietas: AN 478 ±  143; AC 461 ±  173; ACaf 1107 ± 231 
mmol x min/1. A los 65 días de tratamiento los valores fueron: 
AN 767 ±  128; AC 1080 ±  108; ACaf 1513 ± 248 mmol x min/ 
1, y la diferencia AN vs. ACaf resultó significativa (p<0,05). 
Comparando las respuestas glucémicas post prandiales, a los 
30 días de tratamiento no hubo diferencias significativas entre 
dietas: AN 442 ±  6 6 ; AC 632 ±  89; ACaf 746 ±  247 mmol x 
min/1. A los 80 días, en cambio, los valores fueron AN 126 ± 
85; AC 724 ±  203 y ACaf 1204 ±31 mmol x min/1 (Figura 3). 
Esto evidenció que el transcurso del tratamiento produjo un 
pronunciado aumento de absorción con ACaf y una disminución 
significativa de los valores con AN: 443 vs. 126 mmol x min/
1 (p<0 ,0 1 ).

FIGURA 3
Area promedio (X+ES) bajo curvas de respuestas 

glucémicas (mmol x min/1) en ratas macho B de edad 
madura con diferentes dietas. (TO)l : tolerancia glucídica a 
los 20 días de tratamiento: (ns) entre dietas. (TO)2: toleran­
cia glucídica a los 65 días de tratamiento: AN vs. AC (ns); 
AC vs. ACaf (ns); AN vs. ACaf (p<0,05). (RE)1: respuesta 
glucémica post prandial a los 30 días de tratamiento: (ns) 

entre dietas. (RE)2: respuesta glucémica post prandial a los 
80 días de tratamiento: AN vs. AC (p<0,05); AC vs.

ACaf(ns); AN vs. ACaf (p<0,001)
(T011

Edad:220días
<T0»2
Edad<265dias

(RE 11

Edadt230dlas
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100
Min.

Glucemias basales:En la edad madura los valores típicos de 
la línea B, que inicialmente no mostraron diferencias signifi­
cativas, permanecieron inmodificados con AC y AN (Figura
3), pero se elevaron con ACaf (p<0,05).

G lucosuria y signos de diabetes: En la edad madura no se 
verificó glucosuria al iniciarse los tratamientos. Al finalizar 
los mismos se evidenció una elevada glucosuria con ACaf: 71 
±  9 g/l, acompañada de polidipsia y poliuria extremas. Con 
AC la glucosuria fue de 0,13 ±  0.1 g/l con AN la orina no tuvo 
glucosa en ninguna rata.

M aterial fecal: En los animales jóvenery  en los maduros el 
peso de materia fecal fue significativamente mayor para los 
alimentados con-AC respecto de AN (p<0,01), así como con 
AC respecto de ACaf (p<0,05). La proporción de agua fue 
mayor con AN respecto de AC (p<0,01) (Tabla 4). Las 
proporciones de materia grasa en las heces fueron superiores 
en AN y ACaf comparados con AC. Asimismo, hubo un 
incremento de excreción de grasa fecal en las maduras respecto 
de las jóvenes, que para AN resultó significativo (p<0,01). La 
concentración de fibra en heces fue alta y similar para AC y 
AN, pero mucho menor para ACaf (p<0,001).
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TABLA 4
COMPOSICION DE MATERIA FECAL DE RATAS 
MACHO 6  ADULTAS TRATADAS CON DIETAS 

DIFERENTES

Dieta Edad (n) Peso
(g/día)

Humedad
(g/100g)

Mat. grasa
(g/100g)

Fibra
(g/100g)

Jóvenes(4) 8.8±0.9a 23+1.5a 3.4±0.2a 41+3.Ia
AC

Maduras (5) 6.4±0.5a 23±2.4a 4.2±0.4a 42±2.7a

Jóvenes (6) 4.2±0.3b 40±3.4b 8.1±0.6b 38±2.0a
AN

Maduras (6) 3.1±0.6b 38±2.6b 11±0.7C 40±2.1a

Jóvenes (5) 1.6±0.1c 12±1.0C 9.7±0.9bc 3.7±0.2b
ACaf

Maduras (4) 1.4±0.1c 16±3.1ac 11±0.3C 4.4±0.3b

Los valores con una letra igual en el superíndice en sentido vertical 
no son significativamente diferentes. Las cifras indican m edia+ error 
estándar

DISCUSION

Ambos grupos etarios, tratados durante 90 días, fueron 
sometidos a sedentarismo forzoso por el hecho de permanecer 
en pequeñas jaulas individuales, lo cual implicó mínima 
disipación energética. Tanto las ratas jóvenes como las maduras 
ingirieron igual cantidad de alimento dentro de cada dieta, 
pero el crecimiento, que fue pronunciado en las jóvenes, 
prácticamente no se evidenció en las maduras. Por lo tanto, el 
destino del alimento ingerido no fue el mismo en ambos casos. 
En las jóvenes, en que una parte importante de lo ingerido se 
materializó en crecimiento, los valores de respuesta glucémica 
no difirieron significativamente entre dietas, aunque fueron 
mayores con ACaf (Figura 2). Durante el crecimiento podrían 
suponerse una demanda glucídica mayor, conjuntamente con 
una regulación de la glucemia más aj ustada y una funcionalidad 
absortiva óptima para todo tipo de complejos glucídicos a 
nivel del intestino delgado. Algo diferente habría ocurrido en 
la edad post crecimiento, cuando casi todo lo ingerido se 
destinó a mantener biomasa. Con ACaf, la edad acentuó 
significativamente el efecto hiperglucemiante ya esbozado en 
las jóvenes. Puede suponerse que la mezcla de cafetería, 
inductora de hiperfagia, en una edad en que la demanda 
energética para crecer estuvo ausente, produjo un aumento 
pronunciado de la glucemia, que puso de manifiesto el dete­
rioro de los mecanismos reguladores. Las diferencias desfa­
vorables para la dieta de cafetería consistieron en la alta 
ingestión de grasa tipo saturado, mayor ingestión de Na así 
como de glúcidos fácilmente digeribles y déficit de fibra, cuya 
acción sobre el medio intestinal produjo un área de respuesta

glucémica significativamente aumentada, seguida de un in­
cremento significativo de los valores básales de glucemia, 
glucosuria muy elevada y signos clínicos de diabetes acentua­
dos en extremo.

Al comparar las otras dos dietas, más semejantes entre sí 
en algunos aspectos, se verificó con AC mayor ingestión de 
fibra y menor de materia grasa que con la mezcla vegetal. La 
respuesta glucémica indicaría una absorción glucídica más 
obstaculizada con la mezcla vegetal en edad post crecimiento, 
que podría atribúirse en parte a la composición de la fibra de 
AN: riqueza en lignina y hemicelulosa aportadas por la le­
guminosa, y de fibra de tipo «viscoso» de la avena, provocando 
retardo en la absorción de monosacáridos a nivel intestinal 
(21). El hecho de que el retardo en la respuesta glucémica se 
haya evidenciado mejor en la edad post crecimiento indicaría, 
junto con el incremento de materia grasa observado en las 
heces de las ratas maduras, un cierto deterioro en algunos 
mecanismos enzimáticos y/o fisicoquímicos de absorción en 
el intestino delgado. Por otra parte, hay evidencia de modifi­
caciones en la absorción intestinal de lípidos en la rata, como 
respuesta adaptativa a ciertos componentes de la fibra dietaria, 
si se ingieren en forma prolongada (4). De esta manera la edad 
pondría más en evidencia la influencia de ciertos glúcidos no 
amiláceos de AN, así como de su tipo particular de fibra, 
interaccionando en el medio complejo del intestino delgado. 
El retardo del efecto glucemiante fue más evidente en la 
prueba con el propio alimento en estudio que en la tolerancia 
glucídica, hecho similar a otro referido en humanos (7). La 
hiperglucemia basal típica de la línea B no disminuyó bajo la 
influencia de AN y AC, pero los signos clínicos de. diabetes 
fueron atenuados y con AN ninguna rata evidenció glucosuria 
en edad madura. La menor digestibilidad de la fibra de AN, si 
bien no alcanzó significado estadístico, evidenciaríaunamayor 
proporción de componentes indigeribles tales como lignina, 
hidratos de carbono no almidón (NSP), almidón resistente 
(amilosa retrodegradada), que estarían presentes en la mezcla 
vegetal ya sea en forma original o como resultado del proce­
dimiento panadero aplicado. Los compuestos de la mezcla 
vegetal merecen ser identificados y estudiados en forma 
especial. Los presentes resultados preliminares establecen 
que esta mezcla vegetal compuesta principalmente por soja, es 
fisiológicamente activa y tendría la doble función de disminuir 
el ritmo de absorción glucídica en el intestino delgado (2 2 ) y 
de participar en el aumento significativo de la proporción de 
agua de las heces, lo cual conlleva una modificación implícita 
en el metabolismo del intestino grueso. El hecho de que esto 
ocurra sobre todo en edades post crecimiento es de importancia, 
si se tiene en cuenta que la mayoría de los diabéticos humanos 
integran los grupos de mayor edad (7).
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Alteragóes histológicas de glándulas submandibulares 
e testículos induzidas por dietas á base de soja e dieta zinco 

deficiente em ratos

Vanderlei L.C.M. ^, Arruda Veiga M.C.F. Reis N.S. ^ y  Tambeli C.H. ^

RESUMO. Este trabalho teve por obejlivo verificar, em ratos, as 
alteragóes histológicas das glándulas submandibulares e testículos 
induzidas por dietas á base de soja e dieta deficiente em zinco. A 
indugáo da deficiencia de zinco produziu alteragóes testiculares 
incluindo atrofia de túbulos seminíferos, degeneragáo do epitélio 
germinativo e alteragóes na espermatogénese, e a nivel de glándulas 
submandibulares urna significativa atrofia, com ácinos pouco deli­
mitados. A dieta k base de soja sem complementagáo também 
comprometeu o processo de espermatogénese, com túbulos 
seminíferos atrofiados e redugáo do epitélio germinativo. A dieta á 
base de soja complementada, com mistura salina e vitamínica, nao 
produziu alteragóes testiculares, mas a nivel de glándulas 
submandibulares, induziu urna hipertrofia do componente ductal, 
principalmente com relagáo ao seu componente granular.

SUMMARY. Histologic alterations of the submandibular glands 
and testicles induced by soy and zinc deficient diets. The purpose 
of this study was to examine in rats the histologic alterations of the 
submandibular glands and testicles induced by soy diets and zinc 
deficients diet. The zinc deficiency produced testicles alterations 
including seminiferous tubulus atrophy, germinative epithelium 
degeneration, spermatogenesis alterations and a significant atrophy of 
the submandibular glands which presented no much delimitated acines. 
The soy diet without complementations also compromised the 
spermatogenesis by showing seminiferous tubulus atrophied and a 
reduction of the germinative epithelium. The soy diet complemented 
by saline and'vitaminic mixtures didn't produced testicles alterations 
but its induced in the submandibular glands a hypertrophy of the 
ductal component mainly in relation to the granular component. 
Key words: Soy bean, Zinc deficiency, Submandibular glands, 
testicles.

INTRODUQÁO

A soja é urna leguminosa de alto valor nutritivo (1) que tém 
sido largamente utilizada na alimentagño humana sob várias 
formas (2 ) contudo, a presenga de fatores antinutricionais 
pode comprometer a sua utilizagáo como fonte alimentar.

Um dos principáis fatores antinutricionais presentes na 
soja é o ácido fítico, que associado com proteínas vegetáis é 
um dos responsáveis pela baixa biodisponibilidade de zinco 
ñas leguminosas (3). Portando é possível que a presenga da 
soja na alimentagño humana, possa tornar o consumo de zinco 
submarginal produzindo como consequéncia a deficiencia 
desse mineral. O zinco é um oligoelemento fundamental em 
várias fungoes biológicas do organismo (4) e a sua deficiencia 
produz urna série de alteragóes, tanto nos animáis quanto nos

1 Departamento de Fisioterapia, FCT/UNESP. Brasil.
2 Departamento de Ciéncias Fisiológicas, FOP/UNICAMP. Brasil
3 Departamento de Histología, IBC/UNICAMP. Brasil.

seres humanos (5). Os testículos sao estruturas bastante 
sensíveis á deficiencia de zinco e o hipogonadismo tém sido 
associado á deficiencia desse mineral (6 ). Dentre as alteragóes 
produzidas pela deficiencia de zinco no sistema reprodutor 
podemos destacar a atrofia de túbulos seminíferos, diminuigño 
do número de células do epitélio germinativo, redugáo acen­
tuada do núm ero de esperm atozóides, alteragóes na 
espermatogénese e diminuigño dos níveis séricos de prolactina 
e testoterona (7,8,9).

A deficiencia de zinco também tem sido relacionada à 
redugáo da secregáo salivar e aumento da susceptibilidade à 
càrie dental ( 1 0 ), redugáo da fosfatase alcalina e danos ñas 
células mioepiteliais das glándulas submandibulares ( 1 1 ) e, 
atrofia dos glándulas submandibulares com diminuigño do 
volunte citoplasmàtico dos gránulos secretores (12). Este 
trabalho teve por objetivo verificar, em ratos, as possíveis 
alteragóes histológicas a nivel testicular e das glándulas 
submandibulares induzidas por dietas à base de soja e dieta 
deficiente em zinco.
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M ATERIAL E M ETODOS

Forman utilizados para o presente trabalho 24 ratos machos, 
recém desm am ados, pesando em m édia 55 gramas que foram 
distribuidos em gaiolas individualais de a^o inox, separados 
em quatro grupos e subm etidos as dietas A (controle padrao), 
B (deficiente em zinco), C (soja sem com plem entado) e D 
(soja com plem entada).

A dieta controle padrao (A) foi com posta de 15 % de 
proteína (albúm ina), 5 % de óleo de milho, 5 % de fibra, 3,5 
% de m istura salina isenta de zinco (13), 1 % de mistura 
vitam ínica (14), 0,3 % de D.L. metionina, 0,15 % de cloreto de 
colina. 0,002 % de biotina, 0,6% de m istura de zinco (15) e 
m aizena para com pletar 100 %. A suplementagáo de biotina 
nesta dieta foi necessária devido á p resen ta  na albúm ina de 
avidina, urna glicoproteína que liga-se á biotina impedindo 
sua absori;ao (16). A dieta deficiente em zinco (B ) foi composta 
de 15 % de proteína obtida através da caseína lavada com 
EDTA e o restante de sua com posigáo foi semelhante á dieta 
A, com o excegao da biotina e da m istura de zinco.

A soja utilizada para elaboraqao das dietas C e D foi da 
variedade IAC-8. A dieta (C) foi com posta de farinha de soja 
integral (coacgáo por 5 minutos e m oída após secagem em 
estufa), com teor proteico de 42 %. A dieta de soja com ple­
m entada (D) continha, além da farinha de soja integral 3,5 % 
de m istura salina isenta de zinco, 1,0 % de mistura vitamínica, 
0,3 % de D.L. m etionina e 0,15 % de cloreto de colina, com 
teor proteico de 40 %.

Os animáis foram mantidos com suas respectivas dietas 
por um período de 69 días, durante os quais foi realizado o 
controle de crescim ento dos mesmos. Após esse período os 
anim áis foram sacrificados por hipovolem ia e tiveram seus 
lém ures retirados, lim pos e colocados em estufa por aproxi­
m adam ente 12 horas a 105 °C. Posteriormente os mesmos 
foram m oídos com  o auxilio de um graal e levados á estufa 
para nova secagem  por 4 horas, sendo entao utilizados na 
prepara?ao da solu$áo de cinzas para a determinagáo de zinco 
que foi feita através de um espectróm etro de em issáo atómica 
com plasm a acoplado indutivamente.

Foram tam bém  retirados o testículo esquerdo e as glándulas 
subm andibulares, que foram fixadas em Bouin por um período 
de 24 horas e a seguir incluidas segundo técnica histológica de 
rotina, cortadas na espessura de 7 u e coradas com  HE e 
tricróm io de M allory para o estudo histológico.

RESULTADOS

A análise histológicados testículos dos animáis submetidos 
á dieta á base de soja com plem entada (D) apresentaram 
aspectos de norm alidade, semelhante ao grupo padrao (A) 
com  túbulos sem iníferos de tam anho norm al e epitélio 
germ inativo desenvolvido evidenciando-se os estadios 1, 7 e 
14, característicos da esperm atogénese da especie (Figura 1)

FIG U RA  1
Corte transversal de túbulos sem iníferos - Grupo D 

(soja com plem entada): Tecido intersticial (seta sem haste). 
estádios: 1 (seta pequeña), 7 (seta média) 
e 14 (seta grande). HE aum ento 160,5x

Os animáis alim entados com a dieta deficiente em zinco 
(B) apresentaram  atrofia de túbulos sem iníferos, degenera§áo 
do e p ité lio  g e rm in a tiv o  e p re se n ?a  de e sp e rm á tid es  
multinucleadas com núcleos picnóticos. A esperm atogénese 
nesses túbulos atrofíeos vai até Cito I sendo raras as imagens 
características do estadio 7 (Figura 2).

FIG U RA  2
Corte transversal de túbulos seminíferos - Grupo B (Dieta 

deficiente em  zinco): atrofia m oderada e esperm átides 
m ultinucleadas com núcleo picnóticos (seta). HE aum ento 

160,5x

O s an im á is  su b m e tid o s  á fa r in h a  de so ja  sem  
complementando (C) apresentaram  túbulos sem iníferos atro­
fiados quanto ao seu tam anho e espessu ra do epitélio  
germinativo sendo que, nesses animáis nao evidenciaram -se 
os estadios característicos da esperm atogénese própria da 
especie, notando-se a auséncia principalm ente do estadio 7. 
Os animáis apresentaram  alguns túbulos sem iníferos com 
hipercrom atose (Figura 3).
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Corte transversal de túbulos seminíferos - Grupo C (soja 
sem com plem entagao): epitélio germinativo atrófico, 

células com hipercrom atose. HE aumento 160,5x
u n í  ~  »  n g m i*  i i i i g i i  >  ■  n ■ ■ i

FIGURA 3

A análise histológica das glándulas submandibulares dos 
animáis subm etidos á dieta padráo apresentou aspectos de 
norntalidade. Observam -se ácinos serosos, ácinos mistos com 
crescente seroso e ductos intralobulares (Figura 4). Os animáis 
submetidos á dieta deficiente em zinco mostraram atrofia das 
glándulas subm andibulares sem d i s t a d o  entre os elementos 
seroso e m ucoso com ácinos pouco delimitados (Figura 5).

FIGURA 4
Fotom icrografía de glándula subm andibular - Grupo A 

(dieta padráo): ácinos serosos (seta pequeña), ácinos mistos 
com crescente seroso (seta m édia e ductos intralobulares 

(seta arando). HE aum ento 32 lx

á r . - A « ,
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Os animáis alim entados com soja sem com plem entado  
apresenlaram  glándula subm andibulares com atrofia incipien­
te de ácinos e ductos com alguns núcleos picnóticos (Figura 6). 
Entretanto, nos animáis subm etidos á farinha de soja com ple­
mentada observou-se urna hipertrofia do componente ductal, 
principalm ente com rela^ao ao seu com ponente granular 
(Figura 7).

FIG U RA  5
Fotom icrografía de glándula subm andibular - Grupo B 
(dieta deficiente em zinco): ácinos pouco delimitados, 

atrofia aparente em especial do com ponente ductal. 
HF aum ento 3 2 lx

FIGURA 6
Fotom icrografía de glándula subm andibular - Grupo C (soja 

sent com plem enta9 áo): núcleo celulares picnóticos (seta 
pequeña), ácinos e ductos com  atrofia incipiente (seta 

maior). HE aum ento 3 2 lx

* é* - a » - . i .  r,  >. w .»

Em rela9 áo á c o n c e r n id o  de zinco no lém ur podem os 
observar urna re d a ñ o  significativa nos animáis subm etidos as 
dietas B e D quando com parados com  o grupo controle, como 
pode ser vizualizado no Gráfico 1.

Os anintais subm etidos as dietas B e C tiveram urna 
redu9 áo significativa do ganho de peso em rela9 do aos outros 
grupos (Gráfico 2).
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FIG U RA  7
Fotom icrografía de glándula subm andibular (composigáo) 

- G rupo D (soja com plem entada): hipertrofia de ductos 
granulosos. Aum ento 321x

-  v ifc rA .
• W - .w ? « • •> ; * * i  <;S , V
•T 'A ; £ ■ '  !

- *  I r *  h a  â  «e *
V -

» r  •%*
%  *• Ib ?

- y *
- ,  5 i w r * - e

« n f & i
HE

. ê * T W ¿ » ’ i * ; -'

> 7 '  TV . % « *  . » .
X  * ~  C .  * '

'  '  '

' ' * #  ■ *
*

« .J*** * t  m  K  *
, j ¡  :  V  y

» .A
4 K  */v  %

ta ::• A v
u  *» t T*

» *

.  }
. V i

• • ; .  , .  ~  
t . A

*  >  • ‘ • • ’ i '  ’ - i  ‘

7 - i  Í # <
4  •  #- • .:•*».• «-*■ --
7  t  T tó  7 & ¿  :  7

< • -, > -/ ;V S3 .
■ 

0 *
> ■* “**1 *» i '

**><- ;
%  * -5^

•5, « / , ì l i

« ir*
# >

> n  *

1S &  ‘ . . .
-  Æ m %  s* \  ~

TRICROM IO

G RAFICO 1
M édia do nivel de zinco no fém ur dos anim ais submetidos 

ás dietas A, B, C e D.

3 0 0  
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200  -  
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GRAFICO 2
Evoluçào dos pesos semanais dos animais submetidos às 

dietas A, B, C e D.
P E 8 0  D 0 8  AN IM AIS  (Qf.)

I -------D IETA A —  DIETA B *  DIETA C B DIETA D I

DISCUSSACI

Os animáis alim entados com  soja com plem entada com 
m istura salina e vitamínica, em bora tenhanr apresentado urna 
redugáo de zinco a nivel osseo, esta nao foi suficiente para 
com prom eter o crescim ento e o desenvolvim ento testicular, 
urna vez que os m esm os foram sem elhantes aos observado em 
animáis subm etidos à dieta padrao.

O requerimento de zinco necessàrio para o desenvolvimento 
normal de ratos alim entados com ¡solado protéico de soja é de 
18 ppm (17), bem inferior ao valor encontrado para essa dieta 
que foi de 62 ppm.

Os anim áis subm etidos à dieta deficiente em zinco 
apresentaram urna redugáo do crescim ento, do nivel de zinco 
no osso e alteragóes testiculares sem elhantes ás relatadas por 
outros autores (7, 8, 18). O hipogonadism o associado á 
deficiencia de zinco está provavelm ente relacionado a um 
com prom etim ento das células de Leydig (6).

Por outro lado, as alteragóes glandulares observadas nos 
animáis alim entados com o a dieta à base de soja sem 
com plem entagáo, dem onstram  um com prom etim ento da
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espermatogénese e urna atrofia incipiente de ácinos ñas 
glándulas submandibulares que podem ser atribuidas as 
deficiencias vitamínicas da soja (19) e ao quadro de anorexia 
desenvolvido por esses animáis urna vez que os mesmos nao 
apresentaram  redugáo dos níveis de zinco no fémur, 
provavelmente devido a drástica redu?áo do crescimento.

A atrofia das glándulas submandibulares apresentada pe­
los animáis deficientes em zinco pode estar relacionada, em 
parte, ao hipogonadismo urna vez que estas glándulas sao 
an d ró g eno-dependen tes (20) e foi encontrado  urna 
desestabiliza?áo na intera?áo do com plexo andrógeno-receptor 
em células nucleares de glándulas submandibulares em animáis 
deficientes em zinco (21). Porém, nao podemos descartar a 
existéncia de outros mecanismos incluindo um efeito direto do 
zinco no desenvolvimento dessas glándulas urna vez que, a 
adm inistrado de testosterona em animáis deficientes em 
zinco foi menos eficiente em produzir reversáo das alteraSes 
observadas nessas glándulas do que urna dieta suplementada 
com zinco (12) e, tém sido demonstrado que o zinco tém um 
papel importante no desenvolvimento dos gránulos secretores 
das glándulas submandibulares (22).

As a lte ra re s  observadas ñas glándulas submandibulares 
dos animáis alimentados com a farinha de soja complementa­
da sugerem urna hiperfumjáo dessas glándulas. Esse aumento 
da ati vidade glandular pode estar relacionado ao elevado nivel 
protéico apresentado por essa dieta (42%), urna vez que, entre 
os fatores ativos que as células dos ductos granulosos possuem 
estáo incluidos proteases (23).

Portanto, a alimentagáo ábase de soja sem complementagáo, 
causa  urna d rá s tica  redu?áo  do crescim ento  e um 
comprometimento no desenvolvimento do testículo e das 
glándulas submandibulares de ratos. Por outro lado os animáis 
alimentados com soja complementada com mistura salina e 
vitamínica apesar de apresentar urna leve redu?áo do nivel de 
zinco no osso apresentaram crescimento e desenvolvimento 
normal e urna hipertrofia de glándulas submandibulares.
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SUM M A RY . In this study we evaluated the nutritional status o f 34 
children with sickle cell disease (SS). Results were compared to 9 
siblings with sickle cell trait (AS) and 35 eutrophic children who 
presented normal hemoglobin and normal hemoglobin electrophoresis 
(AA). All o f then came from low socioeconomic level.
Analysis o f the growth velocity curves reveleadin SS group, tendency 
to increase deficit in weight and height with age. There was no 
relation between weight/height (W/H) and height/age (H/A) percentile 
and hemoglobin levels. There was no significant relation between 
nutritional status and severity o f the disease. SS group showed 
significant skeletal maturation delay, the same did not occur with the 
siblings (AS group).
Plasma zinc levels were significantly lower in SS group than in AS 
and AA groups In SS group there was some association between 
lower plasma zinc levels and H/A percentile lower or equal to 10. 
Plasma copper levels were significantly greater in SS group than in 
AS and AA ones, and there was no relation between plasma copper 
levels and serum ferritin levels.
In conclusion, our patients with sickle cell disease showed indexes of 
malnutrition, iron deficiency, hipercupremia and low plasma zinc 
levels related to low stature.

RESUM EN. Zinc, cobre, h ie rro  y su  in terre lac ión  con el creci­
m iento de niños con anem ia falciform e. E l estado nutrícional de 34 
niños con anemia falciforme fue evaluado. E l grupo estudio (SS) fue 
comparado a un grupo de 9 hermanos de los pacientes, portadores de 
trazo falciforme (AS) y con un grupo control de 35 niños eutróficos, 
con hemoglobina y electrofóresis de hemoglobina normales (AA). 
Todos pertenecían a una clase socio económica baja.
El análisis de las curvas de velocidad de crecimiento reveló un 
standard de déficit progresivo en el peso y la talla en el grupo SS, con 
el incremento de la edad. No hubo relación entre los índices de 
percentiles peso/estatura y talla/edad con los niveles de hemoglobina. 
No se encontró una relación significativa entre el estado nutricional 
y  la severidad de la enfermedad. E l grupo SS presentó retraso 
significativo en la edad ósea, lo que no ocurrió con el grupo AS. 
Los niveles plasmáticos de zinc fueron significativamente más bajos 
en el grupo SS que en los grupos AS y AA. Hubo alguna asociación 
entre bajos niveles de zinc y talla inferior al percentil 10. Los niveles 
de cobre fueron significativamente superiores, en el grupo SS com­
parados con AS y AA. No hubo correlación entre los niveles de cobre 
y ferritina sérica.
En conclusión, los pacientes con anemia falciforme presentaron 
índices elevados de malnutrición, ferropenia, hipercupremia y bajos 
niveles plasmáticos de zinc relacionados con baja estatura.
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INTRODUCTION

The ocurrence of growth and development delay in patients 
with sickle cell anemia (SS) has been recognized by many 
authors for some y ears ( 1 -10). Kramer et al ( 11 ) have reported 
precocius assault in the growth curves of these patients, and 
these findings were confirmed later on by Platt et all (4) and 
Stevens et al (12), when they described in these individuals a 
presence of progressive decreased growth velocity up to 
adolescence. There has been also observed incidence of delay 
in the bone maturation in SS children, followed by delay in the 
epiphysis fusion during puberty (2, 12, 14,15); however, the
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age in which this delay starts is still not well established. In the 
evaluation of the post-natal growth in patients with sickle cell 
anemia, Kramer et al (11), observed the ocurrence of delay in 
bone maturation, increasing progressively with age.

In the last two decades, some studies have emerged trying 
to explain what would determine the growth delay in individuals 
with sickle cell disease. Hormonal, metabolic, intestinal 
absorption and nutritional evaluations, were performed (16-21).

Due to certain clinical similarities between individuals 
suffering from sickle cell anemia and those with zinc deficiency 
described by Prasad et al (22) since the 70’s decade, it was 
suggested thy hypotehisis of occurring deficiency of this trace 
element in the sickle cell individuals.

Although not all studies are considered unanimous, several 
works have confirmed the existence of zinc deficiency in these 
patient (23-28).

The relation between the state of zinc and the growth delay 
in these patients was studied by Phebus et all (27), being 
related the presence o f lower levels of serum zinc in patients 
who presented height-for-age below 5 ^  percentil than those 
with normal growth. Others authors have also observed that 
there is a relation between lower levels of carbonic anhydrase 
(zinc-dependent enzyme) and the growth delay, in individuals 
with sickle cell anemia (29).

However, Russel et al (30) have not found an evident 
correlation between zinc concentration and the individual’s 
growth, although they have observed lower levels of plasmatic 
zinc in SS patients with age below 12 years.

The interrelations between zinc and trace elements copper 
and iron, although very known, have been scarcely studied in 
these patients. Some works report the finding of hypercupremia 
in individuals with sickle cell anemia (14, 31, 32, 33). Some 
studies have demonstrated that the iron deficiency is not rare 
in sickle cell anemia (26, 34, 35) and ‘the excessive iron 
accumulation can be related or not to the number of transfusions 
received (6 , 36, 37, 38, 39).

So, this study was done aiming the evaluation of a group 
of children with sickle cell anemia, their growth and the zinc, 
copper and iron status and their possible interrelation.

MATERIAL AND METHODS

The population studied consisted of 34 children suffering 
sickle cell anemia (SS), whose ages varied from 1 to 11 years, 
16 of them (47%) were male. All were attended in the 
Hematology Sector, Federal University of Sao Paulo (Escola 
Paulista de Medicina), in Sao Paulo, Brazil.

The control group consisted of two distinct groups. One of 
then consisted of 9 sibling of the patients with sickle cell trait 
(AS), whose ages varied from 3 to 11 years. The other one 
consisted of 35 eutrophic children (AA), from the same 
environment, whose ages varied from 1 to 1 1 , all of them with 
norm al dosages o f  hem oglobin  and elec trophoresis 
hemoglobin.

The diagnosis was established through the electrophoresis 
o f hemoglobin in cellulose acetate, pH=8,0. Fetal hemoglobin 
was assayed by method o f Betke (40).

All patients were supplemented with folic acid (5 mg per 
day) from the diagnosis (41), the patients did not received any 
blood transfusion in the last three months.

A nthropom etry: Weight and stature were measured by one 
observer. The children were without shoes and wearing light 
clothes To evaluate nutritional status, weight/height (W/H) 
and height/age (H/A) indices were analysed, using the NCHS 
tables forreference (42), considering as malnourished children 
presenting W/H below P 10 and stunded the one presenting H/ 
A below P10.
The stature was measured with the stadiometer. The child was 
put standing erect, with knees together and the line o f vision 
d irec ted  h o rizo n ta lly . A ll ch ild ren  w ere w eight in 
anthropometric scale, always after previous checking.

Socio-Economical level: The socio-economical level was 
evaluated through Graffar’ method (43), modified by Grunberg 
et al (44).

D ietary  in take  analyses: A dietary intake analysis was 
performed through the 24 hours recordatory method average 
o f three records (45) and analysed later on in relation to the 
energetic, iron, zinc and copper intake.

Disease’s severity: The severity rate was established by the 
number of hospital admittance occurred caused by the disease’s 
complications until now.

Bone age: The bone ages of the patients and their brothers 
were obtained through the left wrist and hand radiography, 
analysed under the Grewlich & Pyle Criteria (46).

Hematological evaluation: the ferritin levels in children with 
sickle cell disease were analysed in serum by kits (Abbott® 
Laboratories).

L aboratory : Sediment urinary and stools exams were done in 
order to evaluate blood loss. Electrophoresis of proteins were 
done in the patients. In the three studied groups, the zinc and 
copper levels were determined in plasma. The analysed blood 
was collected in polypropilen tubes, metal free, followed by 
the plasma separation in which was stocked to -20 °C until the 
trace elements could be determined by atomic absorption 
spectrophotometry (Perkin-Elmer, 5100 PC pattern) (47).

D ata analysis: In the statistical analysis, depending on the 
variables the following tests were used: Fisher’s Exact, Mann- 
W hitney, Kruskall-W allis, Me Nem ar (48), Statistical 
significance was set at p<0,05, and when significant it will be 
should by an. *
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RESULTS

Through the socio-economical level it was observed that 
73.53% of the patients were in the levels IV and V of Graffar, 
confirming their low socio-economic situation and 27% of the 
patients were in the level III.

The SS children presented percentile W/H and H/A 
significantly lower than the control group AA and was not 
significant with group AS (Table 1). The malnourishment 
percentage in the studied patients was 3.9 times higher than the 
percentage showed by their siblings (Table 2). There was not 
any significant association between the disease’s severity and 
nutritional state. There was no relation between the hemoglobin 
values and the W/H and H/A percentiles (Table 3).

TABLE 1
CHILDREN WITH SICKLE CELL ANEMIA (SS) AND 

CONTROL GROUP (AA), ACORDING WEIGHT -FOR­
AGE (W/A) AND HEIGHT -FOR- AGE (H/A) 

PERCENTILE

Groups W/H percentile H/A percentile
<or= 1 0  > 1 0  <oi- 1 0  > 1 0

s s 1 1 23 9 25
AA 0 35* 0 35*
AS 1 8 0 9

Fisher’s test *P= 0.0002 (significant)

TABLE 3
HEMOGLOBIN LEVELS AND PERCENTILE HEIGHT - 
FOR- AGE (H/A) AND WEIGHT -FOR- AGE (W/A) IN 

CHILDREN WITH SICKLE CELL ANEMIA

Hb g/dl mean (sd)

Percentil W/H H/A

<or=P1 0 7.06(1,05) 7.14(0.99)
>P10 7.56(1,21) 7.51(1,2)

Mann-Whitney ’ test p=0,14 p=0,25

In the dietary intake analysis (measured by three days 
recordatory survey), it was concluded that the diet of the 
patients and their siblings were qualitatively and quantitatively 
inadequate in energy, iron, zinc and copper intake. Food 
which could interfere in the absorption of these trace elements 
(fibers) was consumed in very small quantities (data will be 
presented in another publication).

All patients presented serum albumin dosage within the 
normal limits (>3,5 g/dl). Level of serum ferritin lowerthan 25 
ng/ml were observed in 13,3% of the patients. Blood loss was 
not noticed through urine and stools exams.

There was significantly delay in bone age in the SS group 
in which 23,5% of the children presented bone age below 
second standard deviation of normality. In the AS group, all 
presented bone maturation within the normal standards 
(Graphic 1).

TABLE 2
CHILDREN WITH SICKLE CELL ANEMIA (SS) 

PAIRED WITH THEIR SIBLINGS (AS) AND 
CORRELATED WITH NUTRITIONAL STATUS

SS
(n= 1 2 )

AS (n=12)
Eutrophic Malnourished Total

Eutrophic 3 (25%) 1 (8 %) 4 (33%)
Malnourished 7 (58%) 1 (8 %) 8  (67%)

Total 10 (83%) 2 (17%) 1 2  ( 1 0 0 %) 
(a)

Mac Nemar’ test *p = 0.038 (significant)

HbSS-W/H <P10= 8/12= 0,666= 67%
HbAS-W/H <P10= 2/12= 0,166= 17%
(a) It was possible to compare 12 patients whithin their families. The 
12 patients were paired with their siblings (9 siblings), resulting in 12 
pairs- SS X AS.

GRAPHIC 1
Bone ages, below and above the 2nc* standard deviation of 
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120 

100 

80 

60 

40 

20 

0
below * above *

Bone age 
■  ss Has

* Second of interior

When we compare the plasmatic levels o f the zinc and 
copper trace elements in the three studied groups, we could 
verify that in the SS group (98.68 mcg/dl), the zinc level were 
significantly lower than the AS (123,33 mcg/dl) and AA 
(145,71 mcg/dl) groups (Graphic 2); and the copper levels

control sibilmgs (AS)
%  of cases
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w ere sign ifican tly  h ig h e r in  th e  SS group  (133,24 m cg/d l) than  
in the o th er ones (AS-94,44 m cg/d l; A A -117,43 m cg/d l) 
(G raphic  3).

GRAPHIC 2
Plasma zinc in children with sickle cell anemia (SS), 

sibilihgs (AS), and control group (AA)
case percent
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GRAPHIC 3
Plasma copper in children with sickle cell anemia (SS), 

sibilings (AS), and control group (AA)

cu e percent
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co p p e r (u g /d )
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C o p p er ug/d l
(m edia) 98 ,68  123,33 145,71

K R U S K A L -W A L L IS : SS > AS a n d  AA

The statiscal analyses (M ann-W hitney) showed a 
significant relation between lower zinc levels and low stature. 
There was no significant correlation between the copper and 
ferritin levels.

DISCUSSION

In this study, the SS patients presented significant deficit 
in height when compared to the controls groups (AS e AA), 
which increased with age. These results agree with the 
observations previously related by Phebus et al (3); Platt et al 
(4); Stevens et al ( 1 2 ), Gray et al (49).

It could be expected a high rate of malnourishment in these

patients, since a low energetic intake in the diet’s family was 
observed and 73,53% of these families belonged to less 
privileged socio-economical levels (Graffar IV and V). 
However, this finding is dissonant when we compare the 
patient’s nutritional state with their sibling’s. This is because 
only 1 of their siblings presented malnourishment (W/H<10 
percentile).

Then, considering that the two groups have the same 
genetic patterns and are submitted to be same socio-economic 
conditions and diet, there must be other factors involved in the 
malnutrition of the SS children, like chronic anemia, the state 
of chronic disease itself, a greater requirement of caloric 
intake or even specific deficit of nutrients.

It is interesting to observe that even though chronic anemia 
can affect the growth, in the sickle cell anemia little correlation 
has been found (6,50), and this fact was not observed in our 
study either.

The presence of a more accelerated metabolism could 
increase the nutritional necessities in these patients (17) and 
since the diet of these children has been related as diminished 
or normal (18), these factors could contribute to the growth 
deficit However, in this study, individual reports o f some 
patients refer to normal or increased food intake.

The disease’s severity influence on the growth was 
evaluated by Lowry et all (50), when they observed a trend 
towards low weight in those patients who presented more 
hospital admissions. In our study, we did not observe any 
association between malnutrition and past hospital admission.

The iron deficiency can alter the performance and growth 
in children. Some works have observed higher prevalence of 
iron deficiency anemia in children who live in countries in 
development (35,37,51). The lack of iron observed in our 
patients was probably due to an inadequate diet concerning 
iron, since there was no blood loss through stools and urine. 
There was not any association with iron level and malnutrition, 
since 1 0 0 % of these individuals with iron deficiency, were 
eutrophic.

The observation of significant delay in bone age in SS 
patients and the fact that this has not happened in their siblings 
reafirm the hypothesis that the cause of the growth retardation 
observed in these individuals probably does not depend on the 
hereditary and socio-economical factors. So, in the last decades, 
some studies have emerged trying to correlate the growth delay 
with zinc deficiency observed in these individuals (27,52).

The reasons which would determine the presence of low 
levels of zinc in sickle cell anemia are still not determined. The 
causes are still questioned, a generalized lack of intake which 
would cause in these patients, an appetite and/or taste alteration, 
with a possible worsening of malnourishment, is a possibility.

In our patient’s diet evaluation we could notice a low zinc 
intake, but only this fact could not justify the low levels 
obtained in our patients since their siblings are also submitted 
to the same diet and do not present a significant deficit o f this 
trace element.
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H ow ever, i t i s  a lso  possib le  tha t the daily  recom m endations 
u sed  in  the  d ie t to  th e  healthy  popu la tion  can n o t be  appropriate  
to  ch ild ren  su ffering  from  s ick le  cell anem ia  (27 ,28), s ince  the 
ex is ten ce  o f  ch ron ic  anem ia, increased  o f  re ticu locy to sis and 
th e  s ta te  o f  ch ro n ic  d isease  itse lf  co u ld  requ ire  an increase  o f 
ca lo ric  req u erim en ts  and o ther nutrients.

A n o th e r p ro b ab le  m echan ism  fo r the z inc defic iency  could  
be th e  d im in u tio n  o f  zinc abso rp tion  in  d ie t th rough  the usage 
o f  fib res, bu t w hen  w e have eva lua ted  our ch ild ren ’s d ie t w e 
d id  n o t no tice  th is  factor.

Z in c  d e fic iency  in  sick le  cell anem ia  m ay  be secondary  
hyperz incu ria . T he  reason  fo r hyperz incu ria  in  SS p a tien ts  is 
no t c lea r, m ay  be resu lted  o f  a  increased  filtra tion  o f  zinc  by 
the  g lom eru ly , o r  defec t in  tu b u la r reabso rp tion  o f  zinc, or 
ch ron ic  hem o ly sis  o f  ery trocy tes rich  in  zinc (23,31).

T he  p o ss ib ility  o f  the decrease  o f  zinc levels be re la ted  to 
a lbum in  w as p u t aside  since th e  dosage  o f  seric  album in  w as 
w ith in  th e  no rm al pa tterns, a lso  observed  by P h eb u s e t all (27).

F inally , it is im portan t to underline  th a t p lasm atic  zinc 
rep resen ts  only  a  little  p art o f  the to tal o f  zinc in  the body , so, 
fo r a  b e tte r  ev a lua tion  o f the  nu tritional state o f  this e lem en t in 
th e  o rgan ism , it is necessary  dosages in  the hair, in  the 
e ry th rocy tes , u rinary , neu troph ilis  and  the zinc dependen t 
enzym es, w hich  is o f  ex trem e im portance, because  th is can  be 
the m ain  fac to r fo r th e  d isag reem en t o f  find ings am ong  several 
au thors, since in  the  m ajo rity  o f  the stud ies it is done  only 
p la sm a tic  o r  seric  zinc dosage.

T h e  find ing  o f  e leva ted  lev e ls  o f  p lasm atic  co p p er in our 
pa tien ts  m ak es us question  a possib le  in terre la tion  betw een  
the  iron  and  co p p er m etabo lism  in th is patien ts , m ak in g  a 
h y p e rc u p re m ia  s ta te  p o ss ib le . T h is  h y p o th es is  w as also  
m etio n ed  by  K apu  e t all (32), how ever, w e have  no t observed  
th is co rre la tion . I t  m ust be  considered  that o th er e lem en ts also 
p re s e n t an  in te r re la tio n  w ith  c o p p e r , m a k in g  p o ss ib le  
in te rfe ren ce  in  th e  levels o f  th is e lem en t in  the  o rgan ism , like 
a sco rba te  ac id  and  zinc.

T he e leva tion  o f  copper levels could  resu lt from  decrease 
o f  z inc  level. A n tag o n is t in terac tion  betw een  zinc and  copper 
w ere  dem o n s tra ted  in  nu tritional stud ies in  hum an  beings 
(53 ,54). S ince  zinc and  co p p er com pete  in the in testinal level 
th ro u g h  th e  sam e p lace  o f  abso rp tion , the defic it o f  one  o f  then  
co u ld  p ro m o te  an eleva tion  o f  th e  o ther and  vice-versa.

S ince  in  ou r pa tien ts th e  o ther causes tha t cou ld  prom ote 
e le v a t io n s  in  c o p p e r  le v e ls  ( e x te rn a l c o n ta m in a t io n , 
in f la m m a to ry  p ro c e s se s , to b a c c o , o ra l c o n tra c e p tiv e s , 
estrogens, in fec tion  and the u sage  o f  co rtico ste ro id  in  in itial 
p hase) w ere  p u t aside, the e leva ted  levels o f  co p p er m ust 
p rob ab ly  be re la ted  to  the in terac tions o f  it w ith  z inc and /o r 
iron  m etabo lism .

So  w e cou ld  verify  th a t ch ild ren  w ith  sick le  cell anem ia 
p resen t th e ir nu tritional sta te  com prom ised , characterized  by 
grow th  delay , bone  age  delay , p lasm atic  zinc leve ls d im inu tion  
and  increased  in  the levels o f  p lasm atic  copper. T he find ing  o f  
dep le tion  in  z inc leve ls co n firm  th is trace  e lem en t can  be  one

of the probable responsible factor for the growth retardation in
SS children.
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Effects of dietary fat and nitrite on plasma and corporal density
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SUM M ARY. Two groups o f nine weanling male rats each were fed 
different diets for 60 days. Group A (control) was fed a full casein diet 
containing 17% protein. The group B received the same diet plus 
nitrite, fried bacon and proline. Diet B induced increased body weight 
gain and increased plasma 1-lactic acid and cholesterol levels, as well 
as a decrease in plasma selenium. W e suggest that the adverses 
effects o f diet B are related to peroxidation, with an increased 
nutritional need for selenium.
Key words: nitric, selenium, needs, lactic acid, cholesterol

RESUM O. Efeitos da  g o rd u ra  e n itrito  da  d ie ta  n a  densidade 
corporal. Dois grupos de nove ratos desmamados foram alimentados 
com diferentes dietas por 60 dias. O grupo A  (controle) recebeu dieta 
completa com 17% de proteina (caseina). O grupo B, recebeu a 
mesma dieta adicionada de nitrito, bacon frito e prolina. A dieta B 
provocou: aumento do ganho de peso; aumento dos ni veis plasmáticos 
de ácido láctico e colesterol, com redufáo do selènio. Sugere-se que 
os efeitos adversos da dieta B estejam relacionados à peroxidafáo, 
como aumento das necessidades nutricionais de selènio.
Palabras Chave: nitrito, selènio, ácido láctico, colesterol.

INTRODUCTION

Nitrite is present in most foods as a natural component or 
as an additive. Extensive evidence suggests that nitrite in the 
body is a precursor of N-nitrosamines and N-nitrosamides which 
exert a carcinogenic action through nucleic acid methylation. 
The effects are enhanced by the presence of some amino acids 
such as proline, and by the ingestion of fried bacon. ( 1 )

The nitrosamine content in consumer products, such as 
bacon, were significantly reduced in the last years, but it still 
present. (2) Friying the nitrite-cured bacon (3) results in the 
formation of some carcinogenic volatile N-nitrosoproline 
(NPro) which is excreted by the urine. However Wagner and 
Tannenbaum (4) found no differences of urine NPro among 
groups consuming 1 unches of hot dogs containing proline plus 
nitrite, or, nitrite-free, suggesting that the nitrosation was 
insignificant compared to endogenously produced nitrite.

The bioavailability of nutrients (BA) reflects their final 
utilization in the body through the process of digestion,

1 Profesor Associado. Presidente da Sociedade Brasileira de Alimentafáo 
e Nutrifao, SBAN.

2 Técnico Especializado. Biologista Doutor.
3 Técnica Especializada.
4 Técnico Especializado.

intestinal absorption, competition and interaction, utilization 
by the tissues, and excretion. Thus, BA depends not only on 
the nutrient content of ingested food but also on the entire 
system of food processing and on the physiological conditions 
of the organism, i.e., it depends on both extrinsic and intrinsic 
factors. Under special conditions, the needs for some nutrients 
can be modified. (5,6,7)

The present experimental study was undertaken to determine 
whether the presence of nitrite and bacon in diet produce some 
impairment in the plasmatic selenium and cholesterol levels.

MATERIAL AND METHODS

Animals: Two randomised groups of weanling male wistar 
rats having an average initial weight of 112.7± 5.95g were fed 
different diets for 60 days. The animals (9 per group) were 
maintained in individual cages.

Diets: The basic diet (group A, control)l consisted of200g/Kg 
casein completed with all nutrients. Group B received the 
basic diet plus 24 mg/Kg sodium nitrite, lOOg/Kg bacon and 
lOmg proline (Diet NB).
Rats were fed ad libitum for 60 days and Food Intake was 
measured. At the end of the experimental period six animals/ 
group were anesthetized with ether, decapitated and bled.
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Plasma cholesterol, selenium and L-lactic were determined. 
The composition of the diets is given in Table 1.

TABLE 1
COMPOSITION OF DIETS. DATA ARE REPORTED 

PER Kg.

Diet A
Control

B
NB

Casein (g) 2 0 0 2 0 0

Nitrite (mg) — 24
Bacon* (g) — 1 0 0

Proline (mg) — 1 0

Minerals (g)** 40 40
Vitamins (g)** 50 50
O il(g) 80 —

StarchW < 1 . 0 0 0 < 1 . 0 0 0

Protein %(++) 17.6 17.9
Fat %(++> 8 8 . 2 0

Selenium (ug/g)(++) 0.105 0.105

* Fried Bacon in 10ml oil 
+ Starch- to complete 1 Kg 
** Minerals, vitamins (8 )
++ Determined in diets
Protein - Kjeldahl method (N x 6,25) (8 )
Fat- Extraction of 2g of the diet with chloroform/metanol (2/1) 
Selenium - As described in Methods.

D eterm inations

Dietary protein : Dietary protein was measured by the classical 
Kjeldahl (9), method (N x 6.25).

Lactic acid. Lactic acid was determined by oxidation in the 
presence of NAD+ and L-lactate dehydrogenase (L-LDH) to 
pyruvate, which is trapped in the presence of L-glutamate and 
glutamate-pyruvate transaminasse (GPT):

L-LDH
L-lactate + NAD+ __________^  pyruvate + NADH + H+

The resulting NADH is measured by absorbance at 340 nm 
and absorbance is compared to a reference (Boehringer 
Mannheim Reagents)(10).
Selenium. Selenium was measured by the fluorimetric method, 
modified ( 1 1 )*.

* Laboratoire de Condole Nestlé. Selenium fluorometrie. Dosage du
selenium par fluorimetric. Ciclobond I (Betacyclodextrin). 1990 (Personal 
information).

Plasma cholesterol (Ch) was measured using the Signos 
Diagnostic-cholesterol Enzymatic Determination method (12). 
Plasma protein was measured by the biuret reaction (13). 
Lipids in diet measured by the weight o f the dry extract of 
chloroform/metanol (2 / 1 ).
Body density was measured by immersion in water. Three 
rats/group. Determined by: body weight/difference of the 
water volume before and after immersion of each animal.

RESULTS

The average variation in body weight and food intake is 
shown in Table 2.

TABLE 2
THE AVERAGE VARIATION OF BODY WEIGHT 
(BWV), FOOD INTAKE (FI), BODY DENSITY (D) 

OVER A PERIOD OF 60 DAYS FOR THE CONTROL, 
AND NITRITE BACON DIETS

Group BWV (g) FI (g/d) D(g/ml)

A-Control 43.96 (7.57)a* 24.41 (1.02)a 1.32 (0.02)a

B-NB 62.38 (7.00)b 24.59 (0.87)a 1.19 (0 .0 2 )b

* mean (±sd): different letters -p<0 .0 1  (in column)

The NB diet enhanced final body weight without changing 
significantly the food intake. The lowest body density value 
was obtained for the NB diet group (group B), suggesting an 
increase in fatty mass.

Plasma L-lactic acid, cholesterol, protein and selenium 
values are given in Table 3.

The NB diet caused an increase in plasma L-lactic acid and 
cholesterol.

TABLE 3
PLASMATIC L-LACTIC ACID, SELENIUM, PROTEIN 

AND CHOLESTEROL OF ANIMALS FED THE 
CONTROL AND NITRITE + BACON DIETS.

Group L-Lactic Acid+ 
(mmol/1)

Selenium*
(umol/1)

Protein**
(g/dl)

Cholesterol++
(mg/dl)

A-control 0.43(0.02)a* 1.14(0.01)“ 80.3 (4.59)“ 297.14(28.86)“

B-NB 1.11 (0.02)b 0.30 (0.01)“ 69.6 (4.59)b 342.85 (32.3l)b

* mean ± sd: different letters -p<0.01 (in column)
+ n=6-l ml blood of two animals selected by draw, mixed- Three mixtures 
were measured, representing 6 animals/group, in three «pools» (in order to 
economize reagents)
++n=9 -determined in 9 animals/group
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DISCUSSION

The addition of nitrite, bacon and proline to the diet was 
studied because nitrite has been suggested to form N-nitroso 
compounds in the organism which are components that 
probably lead to increased levels of free radicals of 
peroxidations. Selenium is a component of the structure of 
glutathione peroxidase (GSHPx)( 14) and is therefore essential 
as a metal cofactor for the activity of the antioxidation enzyme. 
The scavenger effect of GSHPx probably occurs when the 
peroxides enter the cell cytosol by reducing the fatty acid 
hydroperoxides(15). The addition of nitrite to the diet 
containing fried bacon and proline increased total body weight 
and probably also fat mass. Considering that the composition 
of the diets were not sufficiently different to explain the 
changes in the body weight variations, these were probably 
due to the different metabolic pathways.

Diet B led to increased plasma L-lactic acid, a reduction of 
total plasma protein, and increase in total plasma cholesterol 
as well as a reduction in plasma selenium. Heim et al (16) 
reported an increase in L-lactate levels from 0.63±0.14 to
1.31±0.1 mmol/1  in tumor patients due to a blockade of 
metabolism at the pyruvate-lactate level.

We suggest that the NB diet provoked im paired 
carbohydrate metabolism, with a consequent increase in L- 
lactic acid even with enhancement of the body weight.

By our previous results the diet content of selenium from 
0,04 up to 0,105 meg Se/Kg is adequate for weanling rats (17). 
These results suggest that the presencee of nitrite-bacon led to 
an increase in selenium utilization perhaps due to the different 
fatty components of the diet, or because that more selenium 
may have been necessary for the scavenger action at the cell 
level, perhaps against peroxidation.

These data are difficult to interpret at the present time but 
deserve consideration. It appeared that when a diet containing 
nitrite fried bacon and proline is administered to rats the needs 
for selenium are enhanced.

This conclusion of this study is that the addition of nitrite, 
proline and fried bacon to the diet of rats impaired the l-lactic, 
protein, cholesterol and selenium plasmatic levels.
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RESUM EN. La presencia de las bacterias lácticas del yogurt, activas 
y viables, en número no menor de 10^ ufc/g de producto, es una 
condición establecida en las normas vigentes nacionales e interna­
cionales. La viabilidad y la actividad de la ñora láctica hasta el final 
de la vida útil del yogurt se ve influenciada por varios factores, lo que 
incide en la enumeración y detección de esta microflora. Para este 
estudio se seleccionaron los medios de cultivo MRS y agar LEE para 
el recuento total de bacterias lácticas; el M 17 para el S-salivarius ssp 
thermophilus y el RCA para L. delbrueckii ssp bulgaricus. Se utili­
zaron diferentes metodologías para la detección y enumeración de esta 
flora que incluyó siembra directa a partir de diluciones seriadas; 
tratamiento térmico selectivo y un período de recuperación de las 
células en caldo Tripticasa de Soya. Los recuentos se efectuaron desde 
el inicio del proceso de fermentación (0 y 3 horas) y durante el 
almacenamiento del producto (4 ,12y 21 días).Los resultados mostraron 
excelente recuperación de la flora láctica en los medios y técnicas 
evaluadas. En el RCA, los recuentos fueron significativamente inferiores, 
el agar LEE mostró una significativa mejorrecuperación. El tratamiento 
térmico previo a la siembra, ejerció un efecto negativo reversible, 
mayor sobre los lactobacilos que sobre los estreptococos. La técnica de 
recuperación mostró su efecto en las muestras de yogurt durante el 
almacenamiento. Se realizaron determinaciones de p ll y acidez durante 
el proceso de elaboracióny durante el almacenamiento del producto. Se 
observó que a mayor tiempo de almacenamiento mayor disminución de 
pH, como consecuencia de la producción de ácido láctico, lo que se 
corresponde con la actividad de la flora láctica presente.

SUM M ARY. C om parison of methodologies fo r the detection 
and  enum eration  o f lactic acid b ac te ria  in  yogurt. It is generally 
agreed that the population of lactic acid bacteria in yogurt must be not 
less than 10^ ufc/g. Viability o f the lactic flora until the end of shelf- 
life is affected for many factors, which has incidence in the 
recuperability of this microflora. MRS and LEE agar were selected 
for the total count o f lactic bacteria, the M17 was used for the S 
salivarius ssp thermophilus and the RCA for L. delbrueckii ssp 
bulgaricus. Different methodologies were used for detection and 
enumeration of this bacteria: direct plate count; thermal treatment 
and recuperation o f the injured cells in Soy Tripticase broth. The 
enumeration was done at time zero and 3 hours after the start of the 
fermentative process and during storage at 4, 12 and 21 days. The 
results shown an excelent recuperability o f the lactic flora in the 
selected media and methods that were used; however the enumeration 
was significatively lower in the RCA agar. The counts in the LEE 
agar shown a better recuperability. The thermal treatment affected 
negatively the counts o f lactic flora and the repair method shown 
better results in the yogurt sample during storage. pH and acidity 
were determinated at the begining and during the storage period. It 
was observed a pH decrease because of the lactic acid production at 
the end of shelf-life.

INTRODUCCION

Microbiològicamente el yogurt se puede definir como el 
producto final de una fermentación controlada de leche

1 Profesor agregado. Departamento Tecnología de Procesos Biológicos y 
Bioquímicos. Universidad Simón Bolívar.

2. Profesoragregado. InstitutoCienciayTecnologíade Alimentos. Facultad 
de Ciencias. Universidad Central de Venezuela.

completa o descremada con alto contenido de sólidos y con 
una mezcla simbiótica de Streptococcus salivarius ssp 
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus (1), 
anteriormente denominados Streptococcus thermophilus y 
Lactobacillus bulgaricus, respectivamente.

Actualmente, el yogurt es considerado un alimento 
probiótico ya que es elaborado con microorganismos vivos 
que tienen un efecto beneficioso en el huésped, por mejorar el 
balance microbiano intestinal (2). La condición de viabilidad 
en le tracto intestinal es una de las características deseadas
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para que ciertos mircoorganismos sean incluidos en la elabo­
ración de alimentos probióticos(3).

La norma venezolana COVENIN (2393-86) establece que 
las bacterias lácticas del yogurt deben permanecer viables y estar 
presentes cada una en cantidad no menor a 1 0 ^ ufc/g de producto, 
a partir del cuarto día de fabricación, hasta la fecha de su 
vencimiento, aproximadamente 21 días a 5o C. En la elaboración 
de yogurt es de considerable importancia mantener un balance 
adecuado de la flora simbiótica, estreptococcus y lactobacilos, lo 
cual es determinante en la calidad del producto final.

Se ha establecido que la proporción 1:1 es suficiente para 
garantizar un producto con «flavor» y textura deseada (4). La 
calidad del yogurt se debe en parte a la actividad de las 
bacterias lácticas, cuyo recuento en producto fresco debe ser 
entre 1 0 ^ - 1 0 ^ ufc/g de producto, pero por efecto de la acidez 
progresiva, des arrollada durante el almacenamiento, puede ocurrir 
una reducción de la población, atribuida al «stress» o daño 
subletal, ocasionado por el ácido láctico a la célula bacteriana (5), 
la cual puede quedar incapacitada para desarrollarse en los 
medios de cultivo normalmente usados para el recuento, por lo 
que se haría necesario incluir una etapa de recupexación en la 
metodología de enumeración de las bacterias lácticas.

En Venezuela, en los últimos años, se ha observado para 
algunas marcas comerciales, fluctuaciones significativas de la 
población de la  flora láctica, que en algunos casos está por 
debajo del criterio establecido en la normativa venezolana 
(datos sin publicar). En un intento por relacionar esta pro­
blemática nacional y la metodología oficial, surge el presente 
estudio, cuyo objetivo fue evaluar diferentes metodologías y 
medios de cultivo para la detección y enumeración de las 
bacterias ácido lácticas del yogurt, en diferentes etapas, desde 
el proceso de fermentación, hasta el final de la vida útil del 
producto, almacenado a 5°C.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se utilizaron un total de 90 muestras comerciales 
de yogurt firme natural, obtenidas en planta en tres lotes 
diferentes de producción. En cada lote se seleccionaron seis 
unidades de 125 gramos para cada uno de los diferentes 
tiempos de muestreo, 0 y 3 horas del proceso de fermentación 
y a los 4 ,12  y 21 días de almacenamiento a 5 °C del producto 
terminado. Las muestras de yogurt de cada lote de producción 
fueron elaboradas con el cultivo madre (CM) recién preparado, 
evaluado en los laboratorios de la planta fabricante, al igual 
que las muestras correspondientes a las fases iniciales de 
elaboración del producto; mientras que el estudio del 
almacenamiento de las muestras de yogurt (4, 12 y 21 días a 
5°C) se realizó en el laboratorio de Microbiología del Instituto 
de Ciencia y Tecnología de Alimentos de la Universidad 
Central de Venezuela.

Preparación de las muestras: Las muestras de yogurt selec­
cionadas según el plan de muestreo (0 y 3 horas y 4, 12 y 21 
días de almacenamiento) se sometieron a las siguientes condi­
ciones: Sin tratamiento térmico, con tratamiento térmico y 
tratamiento térmico más un período de recuperación. Con las 
muestras sin tratamiento térmico se prepararon diluciones 
seriadas en agua de peptona al 0 , 1  % y se procedió a realizar la 
siembra en placas de petri. Para las muestras con tratamiento 
térmico, se preparó la primera dilución en Caldo Tripticasa de 
Soya y se colocó en baño de M ana a 60 °C por 15 minutos y luego 
se continuó con la preparación de diluciones seriadas en agua de 
peptona al 0,1%. Para el caso del tratamiento térmico más 
recuperación, la primera dilución de la muestra, además del 
calentamiento indicado (60 °C por 15 minutos) se sometió a un 
período de recuperación de una hora a temperatura ambiente y 
luego se continuó con la preparación de diluciones seriadas en 
agua de peptona al 0 ,1 % y la siembra en placas de petri.

Medios de cultivo: Se utilizaron los medios; De Man Rogosa 
Sharp (MRS); el agar diferencial LEE; el agar reforzado para 
clostridios (ARC) pH: 5,5 y el medioM 17 con B-glicerofosfato, 
pH:6 ,8 .

Enumeración de Bacterias Lácticas

Para el recuento total de las Bacterias Acido Lácticas 
(BAL), Estreptococos y Lactobacilos, se utilizó el agar MRS, 
en el cual crecen ambos microorganismos sin diferencias 
apreciables y el medio diferencial Agar LEE que permite la 
identificación de la flora láctica por cambios de color, las 
colonias amarillas, se identifican como S. salivarius ssp 
thermophilus y las blancas como L. delbrueckii spp bulgaricus.

Para el recuento de los estreptococos se utilizó el agar M 17 
con Beta-glicerofosfato y para los lactobacilos, el ARC. En 
ambos casos se utilizó la técnica de siembra en profundidad. 
La misma técnica se empleó con el MRS y para el agar LEE, 
se utilizó la técnica de siembra en superficie.

Las placas de agar LEE; MRS y ARC se incubaron a 37 °C 
por 48,72 y 96 horas, respectivamente, en condiciones de 
anaerobiosis, utilizando la técnica GasPak. Las placas de M 17 
se incubaron en aerobiosis por 48 horas. En todos los casos se 
verificó lamorfología de la flora láctica mediante la coloración 
Gram.

Análisis Físico Químico

Se realizaron mediciones de pH y acidez, expresada como 
porcentaje de ácido láctico, tanto al cultivo madre recién 
preparado como a las 0 y 3 horas del proceso de fermentación 
y a los 4,12 y 21 días de almacenamiento del yogurt. El pH se 
registró con un potenciómetro, calibrado con buffer pH: 4,0 y 
7,0 y el porcentaje de ácido láctico se determinó mediante 
titulación de 10 gramos de muestra con NaOH 0,1 N y 
fenolftaleína como indicador.
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Tratamiento Estadístico:

Los resultados obtenidos de las réplicas de los tres lotes de 
producción, se procesaron mediante el Análisis de Varianza 
Multifactorial y el análisis de rango por diferencia mínima 
sign ifica tiva  (S tat G raphic V. 6 ,0). Los resu ltados 
microbiológicos son reportados en términos de la media 
logarítmica del número de unidades formadoras de colonias 
por gramo de producto (X log ufc/g).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la evaluación del CM al momento de la 
elaboración del yogurt, fueron : pH de 4,2; acidez titulable de 
0,90% de ácido láctico y la población de la flora láctica entre 
5-10 x 10^ ufc/g, a las tres horas de incubación, lo que refleja 
óptimas condiciones del cultivo madre, por cuanto su activi­
dad medida en términos de pH y acidez y del número de 
bacterias viables obtenidas, se corresponden con los valores 
sugeridos por el fabricante del cultivo láctico liofilizado 
(CHR, Hansen’s. Dairy Cultures) y con los criterios internos 
establecidos en la planta fabricante. Con estos resultados se 
puede asumir que el presente estudio se desarrolló sobre las 
bases de un producto elaborado bajo un proceso representa­
tivo y controlado, lo que garantiza la presencia de la flora 
láctica viable sujeta a ser evaluada y cuantificada.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del Recuento total 
de las BAL en agar LEE y MRS; en las Tablas 2 y 3 se 
presentan los resultados correspondientes a los recuentos de S. 
salivarius spp thermophilus y L. delbrueckii spp bulgaricus, 
respectivamente.

TABLA 1
RECUENTO TOTAL DE LAS BACTERIAS ACIDO 

LACTICAS (X LOG UFC/G ) EN EL YOGURT DURAN­
TE LA FERMENTACION Y EL ALMACENAMIENTO 
A 5 °C UTILIZANDO DOS MEDIOS DE CULTIVO Y 

DIFERENTES TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO 
Fermentación Almacenamiento

0 hr 3 hr 4 días 12 días 21 días

Medios/ Tratamientos 
LEE

Sin T.T. 6,7 10,5 10,5 9,7 8,7
Con T.T. 6 , 8 9,5 10,5 7,9 7,5
Con T.T. y T.R. 6,9 10,5 10,5 8,7 8 , . 6

MRS
Sin T.T. 6 ,1 7,5 8 , 8 8,7 7,5
Con T.T. 5,8 7,5 8 ,1 8 , 2 7,0
Con T.T. y T.R. 6,5 7,6 8,5 8,5 7,0

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperación (1 hr. en CTS a temperatura 

ambiente)

TABLA 2
RECUENTO TOTAL DE STREPTOCOCCUS 

SALIVARIUS SSP. THERMOPHILUS (X LOG UFC/G ) 
EN EL YOGURT DURANTE LA FERMENTACION Y 
EL ALMACENAMIENTO A 5 °C UTILIZANDO DOS 

MEDIOS DE CULTIVO Y DIFERENTES 
TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO 
Fermentación Almacenamiento

0  hr 3 lu- 4 días 1 2  días 2 1  días

Medios/ Tratamientos 
LEE

Sin T.T. 6 , 6 lO,5 10,5 9,3 7,7
Con T.T. 6,7 9,4 10,5 7,5 6,5
Con T.T. y T.R. 6,5 10,5 10,5 7,9 7,5

M17
Sin T.T. 6 , 6 7,8 8.3 8 , 2 8,4
Con T.T. 6,7 7,7 8 . 6 8 ,1 8 , 0

Con T.T. y T.R. 7,0 8,3 8 . 6 8 , 2 8,3

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperación (1 hr. en  CTS a temperatura 

ambiente)

TABLA 3
RECUENTO TOTAL DE LACTOBACILLUS 

DELBRUECKII SSP. BULGARICUS (X LOG UFC/G ) 
EN EL YOGURT DURANTE LA FERMENTACION Y 
EL ALMACENAMIENTO A 5 °C UTILIZANDO DOS 

MEDIOS DE CULTIVO Y DIFERENTES 
TRATAMIENTOS EN LAS MUESTRAS

TIEMPO 
Fermentación Almacenamiento
0  hr 3 lu- 4 días 12 días 2 1  días

Medios/ Tratamientos 
LEE

Sin T.T. 6,5 lO,5 10,5 9,6 8 , 6

Con T.T. 6,3 9,3 10,5 7,9 7,5
Con T.T. y T.R. 6,9 10,5 10,5 8 , 6 8,4

ARC
Sin T.T. 5,3 7,9 7,1 7.5 7,1
Con T.T. 5,0 7,8 7,0 6.5 5,0
Con T.T. y T.R. 5,6 7,1 7,6 7,7 7,2

T.T.= Tratamiento Térmico (60 °C por 15 min.)
T.R.= Tratamiento de Recuperación (1 hr. en  CTS a  temperatura 

ambiente)
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Al observar los recuentos obtenidos en el Agar LEE y 
MRS (Tabla 1), se nota que en ambos casos la población 
láctica se mantuvo viable durante 2 1  días de almacenamiento 
refrigerado y en número mayor a 1 0 ^ ufc/g de producto, valor 
establecido en la Norma venezolana COVENIN (6 ). Del trata­
miento estadístico de estos resultados se desprende que hubo una 
recuperación significativamente mayor (p<0,005) en agar LEE 
que en MRS. Sin embargo, en ambos medios se observa una 
reducción de la población después del 4o día de almacenamiento 
a 5 °C, siendo ésta más acentuada en el agar LEE.

Con respecto al recuento del S. salivarías ssp thermophilus, 
en agar LEE y M17 (Tabla 2), se aprecia que a los 4 y 12 días 
de almacenamiento de las muestras de yogurt, hay mejor 
recuperación en agar LEE; mientras que a los 21 días de 
almacenamiento, se obtienen mejores recuentos en M17. Aún 
cuando el tratamiento estadístico no reflejó diferencias sig­
nificativas (p>0,005) de los recuentos en ambos medios, el 
M17 resultó más efectivo para la recuperación de los 
estreptococos, al final del almacenamiento.

En cuanto a los valores obtenidos para el recuento de L. 
delbrueckii ssp bulgaricus (Tabla 3) se puede apreciar mejor 
recuperación en el Agar LEE durante el almacenamiento; 
mientras que en ARC la población se mantuvo con valores bajos 
durante el proceso de fermentación y el almacenamiento del 
yogurt a 5 °C. Estos resultados fueron significativamente dife­
rentes (p<0,005), lo que denota la poca efectividad del ARC en 
la recuperación de este grupo de microorganismos, ya que se 
espera que los lactobacilos estén viables y en número mayor que 
los estreptococos, al final del almacenamiento, por su condición 
de ser más ácido tolerante que los estreptococos (7).

Aún cuando el agar LEE no mostró mejor recuperación 
para los estreptococos al final del almacenamiento, pero si 
para los lactobacilos, los resultados reflejan la efectividad del 
medio para el recuento total de bacterias lácticas. Es de hacer 
notar que al final del almacenamiento se presenta una condición 
de sobreacidificación del producto, a la cual son sensibles los 
estreptococos y por consiguiente más difícil su detección (8 ).

El recuento en agar LEE se basa en la enumeración 
diferencial délos estreptococos y los lactobacilos, consideran­
do la capacidad fermentiva de ambos microorganismos, ya 
que los estreptococos fermentan lactosa y los lactobacilos no 
utilizan la sacarosa, por lo que la preparación del medio 
incluye una adecuada combinación de ambos azúcares (9).

La mayor recuperación de las bacterias ácido lácticas en el 
agar LEE puede atribuirse, a la presencia de los dos 
azúcares, lactosa y sacarosa, así como a la concentración final 
de los mismos, lo que ejerce un efecto estimulante en el 
crecimiento de los estreptococos y lactobacilos (10). Además 
la presencia de carbonato de calcio en el medio inhibe la 
difusión del ácido, lo cual contribuye a la mayor recuperación 
de estos microorganismos cuando están presentes en pobla­
ciones mixtas (9).

El agar M 17 contiene sólo lactosa y en menor proporción, 
pero en su preparación se incluye B-glicerofosfato, el cual es

un potente buffer, lo que le confiere al medio mayor 
recuperabilidad de los estreptococos en condición de 
sobreacidificación ( 1 1 ).

Los resultados estadísticos indican que no hubo efecto 
significativo (p>0,005) de los tratamientos aplicados a las 
muestras sobre la viabilidad de la flora láctica presente en el 
yogurt. Sin embargo se aprecia de los datos (Tablas 1, 2 y 3) 
que el tratamiento térmico a 60 °C por 15 minutos, al final del 
almacenamiento, afecta negativamente el recuento de la flora 
láctica, específicamente a los lactobacilos, el cual alcanza 
poblaciones por debajo de 1 0 ^ ufc/g; mientras que los 
estreptococos se ven menos afectados con este tratamiento. El 
efecto del tratamiento térmico podría atribuirse a la combi­
nación de dos factores de daño a la célula bacteriana, la acidez 
y el calor aplicado.

Resultados similares reporta Torres (12) en un estudio en 
muestras de yogurt con piña, en los que se observa que en las 
muestras sometidas a 60 °C por 30 minutos, después de 10 y 
2 0  días de almacenamiento, hubo reducción importante de la 
población láctica.

El tratamiento térmico es una condición establecida en la 
Norma venezolana COVENIN (6 ) con carácter de recomen­
dación para la enumeración de las BAL del yogurt; lo cual no 
debería afectar la viabilidad de la flora láctica, por cuanto estos 
microorganismos son termófilos, pero a medida que transcurre 
el tiempo de almacenamiento, las células microbianas sufren 
daños subletales, como consecuencia de la refrigeración sos­
tenida, la progresiva acidificación del sustrato, entre otras, lo 
que contribuye a reducir la población de estas bacterias. Por 
esta razón se incluyó la etapa de recuperación después del 
tratamiento térmico.

Del análisis de estos resultados se sugiere la aplicación del 
tratamiento térmico como procedimiento opcional en el caso de 
sospechar presencia de flora acompañante indeseable, además de 
considerar el periodo de recuperación de la flora láctica.

En cuanto a efecto del tiempo de almacenamiento sobre 
los recuentos de la flora láctica se puede asumir de acuerdo a 
los resultados estadísticos que hubo un efecto significativo 
(p<0,005) del tiempo de almacenamiento del yogurt sobre la 
viabilidad y recuperación de los microrganismos evaluados. 
Se observa de los resultados (Tablas 1, 2 y 3) que al final del 
proceso de fermentación (3 horas), los recuentos de la flora 
láctica en el agar LEE están en el rango de 1 0 ^ a 1 0 ^  ufc/g, 
alcanzando valores superiores a 1 0 ^  ufc/g al 4o día de 
almacenamiento del producto, a partir de este momento se 
inicia la reducción de la población, la cual decae en 2 a 3 ciclos 
logarítmicos, al final del almacenamiento. La reducción más 
drástica se observa para los estreptococos, lo cual es de 
esperarse en muestras con más de 1 0  días de almacenamiento, 
ya que en este período ocurre un mayor descenso de pH que 
inhibe el crecimiento de estas bacterias.

La dinámica de crecimiento de la flora láctica (recuento en 
agar LEE) se muestra en la Figura 1, en donde se corrobora lo 
expuesto en el párrafo anterior.
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FIGURA 1
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Las variaciones de pH y acidez en el proceso de fermen­
tación y durante el almacenamiento del yogurt, se presentan en 
la Tabla 4. Se observa un aumento progresivo de la concen­
tración de ácido láctico, desde 0,1% hasta 1,19%. El valor de 
pH se mantuvo en el rango de 4,2 a 3,8 a partir del 4o día de 
fabricación, lo que confirma lo reportado por otros autores 
para muestras comerciales de yogurt (13). Estos valores po­
drían correlacionarse con los recuentos obtenidos para 
estreptococos y lactobacilos, los primeros dominan el proceso 
inicial de fermentación y los segundos, más ácido tolerantes, 
son favorecidos a valores de pH por debajo de 5,5.

TABLA 4
VALORES DE ACIDEZ Y pH DEL YOGURT 

DURANTE LA FERMENTACION Y EL 
ALMACENAMIENTO 5 °C

Tiempo Acidez 
(% ácido láctico)

PH

0  hr 0,17 6,5
3 hr 0,34 5,5
4 días 0,62 4,2
1 2  días 1 ,1 1 4,0
2 1  días 1,19 3,8

Esta condición se refleja siempre y cuando se mantenga un 
adecuado balance de cocos: bacilos, el cual según reporta 
Tamine y col. (14) debe ser 1 :1 .

Algunos autores (15) reportan que ciertas combinaciones 
de coco: bacilos pueden ser inhibitorias, estimulatorias o 
neutras con relación a la velocidad de producción de ácido 
láctico, lo que puede traer como consecuencia yogurt rancio y 
sin aroma, en caso de dominar los estreptococos o una 
sobreacidificación, si dominan los lactobacilos.

Cabe señalar, según resultados de este estudio, que inde­
pendientemente de los medios de cultivo utilizados, de los 
tratamientos aplicados y del tiempo de almacenamiento, la 
población de las BAL se mantiene en le número establecido 
( 1 0 6  ufc/g), a partir del 4° día de almacenamiento, lo cual

sugiere que la no detección de estas bacterias en muestras 
comerciales, obedece a problemas de otra naturaleza, lo que 
justifica posteriores investigaciones para determinar las po­
sibles causas que afectan la viabilidad y actividad de la flora 
láctica del yogurt, considerando entre éstas, las condiciones de 
manejo del cultivo liofilizado. Las Bacterias Acido Lácticas 
deben mantenerse viables y activas para ejercer su acción 
probiótica, nutritiva y terapéutica.

CONCLUSIONES

1. El agar LEE fue el más apropiado para la detección y 
enumeración de los estreptococos, lactobacilos y en ge­
neral de las bacterias ácido lácticas en el yogurt.

2. En cond ic iones de so b reac id ficac ión  (final del 
almacenamiento del yogurt) el M 17 fue el más efectivo en 
la enumeración de los estreptococos.

3. El tratamiento térmico aplicado a las muestras de yogurt 
afectó negativamente el recuento de la población láctica, 
e sp ec íficam en te  los lac to b ac ilo s , al final del 
almacenamiento.

4. El tratamiento de recuperación aplicado fue efectivo en 
restablecer la flora láctica, después del tratamiento térmico.

5. La población láctica disminuyó durante el período de 
almacenamiento, siendo más evidente la disminución de 
los estreptococos, relacionándose con la progresiva 
acidificación y reducción de pH en el producto.
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Residuos de antibióticos en leche pasteurizada distribuida en 
servicios de nutrición hospitalarios de Costa Rica

Rafael Monge ^, Magaly Caballero y Rita Coghi ^

RESU M EN . Se evaluó la presencia de residuos de antibióticos en 
200 muestras de leche pasteurizada recolectadas en diez hospitales 
costarricenses. La detección de antibióticos se efectuó mediante las 
pruebas de inhibición del crecimiento del Bacillus stearothermophilus 
var. calidolactis (Delvo test P®) y del Streptococcus thermophilus 
(T-101): (Valiotest 101®). Los resultados señal anqueel 13%(N=200) 
de las muestras presentaron residuos de antibióticos; no obstante, los 
porcentajes de positividad de las muestras variaron significativamente 
entre los hospitales evaluados, oscilando entre cero y 35% (N=20). El 
mayor número de muestras positivas correspondió a las industrias 
lácteas que suministran el 70% de la leche requerida en los centros 
hospitalarios incluidos en el estudio.

SUM M ARY. Presence of antib io tic residues in  pasteurized  niilk 
d is tribu ted  to hosp ita l’s n u trition  services in  C osta R ica. Two
hundred samples of pasteurized milk collected from nutrition services 
of ten hospitals in Costa Rica, were evaluated for the presence of 
antibiotics residues. Bacterial inhibitory growth test were used to 
detect inhibitory substances. It was found that 13% iN=200) o f the 
samples were contaminated, with variations from 0% to 35% (N*20) 
in the different hospitals tested. The larger number of. positive 
samples corresponds to lactic industries that supply 70% of the 
hospital’s requirements of pasteurized milk.

INTRODUCCION

El uso de los agentes antimicrobianos, especialmente los 
B eta-lactám icos y las sulfonam idas, han facilitado la 
intensificación de la producción lechera, debido a la reducción 
de las pérdidas ocasionadas principalmente por las enferme­
dades infecciosas de la glándula mamaria ( 1 ,2 ).

Los antibióticos al ser aplicados en el animal se distribu­
yen y absorben. Posteriormente se eliminan por la orina y la 
leche, durante un período que varía dependiendo del tipo de 
antibiótico, vehículo presente, uso simultáneo de varios 
antibióticos, período de lactancia, estado de la glándula 
mamaria, duración del tratamiento, dosis utilizada y ruta de 
administración (3-6). El período de retiro, es decir el tiempo en 
que la leche procedente de vacas tratadas no debe destinarse 
para consumo humano o elaboración de subproductos lácteos,

1 Nutricionista, Departamento de Control de Alimentos, Ministerio de 
Salud, Costa Rica.

2 Bacterióloga, Laboratorio de Bacteriología, PIET, Escuela de Medicina 
Veterinaria, Universidad Nacional, Costa Rica.

3 Veterinario, Práctica Privada.

puede variar entre 72 horas y cinco días (5,7); no obstante 
dadas las reducciones económicas que se generan al descartar 
la leche por esos períodos, muchos ganaderos optan por 
reducirlos con la consecuente comercialización de leche 
contaminada con antibióticos. Asimismo, otras prácticas como 
la mezcla de leche de animales sanos con la de vaca tratadas 
y el inicio del ordeño mecánico con el ganado bajo tratamiento, 
favorece la presencia de los agentes antimicrobianos en la 
leche (6 ). El consumo diario de leche contaminada con 
antibióticos puede generar o desencadenar asma, urticarias, 
alteraciones en la flora intestinal, resistencia bacteriana, sen­
sibilización, nefrotoxicidad o reacciones de hipersensibilidad 
entre otros efectos adversos (2 ,8 - 1 2 ).

Dado lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la 
presencia de antibióticos en laJeche pasteurizada distribuida 
en los centros de nutrición hospitalarios.

MATERIALES Y METODOS

Durante el período comprendido entre febrero y setiembre 
de 1993, se evaluó la presencia de antibióticos en 200 muestras' 
de leche pasteurizada distribuida en los servicios de nutrición 
de diez hospitales costarricenses, seleccionados con probabi­
lidad proporcional al tamaño.

213



214 MONGE et al

Durante el transcurso de los siete meses de estudio, se 
recolectaron 2 0  muestras de leche en cada nosocomio, ase­
gurándose la evaluación de diferentes lotes de producción. Las 
muestras fueron transportadas en frío, en un período menor a 
las 6  horas, hasta el laboratorio donde se realizó el estudio. La 
detección de los residuos de antibióticos se realizó mediante 
las pruebas comerciales Delvotest P® y Valiotest 101®.

La prueba Delvotest P® utilizada como tamizaje, se basa en 
la inhibición del crecimiento del Bacillus sterearotermophilus 
var. calidolactis (ATCC-10149). Para realizar esta prueba se 
colocaron 1 0 0  ul de leche y una tableta nutritiva en una ampolla, 
conteniendo esporas estabilizadas del microorganismo, agar y 
púrpura de bromocresol como indicador del pH. Una vez rea­
lizado este procedimiento, las ampollas se colocaron en «baño- 
María» a 64 °C (± 0.1 °C) por 2,45 horas. Transcurrido este 
tiempo se observó el color del medio de cultivo: amarillo, 
indicó la ausencia de cualquier antibiótico o sulfamida, mientras 
que púrpura la presencia de estos. La coloración amarillo/ 
púrpura se consideró resultado dudoso.

En todas las muestras positivas así como, aquellas dudosas 
se confirmó la presencia de residuos de antibióticos utilizando 
la prueba comercial Valiotest 101®. Esta prueba, que utiliza 
esporas de Streptococcus thermophilus (T-101), se basa en la 
conversión del cloruro de trifiniltetrazolium en formazone, un 
indicador pH dependiente.

Para la ejecución de la misma, se adicionaron 200 ul de 
leche a una celda conteniendo esporas de S. thermophilus en 
un medio de cultivo con un indicador de pH. Las celdas se 
incubaron por 4.30 horas a 42 °C. Al leer la prueba el color 
amarillo indicó que la muestra conteníaresiduos de antibióticos 
y el color rosado la ausencia de estos.

El resultado positivo, según la prueba Delvotest®, revela 
la presencia de penicilina G en niveles que oscilan entre 0,003- 
0,005 Ul/ml. Con la prueba Valiotest®, el resultado positivo 
refiere niveles, para ese mismo antibiótico, entre 0.004-0.006 
Ul/ml. Aunque ambas pruebas son específicamente sensibles 
a los residuos de penicilina, ciertas concentraciones de otros 
antibióticos determinan un resultado positivo. En la Tabla 1 se 
muestran los límites de sensibilidad de ambas pruebas, a 
diversos antibióticos que son empleados en el tratamiento de 
la mastitis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tradicionalmente se ha considerado que la leche pasteuri- 
zada no representa ningún riesgo para la salud pública. No 
obstante; nuestros resultados sugieren que esto no es del todo 
cierto, pues en el 13% (N=200) de las muestras evaluadas se 
determinó la presencia de residuos de antibióticos; eviden­
ciándose que los porcentajes de positividad oscilaron entre 
cero y 35% (N=20) en los diferentes centros hospitalarios. 
(Tabla 2).

TABLA 1
SENSIBILIDAD DE LOS METODOS DELVOTEST-P 

Y VALIOTEST-101 T PARA DIFERENTES 
ANTIBIOTICOS USADOS EN EL TRATAMIENTO 

DE MASTITIS CLINICA

Antibiótico U.I./ml Delvotest-P Valiotest 101 T

Penicilina G 0,003-0,005 0,004-0,006
Ampicilina 0 , 0 1 0 . 0 1

Amoxicilina DND 0,03-0,05
Cloxacilina 0,05 0,01-0,15
Cefalexina DND 0,05-0,10
Estreptomicina 3,7-5,0 1 ,0 -1,5
Dihidroestreptomicina 2,5-5,0 0,3-0,5
Eritromicina 0 ,5-1,0 0,05-1,0
Neomicina 1 , 0 0,3-0,5
Gentamicina DND 0,5
Cloramfenicol 1 0 , 0 0,5-1,0
Tetraciclina 0 ,2 -0 ,3 0 ,2 -0 ,3
Oxi tetraciclina 0 , 2 0,15-0,20

DND: Dato no disponible

Fuente: Coghi R. Residuos de antibióticos en leche bovina pasteu- 
rizada suministrada a Hospitales Nacionales y Regionales de Costa 
Rica. Tesis. Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional. 
67p. 1993.

TABLA 2
PRESENCIA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN 

LECHE PASTEURIZADA DISTRIBUIDA EN 10 
HOSPITALES COSTARRICENSES, 1994

Hospital N °  Muestras N °  Muestras 
Positivas

% Positividad

A * 2 0 7 35,0
B * 2 0 6 30,0
c * 2 0 5 25,0
D * 2 0 1 5,0
E** 2 0 0 0
p * * * 2 0 7 35,0
G** 2 0 1 5,0
j j ** 2 0 0 0
j * * * 2 0 0 0
j * * * 2 0 0 0

Total 2 0 0 2 7 1 3

* Leche proveída por la Industria I
* * Leche proveída por la Industria II
*** Leche proveída por la industria III
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Diversos estudios señalan que la ebullición, pasteurizada 
y ultrapasteurización no reducen significativamente los nive­
les de antibióticos. La pasteurización disminuye solamente el 
8 % de los residuos de penicilina procaínica y la ebullición (90 
°C) por 30 minutos el 20% (8,12). Así mismo, estos tratamientos 
térmicos no afectan los niveles de estreptomicina, neomicina, 
cloranfenicol y oxitetraciclina entre otros antibióticos usados 
en el tratamiento de la mastitis clínica (8 , 1 2 ).

Por tales razones, el administrador de un Servicio de 
Nutrición, además de considerar el costo de la leche, debe 
asegurarse que el producto que se adquiere carece de residuos 
de antibióticos y no asumir que la leche pasteurizada no 
presenta tales contaminantes, pues debido a esta falacia, el 
mayor número de muestras contaminadas con antibióticos (26 
muestras) correspondió ala leche suministrada por las industrias 
que proveen el 70% de la leche pasteurizada requerida en los 
centros nosocomiales incluidos en el estudio (Tabla 2).

Para garantizar la ausencia de antibióticos en la leche, se 
hace imprescindible que se especifique claramente en el cartel 
de licitación que el producto debe estar excento de esos 
agentes antimicrobianos. Además deben realizarse periódi­
camente pruebas para la detección de estos y rescindir el 
contrato si se incumple con lo establecido, pues debe consi­
derarse que las regulaciones solo son eficientes cuando el 
interesado exige su cumplimiento.
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RESUMEN. La jaiba mora (Homalaspis plana ) es un crustáceo que 
se da desde la costa de Guayaquil en Ecuador hasta la costa chilena 
incluyendo el Archipiélago de Juan Fernández. Este recurso es de 
importancia para Chile porque provee de trabajo a los pescadores 
artesanales. En Chile no existe diversificación de productos a partir 
de este crustáceo y ha sido escasamente estudiado desde un punto de 
vista científico, es por ello que se ha considerado necesario iniciar la 
investigación de este recurso con la caracterización bioquímica de 
sus proteínas para posteriormente desarrollar productos a partir de él. 
En este trabajo se determinó la actividad proteolítica en la carne de 
jaiba recién extraída y se realizó la caracterización electroforética de 
sus proteínas.
Respecto a la actividad enzimàtica, en la carne de pinzas y patas de 
jaiba recién extraída no se pudo detectar actividad proteolítica, bajo 
las diferentes condiciones de ensayo usadas en este trabajo.
La caracterización de proteínas se realizó mediante el uso de técnicas 
electroforéticas, en extracto de carne de pinzas y patas de jaiba, 
utilizando electrofóresis en gel de poliacrilamida (PAGE) en condi­
ciones nativas y en presencia de SDS. Se diferenciaron 
electroforéticamente (PAGE-SDS) las proteínas miofibrilares de las 
sarcoplasmáticas, obteniendo diferentes perfiles electroforéticos de 
los extractos a dos fuerzas iónicas diferentes (0,05 y 0,5).

SUMMARY. Biochemical characterization of crab (Homalaspis 
plana) proteins. Homalaspis plana is a crab found in the Pacific 
Ocean coasts from Guayaquil (Ecuador) all the way down to the Strait 
of Magellan, including all of the Chilean coast. This crustacean is an 
important resource because it provides jobs for artisanal fishermen. 
In Chile there is no product diversification from this crab and it has 
been poorly studied from the scientific point of view. The biochemical 
characterization of its proteins was initiated to be able to develop 
several products from its meat. We report the proteolytic activity 
from freshly extracted crab meat and the electrophoretical 
characterization of its proteins.
No proteolytic activity was detected in freshly extracted crab meat, 
under any of the assay conditions used.
SDS Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and native PAGE 
were carried out with proteins extracted from crab meat. Using 
extraction solutions at two different ionic strength (0.05 and 0.5), 
myofibrillar and sarcoplasmic were separated, each showing different 
electrophoretical patterns in SDS-PAGE.

INTRODUCCION

En los diferentes países del mundo, se hace necesario 
lograr un uso racional de las proteínas, especialmente las de 
origen animal y asegurar un adecuado abastecimiento a la 
demanda industrial. Hoy no sólo son importantes las caracte­
rísticas físicas, químicas, bioquímicas de las proteínas, sino

1 Académicos del Dpto. de Ciencia de los Alimentos y Tecnología Quími­
ca. Universidad de Chile.

2 Bioquímico

que además las propiedades funcionales deben ser las adecua­
das para satisfacer las exigencias de los distintos procesos 
industriales que dan origen a productos nutritivos, seguros y 
atractivos.

La importancia de las proteínas en la dieta del hombre, 
radica principalmente en su aspecto nutricional y las proteínas 
animales tienen un valor biológico superior que las proteínas 
de origen vegetal (1). La jaiba, especie de interés en este 
estudio, es un crustáceo cuya composición se destaca por el 
alto contenido proteico, alrededor de 16 % en base a la carne 
recién extraída, con un adecuado balance de aminoácidos 
esenciales y por contener un bajo porcentaje de grasa (2). La

216
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jaiba mora (Homalaspis plana  ) perteneciente a la familia 
Xanthidae se cuenta entre los recursos poco estudiados en 
Chile y actualmente se clasifica como recurso subexplotado 
en nuestro país (3,4). Es una de las especies más representativa 
en las capturas de la V Región de Chile. Este recurso se 
encuentran distribuido desde Guayaquil en Ecuador hasta el 
Estrecho de Magallanes e Isla Robinson Crusoe en Chile y 
desde la orilla de la playa hasta los 272 metros de profundidad 
(3). El Servicio Nacional de Pesca en 1992, registró un 
desembarque total artesanal de 3.616 Ton. de jaiba de las 
cuales 487 Ton. correspondían a jaiba mora (5). El recurso 
jaiba posee una gran importancia socio-económica, por ser 
extraído principalmente por el subsector artesanal, constitu­
yendo una fuente de trabajo interesante para un gran número 
de personas (6 ).

Existen ciertas especies animales que aún no han sido muy 
estudiadas y merecen especial atención, como lo son los 
crustáceos y más especialmente la jaiba. Las formas actuales 
de procesamiento aplicado a la jaiba consisten básicamente en 
congelado o en conserva, siendo el congelado la principal 
forma de comercialización (7,8,9).

En la literatura existen pocos antecedentes acerca de las 
características y propiedades de las proteínas de estos crustáceos 
y mucho menos sobre su comportamiento con los diferentes 
procesos tecnológicos, por lo que constituyen un tema inte­
resante para ser desarrollado. En base a todo lo planteado 
anteriormente se consideró en una primera etapa la caracte­
rización bioquímica del recurso jaiba. Se ha desarrollado la 
caracterización bioquímica de la carne de jaiba recién extraída, 
determinando la actividad proteolítica y la caracterización de 
los perfiles electroforéticos de proteínas sarcoplasmáticas y 
miofibrilares de carne de pinzas y patas de jaiba.

MATERIALES Y METODOS

M ateria p rim a: Se trabajó con jaibas «mora» hembras y 
machos (Homalaspis plana  ), adquiridas en el Mercado 
Central de Santiago, provenientes de la V Región. Para este 
estudio fue necesario la adquisición de jaibas vivas, de peso 
entre 500 y 700g aproximadamente y ancho cefalotoráxico 
entre 10 y 15 cm.

Extracción de la carne: La extracción de carne de jaiba se 
realizó manualmente en jaiba recién muertas, utilizando cuchi­
llos, martillo y tijeras. Todo el proceso se realizó en frío man­
teniendo la carne recién extraída en hielo. Se extrajo carne de dos 
secciones anatómicas diferentes de la jaiba: pinzas y patas.

C aracterización bioquím ica de ia carne de ja ib a  recién 
ex traída

Determ inación de activ idad proteolítica 

Preparación  de la  m uestra : la carne de jaiba (pinzas y patas

delanteras) recién extraída, se homogeneizó con un equipo 
tipo «waring blender» con volúmenes iguales de solución de 
NaCl 0,15 N a 13.000 rpm por 3 minutos. Luego se centrifugó 
a 10.000x g por 10 minutos a 4 °C y se recuperó el sobrenadante, 
en el que se realizaron los ensayos enzimáticos que se describen 
a continuación.

M edición espectrofotom étrica a  280 nm  con seroalbúm ina 
de bovino (BSA) como sustrato : La actividad proteolítica se 
determinó midiendo la absorbancia de los aminoácidos y/o 
péptidos liberados en el medio, a 280 nm. La incubación se 
realizó a 25 y 37 °C durante 10 ,30 ,60 ,90 ,120 ,180  minutos, 
en el siguiente medio de ensayo: 0,25 mi de BSA al 1% (p/v), 
0,2 mi de amortiguador 0,1 M (ver Tabla 1), 0,02 mi de 
muestra de concentración aproximada de proteínas de 8,9 mg/ 
mi, 0,53 mi de agua destilada. La reacción se detuvo con 0,1 
mi de ácido tricloroacético (TCA) al 100% (p/v). Posterior­
mente la mezcla se centrifugó por 3 minutos a 12.500 x g y se 
determinó la absorbancia del sobrenadante a 280 nm ( 1 0 ).

TABLA 1
SOLUCIONES AMORTIGUADORAS UTILIZADAS 

PARA LA MEDICION DE ACTIVIDAD 
PROTEOLÍTICA, CON BSA COMO SUSTRATO

Amortiguador pH

KC1/HC1 1 ,0

KC1/HC1 1,5
KC1/HC1 2 , 0

Glicina/HCl 2,5
HCl/Glicina y

ác. Cítrico/Citrato Sodio 3,0
HCl/glicina y

ác. Cítrico/Citrato Sodio 3,5
ác. Cítrico/Citrato Sodio 4,0

ác. cítrico/Citrato Sodio 4,5
ác. Cítrico/Citrato Sodio 5,0

ác. Cítrico/Citrato Sodio 5,5
Na2 HP0 3 /NaH2 P0 4 6 , 0

Na2 HP0 3 /NaH2 P0 4 6,5
Na2 HP0 3 /NaH2 P0 4 7,0

Na2 HP0 3 /NaH2 P0 4  y HCl/Trizma base 7,5
Na2 HP0 3 /NaH2 PC>4 y HCl/Trizma base 8 , 0

HCl/Trizma base 8,5
HCl/Trizma base 9,0

Na2 C0 3 /NaHCC>3 9,5
Na2 C0 3 /NaHC0 3 1 0 , 0

Na2 C0 3 /NaHC0 3 10,5
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D IA G RA M A  DE BLOQUES N° 1 
FR A CCIO N AM IEN TO  DE PROTEINAS DE CARNE 

DE PINZAS DE JAIBA

MUSCULO DE 

JAIBA, 28 g

S 1

S 2

PRECIPITADO

188 ni AMORTIGUADOR FOSFATO XC1 
1= 8,85 pH = 7,5

2’ HOMOGENEIZACION 
CENTRIFUGACION 5.888 x g 28’

288 h1 AMORTIGUADOR FOSFATO KC1 
1= 8,85 pH = 7,5

HOMOGENEIZACION 2’ 
CENTRIFUGACION 5.888 x g 28’

PRECIPITADO

188 Mi AMORTIGUADOR FOSFATO XC1
1= 8,5 pH= 7,5

S 3

S 4

HOMOGENEIZACION 2 ’ 
CENTRIFUGACION 5.888 x g 28’

PRECIPITADO

288 Mi AMORTIGUADOR FOSFATO XC1 
1= 8,5 pH= 7,5

HOMOGENEIZACION 2’ 
CENTRIFUGACION 5.888 x g 28’

PRECIPITADO

M ed ic ió n  e s p e c tro fo to m é tr ic a  a 660 n m , u sa n d o  
hem oglobina como sustrato : Para la detección de actividad 
proteolítica, se realizó la incubación a 37 °C durante 30, 60, 
90 ,120  y 180 m inutos, en el siguiente medio de ensayo: 0,5 mi 
de hem oglobina al 1,1 % (p/v) en m edio alcalino a pH 7,2, 1,5 
mi de am ortiguador 187 m M  citratofosfato pH 7,2 y 0,5 mi de 
m uestra de concentración aproxim ada de proteínas de 8,9 m g/ 
mi. La reacción se detuvo adicionando 2,5 mi de TCA al 5 % 
Posteriorm ente la  m ezcla se centrifugó por 3 m inutos a 12.000 
x g a 4 °C, y en el sobrenadante se determinaron los aminoácidos 
arom áticos y/o péptidos liberados en el medio ( 1 1 , 1 2 ).

M edición a 280 nm  y usando carne de ja iba  como sustrato  
endógeno: L a incubación se realizó a 37 °C, con agitación 
constante y durante 0 ,1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,1 2 ,2 4  horas en el siguiente 
m edio ensayo: com o sustrato se utilizó una suspensión que 
contenía 1,5 g (peso húm edo) de pasta de carne de pinzas de 
ja iba  recién extraída y hom ogeneizada con una varilla de 
vidrio, con 7,5 mi de N aCl 0,15 N. El ensayo se detuvo

adicionando 0,8 mi de TCA al 100 % (p/v). Posteriorm ente la 
mezcla se centrifugó a 1 2 .0 0 0  x g por 1 0  m inutos, y en el 
sobrenadante se determ inaron los com puestos que absorben a 
280 nm.

Determ inación de los perfiles proteicos de las p roteínas de 
ja iba. Electrofóresis en minigeles de poliacrilam ida en 
presencia de SDS: Se prepararon los geles de poliacrilam ida 
al 12 % (p/v) en presencia de SDS de acuerdo a Laem m li (13). 
Para la corrida del gel se utilizó una solución am ortiguadora de 
trizma base-glicina, pH 8,2. Se aplicaron las muestras de los 
diferentes extractos proteicos previam ente desnaturalizados 
por calentam iento durante 5 minutos a 100 °C, en presencia de 
un «cocktail» de m uestra concentrada 4x al 0,25 % de 2- 
mercaptoetanol, al 2 % de SDS y 0,001 % de azul bromofenol 
y glicerol al 10 %. En cada bolsillo del gel se aplicó aproxi­
madamente, 7 fig de proteínas y en un bolsillo adicional se 
agregó una solución que contenía estándares de proteínas 
preteñidos de m asa m olecular conocida. Las electrofóresis se 
realizaron aplicando entre 20 m A (gel concentrador) y 50 mA 
(gel separador). Los geles se tiñeron con azul de Coom asie R- 
250 de acuerdo a lo descrito por W eber y Osborn (14).

Electrofóresis en minigeles de poliacrilam ida en condicio­
nes nativas: Se prepararon estos m inigeles de la m ism a m a­
nera que los anteriores, pero sin adicionar SDS.
Se aplicaron las muestras de extractos proteicos en presencia 
de azul de bromofenol y glicerol.

C aracterización  de las p ro te ín as sarcop lasm áticas y 
m iofibrilares de la carne de ja ib a  recién extraída: Para 
identificar las proteínas sarcoplasm áticas y m iofibrilares de 
ja iba se siguió el procedim iento planteado en el diagram a de 
bloques N° 1 (15). Los sobrenadantes se som etieron a una 
electrofóresis en condiciones desnaturalizantes.

M étodo de Lowry

Se utilizó el m étodo de Lowry (16) para la medición de 
proteínas solubles, en todos los ensayos que as ilo  requirieron. 
Para ello se agregaron hasta 0,2 m i de m uestra; 1 mi de 
solución de sulfato de cobre alcalino, preparado con un 
am ortiguador alcalino que contenía 2  % (p/v) de tartrato de 
sodio y potasio preparado en una solución 0,1 M  de N aO H  y 
2  % (p/v) de tartrato de sodio y potasio preparado en una 
solución 0,1M  de NaOH y 2 % (p/v) de N a2 C 0 3 ; 0,1 mi de 
reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 con agua y se incubó 
30 m inutos a 30 °C. Luego del desarrollo de color se leyó la 
absorbancia a 750 nm. Se utilizó un estándar de BSA de 
concentración conocida. Todos los ensayos se realizaron en 
duplicado.



CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS PROTEINAS DE JAIBA MORA 2 1 9

RESULTAD OS Y DISCUSION

Actividad proteolítica: La ja iba  es un recurso m arino que 
normalmente es com ercializada viva o como producto con­
gelado, por ser altam ente perecible; es por ello que se consi­
deró necesaria la investigación de actividad proteolítica pre­
sente en el m úsculo de las pinzas y patas de jaiba, que es donde 
se concentra el m ayor porcentaje de la porción com estible de 
este crustáceo.
Para detectar la actividad proteolítica, se realizó inicialmente 
una incubación de extractos de ja iba con BSA como sustrato 
usando un barrido de pH entre 1,0 y 10,5 con incrementos de 
0,5 unidades. Los experim entos cinéticos realizados hasta los 
180 m inutos tanto a 25 °C com o a 37 °C no permitieron 
detectar actividad proteolítica.
Con el objeto de aum entar la sensibilidad del ensayo se 
reemplazó BSA por hem oglobina y se usó el método de Lowry 
para detectar los am inoácidos aromáticos liberados. Sin em ­
bargo, usando este m étodo tam poco fue posible detectar 
actividad proteolítica. La im posibilidad de detectar esta acti­
vidad enzim àtica a través de las m etódicas usadas, no significa 
que ésta no esté presente enei tejido. En la literatura no existen 
estudios realizados de actividad proteolítica en carne de pin­
zas de ja iba  recién extraída. Sin embargo, existen estudios en 
determinación de actividad proteolítica en músculo de pesca­
do, en los que se ha detectado una baja actividad enzim àtica en 
las condiciones usadas para las proteínas de jaiba ( 1 2 ). 
Estudios realizados en krill señalan que este crustáceo posee un 
alto contenido de proteasas provenientes del estómago, hígado y 
abdomen, con actividad óptima a pH débilmente alcalino (17,18) 
y se ha encontrado que más del 95 % de la actividad proteolítica 
total está localizada en el cefalotórax (19).
Durante el alm acenam iento de la carne, el visible deterioro 
posterior de la carne de jaiba, detectable por el olor y el cambio 
de color, podría deberse probablem ente al ataque m icrobiano, 
o bien, a la generación de am inas típicas de los procesos de 
putrefacción (2 0 ).
Para descartar la posibilidad de que la incapacidad de detectar 
actividad proteolítica, se debía a que le sustrato no era el 
adecuado, se ensayó el uso de la proteína de ja iba  com o 
sustrato endógeno. Del ensayo realizado, usando como sustrato 
endógeno la carne de jaiba, tam poco se pudo detectar activi­
dad proteolítica.
Por lo tanto, si la carne de ja iba  tuviera proteasas éstas estarían 
presentes en niveles tan bajos, que los métodos utilizados no 
pudieron detectarlos. Estos resultados permiten afirm ar que 
las proteínas de la carne de ja iba no sufrirán proteólisis a 
tiempos cortos, a diferencia de lo descrito para otras especies 
(21, 22, 23).

Perfiles proteicos de carne de pinzas y patas delanteras de 
jaiba.

solubles de carne de jaiba, extraídas a una fuerza iónica 0,15 
N NaCl, en condiciones nativas y desnaturalizantes. Se trabajó 
con tejido de pinzas y de patas delanteras con el fin de 
com parar cualitativam ente si los perfiles proteicos de ambos 
tejidos tenían diferencias apreciables.

a. Electrofóresis en condiciones nativas: La Fig. 1, m uestra 
el gel PAGE nativo, en la que se puede observar, que los 
patrones proteicos para los extractos de carne de patas y pinzas 
de ja iba son muy parecidos. En am bos perfiles se puede 
visualizar al m enos 7 bandas m ayoritarias. Las diferencias 
percibidas son mínimas y se pueden detectar a través de 
bandas muy débiles, marcadas con «*» en la Fig. 1, que 
aparecen en patas y no en pinzas.

FIG U RA  1
PAGE-Nativo de extracto soluble al 0,15N  de NaCl 

de carne de pinzas y patas de jaiba. Cada carril fue cargado 
con 5|il de cada extracto. Solución am ortiguadora trizma 

base-glicina pH=8,2

PINZAS PATAS

2
De lo anterior se puede deducir que entre estos dos tejidos 

de diferentes lugares anatóm icos de la ja iba las diferencias 
en c o n trad a s  en los p e rf ile s  p ro te ic o s  o b te n id o s  po r 
electrofóresis PAGE nativa son leves.

b. Electrofóresis PAGE-SDS: La Fig. 2, presenta el análisis 
pro PAGE-SDS de extractos solubles de carne de pinzas y 
patas realizadas a tres fuerzas iónicas (I) diferentes. Es posible 
apreciar que existen diferencias entre los extractos a distintas 
I, tanto en el caso de la carne de patas com o la de pinzas de 
jaiba; estas diferencias son especialm ente notorias cuando se 
com para las proteínas extractables 10,05 y las de 10,5. Cuando 
se extrae con fuerza iónica equivalente a 0,15 y 0,5, las 
diferencias observadas son m enos notorias. Este estudio per­
m itió diseñar el experim ento que se presenta a continuación 
para diferenciar proteínas m iofibrilares de sarcoplasm áticas.

Se obtuvieron perfiles electroforéticos de las proteínas
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FIG U RA  2
PAGE-SDS de extractos solubles, a distintas fuerzas 

iónicas, de carne de patas y pinzas de jaiba. En cada bolsillo 
se cargó alrededor de 7 (Ig de proteínas

PATAS PINZAS
FUERZA IONICA ,05 ,15 ,5 ,05 ,15 ,5 St MM

(kDa)
CATODO (-) ..

ANODO (+)

C arac te rizac ió n  de las p ro te ínas sarcoplasináticas y 
m iofibrilares de la carne de ja ib a  recién extraída.

Se fraccionaron las proteínas de ja iba  a dos fuerzas iónicas 
(0,05 y 0,5). Se obtuvieron 4 sobrenadantes, com o resultado 
del fraccionam iento de las proteínas de jaiba, a distinta fuerza 
iónica. Los sobrenadantes S i y S2  corresponden a las pro­
teínas extraídas cuantitativam ente a una fuerza iónica de 0,5 
de NaCl.

La Fig. 3 m uestra un gel PAGE-SDS, cuyos carriles S¡ y 
S2  correspondientes a proteínas extraídas a la fuerza iónica 
más baja, perm ite observar la presencia de bandas proteicas 
com unes, que se asociarían a proteínas sarcoplasmálicas, a 
diferencia de las bandas observadas en el carril S4 , corres­
ponderían principalm ente a proteínas m iofibrilares; las ban­
das observadas en el carril S 3  corresponderían a una transición 
entre la fuerza iónica baja y la alta.

R e h b e in  y K u n d ig e r  (2 4 ), c o m p a ra ro n  p e r f ile s  
electroforéticos de proteínas sarcoplasm áticas de diferentes 
especies de pescado, con el fin de identificar especies y 
encontraron que existían grandes diferencias en los patrones 
proteicos a nivel de proteínas sarcoplasmáticas. En este caso 
se puede decir que los patrones proteicos obtenidos para la 
ja iba  en los carriles S i y S2 en la Fig. 3 serían específicos para 
la ja ib a  m ora. P ara  co m p ara r p a tro n es de p ro te ín as 
sarcoplasm áticas de diferentes especies es necesario hacerlo 
bajo las mism as condiciones de trabajo (24).

Respecto a los perfiles proteicos observados en el carril S4 , 
del gel representado en la Fig. 3 se puede destacar que la 
prim era banda se podría asociar a la cadena pesada de la 
miosina, ya que está alrededor de 200 kDa, al igual que lo 
descrito para la m iosina de otras especies com o conejo, 
bovino, krill y pescado que se sitúan alrededor de la misma 
MM  (25, 26, 19, 27, 28). La banda de m enor M M  observada 
alrededor de 40 kDa correspondería a actina; la banda proteica 
ub icada a lred ed o r de 30 kD a es ta ría  re lacionada con

tropomiosina; en el carril S4  aparecen dos bandas proteicas 
muy suaves en la zona de M M  20 KDa, que podrían correspon­
der a las subunidades ligeras de la m iosina. Para poder afirmar 
lo anteriormente discutido se requerirían más estudios los que 
podrían incluir el uso de anticuerpos específicos contra cada 
una de estas proteínas. La inform ación que se puede extraer de 
la Fig. 3 es un perfil característico de las proteínas extractables 
a fuerzas iónicas equivalentes a 0,05 y 0,5 N de NaCl.

FIG U RA  3
PAGE-SDS de los extractos de carne de pinzas de jaiba, 

extraídos a fuerzas iónicass de 0,05 y 0,5. Cada bolsillo fue 
cargado con 7 pg  de proteína aproxim adam ente.

A m ortiguador usado fue trizm a base-g lic inapH  8,2. S i y 
S2  corresponden a extractos obtenidos de los prim eros dos 

lavados a 1= 0,05 y S3  y S4  a los extractos obtenidos 
con 1= 0,5

CATODO ( - )

MM (k D a )  St Si S2 S, S, St M M (k D a )

ANODO ( + )

Finalm ente de este estudio se puede concluir lo siguiente:

En las condiciones estudiadas en este trabajo, no se 
detectó actividad proteolítica en carne de pinzas de ja iba 
recién extraída.
Al analizar los perfiles proteicos, en PAGE-SDS, de los 
extractos solubles de carne de pinzas y patas, se encon­
traron pequeñas diferencias, en bandas que aparentemente 
no estarían asociadas a proteínas estructurales. En PAGE- 
nativo también se encontraron diferencias leves en los 
patrones proteicos electroforéticos.
Se determ inaron al menos 12 bandas proteicas en PAGE- 
SDS de extractos solubles de carne de pinzas de ja iba a 
una fuerza iónica de 0,05, que se asim ilarían a proteínas 
sarcoplasmáticas.
Se determ inaron al m enos 11 bandas proteicas en PAGE- 
SDS de extractos solubles de carne de pinzas de ja iba que 
estarían asociadas a las proteínas miofibrilares. Para 
confirm ar definitivam ente esta prim era caracterización 
se sugieren estudios adicionales.
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Effect of germination on the protein content and on the level of 
specific activity of lipoxygenase-1 in seedlings of three soybean 

cultivars

Bordingnon J.R. IdaE.L. Oliveira M.C.N. ^, y Mandarino J.M.G. ^

SUMMARY. The effect of germination on the protein content and 
in the level of specific activity of lipoxygenase- 1 on seedlings of 
Santa Rosa, FT-2 and Davis soybean cultivars were studied. Soybean 
seeds of the three cultivars were germinated from 0 to 72 hours in a 
seed germinator at 30 °C temperature, 100% relative humidity, and 
absence of light. The seeds were then frozen in liquid nitrogen, 
freeze-dryed and milled. The lipoxygenase-1 was extracted with 
0,02M thris-HCI buffer at pH=8,2 and 13% saccharose for 30 
minutes at 4 °C without shaking. The highest levels of specific 
activity of lipoxygenase- 1 per miligram of flour (dry basis) in the 
Santa Rosa, FT-2 and Davis cultivars were observed between 18 and 
36, 18 and 24, and 0 and 12 hours, respectively. The polinomial 
quadratic model best fits the regression analysis of the variable 
levels of specific lipoxygenase activity forculti var Davis (R^=0,9197). 
Although for cultivars Santa Rosa (R^=0,9041)., and FT-2 
(r 2=0,7486) the 4th degree polinomial model has shown the best fit. 
The protein content in the three cultivars studied reached the maximum 
values at 48h germination. The germination induced a relative 
increase of the protein content but caused a reduction of the level of 
specific lipoxigenase-1  activity.

RESUMEN. Efecto de la germinación sobre el contenido de 
proteína y sobre los niveles de actividad específica de lipoxigenasa- 
1 en plantines de tres cultivares de soya. En este trabajo se estudió 
el efecto de la germinación sobre el contenido de proteína y sobre los 
niveles de actividad específica de lipoxigenasa-1  en plantines de los 
cultivares de soya Santa Rosa, Davis y FT-2. Las semillas de soya de 
los tres cultivares germinaron entre 0 y 72h a 30 °C, 100% de 
humedad relativa y ausencia de luz. Las semillas se congelaron en N 
líquido, posteriormente fueronliofilizadas y molidas. Lalipoxigenasa- 
1 se extrajo con buffer 0,02M tris-HCl pH 8,2 y sacarosa al 13%, 
durante 30 min a 4 °C, sin agitación. Los niveles más elevados de 
actividad específica por mg de harina, expresados en materia seca, 
páralos cultivares Santa Rosa, FT-2 y Davis se observaron entre 18- 
36,18-24,0 y 12 horas, respectivamente. En el análisis de regresión 
de la variable nivel de actividad específica de lipoxigenasa, para el 
cultivar Davis, el mejor ajuste se obtuvo con el modelo polinomial 
cuadrático (R2=0,9197). El modelo que mejor se ajustó para los 
cultivares Santa Rosa (R2=0,9041) y FT-2 (R2=0,7486) fue el 
polinomial de cuarto grado. En los tres genotipos estudiados el tenor 
de proteínas alcanzó el máximo valor a las 48h después del inicio de 
la germinación. La germinación indujo un aumento del contenido 
proteico y causó reducción del nivel de actividad específica de la 
lipoxigenasa-1 .

INTRODUCTION

The soybean seed is a rich and economical source of high 
quality protein. A lthough its common use for human 
consumption, has been of low acceptability mainly due to the 
presence of some indesirable compounds which affect flavour. 
Among these, trypsin inhibitors, phytic acid and lipoxygenase 
are the major ones.

1 EMBRAPA-CNPSo -CxP 1061 -CEP 86.001-970- Londrina - PR- 
Brazil

2 Dept. Tec. Alim. Med. UEL - CxP 6001-CEP 86.051 -970, Londrina - PR 
Brazil

The lipoxygenases (E.C. 1 .13.11.12) cata lize  the 
hydroperoxidation of the free polyunsaturated fatty acids and 
their dérivâtes which contain the cis, cis-1,4-pentadien system, 
originating the corresponding monohydroperoxides. These 
hydroperoxides (9- or 13-cis, trans) are decomposed into 
aldehydes, ketones, acids and other secundary compounds 
which are involved in the formation of the undesired flavour 
characteristic of foods produced from leguminous plants ( 1 ). 
The unpleasant flavour of soybean is known as «beany» 
flavour and has been described as a limiting factor for its use 
as food source in the Occident (2).

Even small amounts of lipoxygenase are able to cause the 
oxidation of the fatty acids and to form the compounds that

2 2 2
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originate the undesirab le  flavours (3). The soybean 
lipoxygenases are divided in four isozymes denominated 
lipoxygenase L i, L.2 , L 3 a, and L 3 b, (4). These last two 
isozymes, having similar properties, are considered identical 
for analysis purposes and are simply denominated as L 3 .

Several processes have been developed to remove or 
inactivate the soybean lipoxygenases in the attempts to improve 
its use for human consumption. These processes, however, are 
usually expensive and not completely suitable since insolubility 
of proteins may occur and, for some processes, a «over 
cooked» or «over roasted» flavour may be enhanced (5,6).

The process of germinating the soybean seeds prior to their 
use for human consumption was also an attempt to overcome 
some disadvantages associated with the use of the seed «in 
natura», which are mainly the presence of trypsin inhibitors as 
well as the lipoxygenases activity (7,8). Depending on the 
cultivar, the germination process, in addition to the reduction 
of these compounds, improves the nutritional value of the 
soybean seed by increasing the protein and mineral contents as 
well as by decreasing the phytic acid content (9).

There are still some controversies in the literature 
concerning the main isozyme involved in the formation of n- 
hexanal. Fisher & Grosh, 1(10) found that lipoxygenase-1 is 
responsible for the formation of 90% of the 13-hydroperoxide 
at pH 7,0, and that lipoxygenase-2 induces the formation of 
only 30% of that compound at the same pH, Matoba et al (11) 
proved that the n-hexanal is solely a consequence of the 13- 
hydroperoxide breakdown.

The objetive of the present work was to investigate the 
effect of germination on the protein content and on the level of 
specific activity of lipoxygenase-1 in seedlings of Santa Rosa, 
FT-2 and Davis soybean cultivars.

MATERIAL AND METHODS

Cultivars

The three soybean cultivars used in this study were chosen 
based on the characteristics of their lipoxygenase- 1 activity 
(low, intermediate, and high), according to Barros et al (12). 
The cultivars were: FT-2 (low L j activity), Davis (intermediate 
L j activity), and Santa Rosa (high L i activity).

The seeds of the three cultivars, harvested in the 1987/88 
and 1988/89 grow ing seasons, were provided by the 
Germoplasm Bank of the National Soybean Research Center
- CNPSo of the Brasilian Enterprise for Agriculture Research
- EMBRAPA, located at Londrina Country, Paraná State, 
South Brazil.

Analytical M ethods

Seed germ ination: The steps for seed germination and 
analytical determinations are shown in Fig. 1. The seeds of the 
three cultivars were germinated from 0 to 72 hours with six

hours intervals. For each germination time a sample of 150 
non surface sterilized seeds were previously hand selected and 
divided into three 50-seed subsamples. The subsamples were 
arranged on top of two sheets o f germination paper which had 
been previously moinstened with distilled water. A third 
moistened sheet was used to cover the seeds. Each subsamples 
was then rolled up and randomly transfered to a 30 °C 
temperature and 1 0 0 % relative humidity seed germinator, and 
kept in the dark for the different periods of time.
After each germination period the rolls were retreived from 
the germinator and dismounted. The seeds from each were 
then frozen in liquid nitrogen and transfered to opaque paper 
bags which were immediately vaccum sealed in plastic bags 
and stored at - 18°C for further freeze-drying.

FIGURE 1
Seed germination procedure and analytical determinations

Freeze-drying: After freezing all samples were transfered 
inside of paper bags to a Freeze Dryer (Labconco model 8 ) for 
27 to 36 hours until humidity was stabilized around 5%, to 
allow grinding.

G rinding: All samples were then ground for one minute in a 
cyclone Sample Mill and stored at-18° in sealed plastic flasks 
until use.

Lipoxygenase-1 extraction: The extraction condition and the 
effects of granulometry and freezing time on the lipxoygenase- 
1 activity were studied by Bordingon, (13).

The lipoxygenase-1 extraction was caried out using 300 mg of 
full-fat flour and 15ml of 2mM Tris-HCI (pH 8,2) buffer,
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containing 13% of saccharose, at 4 °C for 30 minutes without 
shaking. The obtained extracts were centrifuged for 15 minutes 
at 11.000g at 4 °C. The supernatant was used for lipoxigenase- 
1 activity and soluble protein determination. Three extractions 
were done for each subsample.

Substrate preparation: Linoleic acid lOmM was prepared as 
described by Axelrod et al (4). According to the description, 
70mg of linoleic acid and the same amount of Tween 20 were 
weighed, carefully homogeneised with 4ml of oxygen-free 
distilled water in a volumetric flask of 25 ml. Enough amount 
of 0.5N NaOH was added to produce an opticaly clear solution. 
The volume was completed with oxygen-free distilled water 
and the solution was homogenized by inversion avoiding 
excessive aeration. Aliquots of 1 and 2 ml were stored at -18 
°C in ambar glass flaks previously sealed under a nitrogen 
atmosphere.

Lypoxygenase-1 activity measurement: The lipoxygenase- 
1 activity was determined using lOOpl of substrate; (2,9-X) ml 
of 0.02M borate buffer (pH 9,0) and Xml of the extract. 
Reaction velocity was measured at 280 nm in a Varian 634 
Spectrophotometer al 25 °C in 30 seconds intervals until seven 
minutes after the enzyme addition. The inclination angle 
formed by the relation between the optical density variation 
(ADO) and the time (minutes) was calculated. These values 
were used to calculate the lipoxygenase- 1 activity.
One unit of activity was defined as the amount of enzyme (mg) 
necessary to produce a variation of 0 . 0 0 1  unit on the optical 
density, underthe assay conditions. The activity determinations 
were accomplished in triplicate.
Specific lipoxygenase-1 activity (S A) was defined as the ratio 
between the specific activity of lipoxygenase- 1 /mg of soybean 
flour (on dry-basis), multiplied by 15:

A O D .m in'l. m l'l
SA = ----------------------------x 15

P.F. 0.001

where: A O D .m in'^.m l'^  optical density variation/minute/ 
ml of extract;

15= total extract volume (ml);

P= soluble protein amount (mg);

F= flour amount (mg) in dry basis, used in the extraction.

Protein measurement: The protein content of the extracts 
was determined in triplicate according to the method of Lowry 
et al (14).
The nitrogen determination in the flours was made according 
to the micro-Kjeldahl method (15). The protein conversion 
factor used was 6.25.

M oisture determination: The moisture content o f the 
germinated seeds was determined using adrying oven regulated 
at 105 °C (15)

Experimental design and statistical analysis: The experi­
mental design used to evaluate the results obtained from the 
different time of germination of the soybean seeds (Santa 
Rosa, FT-2 and Davis) was the complete randomized design 
of the treatment combinations in factorial arrangement = 1 2  

times x 3 cultivars, with 3 replications, totalizing 36 treatments. 
An exploratory analysis o f the data was carried out for the 
lipoxygenase activity and protein through the Liliefors, (16) 
and Burr & Foster, apud Anderson & McLean, (17) tests. 
From these analyse it was possible to evaluate the residue 
distribution and variance homogeneity of the treatments 
studied.
These variables were also submited to variance (18) and to 
regression (19) analyse, while the Multiple Range Test used 
was Tukey (P=0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Germination of the soybean seeds: The germination of the 
soybean seeds was made without previous seed hydration to 
avoid lixiviation of some constituents, according to Giri et al, 
(20).
Maximum germination time used in this study was 72 hours, 
since prolonged germination could cause a pronounced growth 
of the radicle, increasing the probability of fungus growth (2 1 ) 
and color changes (9).
Since the radicle size can vary during the germination process, 
depending on the soybean cultivar (9 ,22,23), in this study the 
germinated seeds were classified according to the germination 
time. Soybean seeds not submited to germination were used as 
the experimental control.

Level of specific lipoxygenase-1 activity: the results of the 
specific activity per miligram of flour (dry basis) defined as 
level of specific activity are given in Table 1. Concerning the 
variable «level of specific activity», the ANOVA of data was 
significant for the factors: time, cultivar and for the interaction, 
with a variation coefficient of 6,345%.

Comparing the three cultivars in each germination time, it 
was observed that frequently the Davis cultivar differed 
statiscaly from Santa Rosa and FT-2 cultivars. At zero and six 
hours of germination time it showed similar results to those 
obtained for Santa Rosa. The FT-2 cultivar, in its turn, differed 
statistically from Santa Rosa in all germination times, except 
at 72 hours, where significant statistical difference was not 
observed in the level of specific activity between the two 
cultivars (Table 1).



EFFECT OF GERMINATION ON THE PROTEIN CONTENT 225

TABLE 1
MEANS OF THE INTERACTION GERMINATION 

TIME X CULTIVAR FOR THE VARIABLE «SPECIFIC 
ACTIVITY» AND DECREASE PERCENTAGE (DEC %) 
OF ACTIVITY OF LIPOXYGENASE-1 PER MILIGRAM 

OF FULL-FAT SOYBEAN FLOURS-CULTIVARS 
SANTA ROSA, FT-2 AND DAVIS.

Time
(hs)

Santa Rosa dec(%)

Cultivar 

FT2 dec(%) Davis dec(%)

0 1.1661 abc B 0.002 1,397 e A 0.00 1,035 a B 0,00
6 1,029 be B 11,75 1,312 e A 6.084 1,028 a B 0,67
12 1,035 be B 11,23 1,335 e A 4,44 0,841 ab C 18,74
18 1,182 ab B -1,36 2,844 a A -103,58 0,801 be C 22,60
24 1,343 a B -15,52 2,717 ab A -94,49 0,756 be C 26,96
30 1,280 a B -9,78 1,949 d A -39,51 0,689 bed C 33,43
36 1,322 a B -13,38 2,621 b A -87,62 0,684 bed C 33,91
42 1,055 be B 9,52 2,174 c A -55,60 0,659 bed C 36,33
48 1,023 be B 12,26 2,515 e A -8,44 0,683 bed C 34,01
54 0,962 cd B 17,49 1,450 e A -3,70 0,611 cde C 41,06
60 0,778 de B 33,28 1,047 f A 25,05 0,531 de C 44,69
72 0,708 e A 39,28 0,805 g A 42,38 0,438 e B 57,68

1 Means followed by the same lower case letter in each column and same 
upper case letter in each row, are not significantly different at P=0.05 
using Tukey’s multiple range test.

2 In relation to time zero.

The Tukey Multiple Range Test (P=0.05) showed that for 
the FT-2 cultivar there was higher differentiation among the 
average multiple comparison groups. On the contrary, for the 
Santa Rosa and Davis cultivars this did not occur (Table 1).

The Davis cultivar showed, from the 12 hours time of, a 
gradual decrease of the level of specific activity, while the 
Santa Rosa and FT-2 cultivars showed more variation during 
the germination times studied (Table 1). Considering the 
cultivars within germination times, the percentages of decrease 
were 57.68,42.38 and 39.28% for the Davis, Santa Rosa and 
FT-2 cultivars, respectively. These values were very similar to 
those found by Suburbine et al. (8 ) (aproximately 55%) using 
seeds of cultivar Jupiter. Since in this study the size of the 
germinated seeds were not measured during germination, it is 
difficult to compare these results with those reported by 
Hildebrand et al (24), which were based on the size (mm) of 
the seeds and not on the germination time.

The regression analysis o f the experimental data, obtained 
from the variable «level specific activity/mg of flour» during 
germination, indicated that the quadratic polinomial model 
fits best the Davis cultivar (R^=0.9197) and the polinominal 
model of the fourth degree fits best the Santa Rosa and FT-2 
cultivars (R^=0.9041 and 0.7486, respectively).

Effect o f the germination on the amount of protein of the 
full-fat soybean flours: The average of total protein values in 
the full-fat germinated soybean flours from Santa Rossa, FT- 
2 and Davis cultivars are shown in Table 2.

TABLE 2
MEANS OF THE INTERACTION GERMINATION 

TIME X CULTIVAR FOR THE VARIABLE «PROTEIN» 
AND INCREASE PERCENTAGE (INC %) OF PROTEIN 
IN FULL-FAT SOYBEAN FLOURS OBTAINED FROM 

THE CULTIVARS SANTA ROSA, FT-2 AND DAVIS 
DURING THE GERMINATION PROCESS.

Time
(hs)

Santa Rosa

Cultivar 

inc(%) FT2 inc(%) Davis inc(%)

0 135,061 g B 0,002 38,50 f A 0,00 38,29 g A 0,00
6 40,19 e A 11,05 39,49 e B 2,56 39,68 f B 0,98
12 39,25 f C 8,92 41,52 c A 7,83 39,93 ef B 1,63
18 39,13 f C 8,56 41,19 d A 6,97 40,89 c B 4,08
24 40,56 d B 12,54 41,57 c A 7,95 40,44 d B 2,93
30 40,92 de B 13,50 41,60 c A 8,04 40,23 de C 2,40
36 40,61 cd B 12,67 42,30 b A 11,67 40,40 d B 2,83
42 40,63 cd C 12,72 31,80 c A 8,55 40,98 c B 4,29
48 41,05 b C 13,89 43,19 a A 12,16 42,61 ab B 8,44
54 40,57 d C 12,56 43,22 a A 12,24 42,38 ab B 7,88
60 40,44 de C 12,19 40,37 a A 4,84 42,30 b B 7,66
72 41,51 a C 15,17 43,38 a A 12,65 42,71 a B 8,69

1 Means followed by the same lower case letter in each column and same 
upper case letter in each row, are not significantly different at P=0.05 
using Tukey’s multiple range test.

2 In relation to time zero.

The ANOVA of these results was significant to the factors: 
time, cultivar and to the interaction time X cultivar, with a 
variation coefficient of 0.29%.

Comparing the amount of protein of the three cultivars at 
each germination time, it was observed that the FT-2 cultivar 
primarely showed higher levels of protein. Besides, the values 
of total protein of this cultivar statiscally differed from those 
obtained for the Davis and Santa Rosa cultivars in almost all 
the germination times. Only at 0 and 15 hours no statistical 
differences were found when compared to the Davis cultivar.

The Santa Rosa cultivar showed lower values of the total 
protein in seven different germination times, differing 
statiscally from the FT-2 and Davis cultivars in almost all the 
germination times (Table 2).

After studing the protein am ount according to the 
germination time in each cultivar it was observed that in the 
FT-2 cultivar there was a higher differentiation among the 
average multiple comparison groups, while for the Santa Rosa 
and Davis cultivars this did not hapen. Despite showing the 
lowest percentage of total protein, the cultivar Santa Rosa 
showed the highest increase of this variable (15.17%) followed 
by FT-2 (12.65%) and Davis (8.69%) (Table 2). Generally it 
was observed that in the three cultivars studied protein increased 
similarly.

The increase in the protein contents (expressed on dry 
basis), for the three cultivars in relation to the control, after 72 
hours of germination (Santa Rosa= 15.17%, FT-2=12.65% 
and Davis =8.69%) were higher than those found by Jiménez
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et al, (25) (4.4% for the Siatsa cultivar germinated for 72 
hours), by Bates et al (26) (5.8% for the Bragg cultivar 
germinated for 96 hours), by Mostafa & Rhama, (7) (decrease 
of 0.4% for the Calland cultivar germinated for 72 hours). 
These increase are relative according to Mostafa & Rhama, 
(7), since they occur due to the decrease of other compounds 
during the germination.

Among the regression models, the polinomial of the fifth 
degree had the best fit for the variable «total protein» of the 
cultivar Davis, with a determination coefficient o f0.8537. For 
the cultivars FT-2 and Santa Rosa the quadratic model had the 
best fit, with determination coefficients o f0.8981 and 0.8470, 
respectively.
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Evaluación de los niveles de efectividad de mezclas vegetales 
en la recuperación de animales con desnutrición 

proteico-energética precoz y tardía
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RESUM EN. La efectividad de la mezcla trigo: soja (85:15) con y sin 
el agregado de los aminoácidos limitantes de la misma (metionina y 
lisina) fue evaluada para: a. El mantenimiento de ratas normales, ali­
mentadas previamente con caseínato de calcio (grupo control), b. La 
recuperación de ratas con desnutrición proteico-energética precoz y 
tardía (grupos DP y DT), y c. La habilidad de estos animales (normales 
y desnutridos) para autoseléccionar los aminoácidos ofrecidos.
La dieta de prueba con y sin la suplementación, fue adecuada para 
mantener un normal aumento del contenido de nitrógeno corporal de 
los animales del grupo control.
Los principales cambios en el peso de ratas de los grupos experimen­
tales durante el período de recuperación dependieron: del estado 
nutricional del animal y de la cantidad de dieta y de aminoácidos 
ingeridos. ^
A medida que aumentó la edad del animal disminuyó la ingesta de 
alimentos en todos los grupos experimentales (esta tasa o relación fue 
expresada como gramos de alimento consumí do/100 gramos de rata) 
siendo más alta en los animales desnutridos.
La ingesta de aminoácidos (autoselección) dependió: del estado 
nutricional y del tiempo de la desnutrición de los animales, una 
ingesta superior a los valores estándar requeridos (Rogers y Harper) 
fue observada en los tres grupos experimentales.
Se demostró que la cantidad de metionina (g de metionina consumida/ 
100 g de mezcla trigo: soja) estuvieron directamente relacionadas a 
la ingesta de lisina, expresada en unidades similares una correlación 
significativa fue observada: r=0,816 para el grupo C, y r=0,789 para 
el grupo DT, y altamente significativa (r=0,996) para el grupo DP. 
El aumento de la tasa entre el nitrógeno corporal total y su valor 
inicial fue significativo en todos los casos, siendo el efecto más 
pronunciado para el grupo DP.

1 Licenciada en Nutrición. Auxiliar de Investigación del Consejo de Inves­
tigación, con retribución equivalente a Jefede Trabajos Prácticos Dedicación 
Exclusiva. Universidad Nacional de Salta. Buenos Aires, Argentina.

2 Ingeniera Química. Profesor Titular en la Cátedra Tecnología de Alimen­
tos. Facultad de Ingeniería. Universidad Nacional de Salta, Buenos Aires, 
Argentina.

SUMMARY. Evaluation of the levels effectiveness of vegetable 
mixtures in the recovering of rats with later and early protein 
calorie malnutrition. The efficiency of a wheat: soy mixture (85:15 
ratio) with and without supplementation of the limitant aminoacids 
(methionine and lysine), was evaluated for: a. Supporting the normal 
rat growth previously fed with a casein diet (control group), b. The 
rat recovering with early and later protein-calorie malnutrition, and
c. The animals ability (control and malnourished groups) in the self­
selection for the limitant aminoacids given.
It was shown that the test diet, with and without supplementation, was 
adequate to sustain a normal body nitrogen content increase of the 
control groups animals. The principal changes in rat weight o f the 
experimental animals during the recovering period were dependent 
on the nutritional state and the quantity of both, diet and aminoacids 
intakes.
As the age of rats increased, the diet intake (expressed as g of diet 
intake/100 g of rat) decreased in all experimental groups; this effect 
being more noticeable in malnourished groups.
The self-selected intake of lysine and methionine, depends on: the 
previous nutritional state and the period of undernutrition of the 
animals; higher intake than the standard requered values (Rogers and 
Harper) was observed in the three experimental groups.
It was shown that the amount of methionine (gr met intake/100 g of 
wheat mixture) was directly related to lysine intake, expressed in 
similar units; significant correlation was observed: r=0.816 (control 
group) and r=0,789 (latermalnutrition group) and highly significative 
r=0.996 (early malnutrition group).
The increase of the ratio between total body nitrogen and its initial 
value, was significative in all the cases. However the effect was more 
pronounced when the results obtained with early-mal nutrition group 
are analyzed. The experiments performed with later malnutrition 
groups revealed that the increase o f body nitrogen content was higher 
for supplemented diets than for animals fed with no-supplemented 
mixtures (the observed difference was highly significative p<0,01). 
The analysis of body lipid content showed that the relative increase 
was much more significative for early malnourished groups. However 
in all the case the effect o f aminoacid supplementation is almost 
negligible.
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Las experiencias llevadas a cabo en los grupos con desnutrición 
tardía, revelaron que el aumento del contenido de nitrógeno corporal 
fue mayor para los animales que consumieron dietas suplementadas 
con aminoácidos, con respecto a los que consumieron dietas sin 
suplementar, la diferencia observada fue altamente significativa
p<0,01).
El análisis del contenido de grasa corporal mostró que el aumento 
relativo fue mucho más significativo para los grupos con desnutrición 
precoz, mientras que el efecto de la suplementación con los 
aminoácidos sobre el contenido de grasa corporal fue mínimo.

INTRODUCCION

La disponibilidad de alimentos adecuados en cuanto a su 
calidad proteica y densidad energética, es de gran importan­
cia, especialmente parapoblaciones humanas de bajos recursos 
económicos, con estado de riesgo nutricional o problemas de 
deficiencia nutricional. x

La exclusión de alimentos de origen animal en las dietas, 
deja a las semillas oleaginosas como fuente de grasas y 
proteínas, ocupando la soja un lugar importante ( 1 ).

La combinación cereal: oleaginosa como alimento, pro­
porciona cantidad y calidad de proteínas adecuadas, junto con 
calorías apropiadas (2 ).

Existen evidencias indicativas de que los animales, en 
mayor medida que el hombre, poseen habilidad para seleccionar 
una dieta adecuada, cuando se les da a elegir separadamente 
los componentes de la misma, logrando un crecimiento ópti­
mo (3).

La deficiencia proteica influiría en la ingesta de alimentos, 
así dietas bajas en proteínas afectarían la cantidad de alimen­
tos consumidos y la eficiencia de su utilización, en términos de 
crecimiento corporal (4). Por otra parte, el contenido de energía 
de una ración parece ejercer una considerable influencia sobre el 
consumo de alimentos y sobre la utilización proteica (5).

En ratas alimentadas con dietas deficientes en proteínas se 
observa una marcada pérdida del peso corporal (6,7, 8,9,10).

Ya que el peso es el resultado de cambios en la composi­
ción corporal, es conveniente controlar variaciones en la 
misma (7). A fin de aportar soluciones económicas y prácticas 
al problema de la desnutrición. Fue objeto de este trabajo 
evaluar la efectividad de la mezcla trigo-soja (85:15) suple- 
mentada o no con los aminoácidos limitantes de la misma en:
1. Mantenimiento de los animales normales alimentados 

con caseína, considerándose normales a aquellos libres 
de condiciones patológicas (2 0 ), y

2. Recuperación de animales con desnutrición proteico- 
energético precoz y tardía.

MATERIAL Y METODOS

Animales: Se utilizaron ratas cepa Wistar de ambos sexos 
recién nacidas, pertenecientes al Bioterio de la Facultad de 
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Salta, las 
que fueron agrupadas y alimentadas de la siguiente manera:

Grupo control (C): Estas fueron alimentadas en camadas de 
ocho crías por cada ra ta  nodriza, para  asegurar un 
amamantamiento y crecimiento normal (5) (11) (12) (13). 
Luego del destete a los 21 días, se les ofreció una dieta con 
caseínato de calcio en una concentración proteica de 15,51 g/ 
lOOg de dieta (isonitrogenada con respecto a la mezcla trigo- 
soja 85:15); la misma fue suministrada por un período de 14 
días (Tabla 1).

TABLA 1 
DISEÑO EXPERIMENTAL

Tratamiento N° de Destete Período de desnutrición Prio. de Recuperación
ratas (días) Alimento Distribución Alimento Distribu.

Control 24 21 Caseínato 100% D. Prueba A 50%
D. Prueba B 50%

D. Tardía 24 21 Dieta LP 100% D. Prueba A 50%
D. Prueba B 50%

D. Prrecoz 32 21 Dietta LP 100% D. Prueba A 50%
D. Prueba B 50%

A. Suplementada con los aminoácidos limitantes
B. No suplementada con los aminoácidos limitantes

Grupo con desnutrición precoz (DP): este grupo fue dise­
ñado de manera que el amamantamiento se realizará en 
camadas de 16 crías por rata nodriza, a fin de producir 
desnutrición precoz (2 1 ) a los 2 1  días fueron destetadas, 
alojadas enjaulas individuales y alimentadas con una dieta LP 
por 14 días. (Tabla 1).

Dietas: Se utilizaron tres tipos de dietas:
Dieta 1 : con un contenido del 15,51 g de proteína 100 g de dieta, 
en forma de caseínato de Calcio (con un contenido de proteína de 
87 g de proteína/100 g de concentrado), esta dieta fue suminis­
trada al grupo control desde el destete y por 14 días (Tabla 2).

TABLA 2
COMPOSICION DE LAS DIETA CONTROL (C) 

Y LIBRE DE PROTEINA (LP)

Alimentos Dietas
g / 100 de dieta

(C) (LP)

Lípidos 5,00 5,00
Proteína 17,83a 0,00
Vitaminas l,10b l,10b
Minerales 5,00c 5,00c
Dextrina 71,07 88,09
Total 100,00 100,00

a 17,83 g de polvo para obtener 15,51 g de proteína (el caseínato 
de calcio utilizado contiene 87 g de proteína/100 g de caseínato). 

b Vitaminas: Se utilizó una mezcla comercial para animales de 
laboratorio (Nutritional Biochemicals Cleveland, Ohio). 

c Se utilizó la mezcla comercial de Sales de Hegsted (23).
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Dieta 2 : no contenía proteína y fue suministrada a los grupos 
DT y DP a partir del destete y por 14 días (Tabla 2).

Dieta 3 : o dieta de prueba, consistió en una mezcla trigo-soja, 
en una proporción de 85:15, respectivamente.

La mezcla fue preparada con harina de trigo comercial tipo 
000, según Código Alimentario Argentino (22) y harina de 
soja con toda su grasa, obtenida en laboratorio, a partir de 
semillas de Glycine Max (L) Merril, por el proceso que 
considera inactivación de factores antinutricionales con calor 
húmedo, acondicionada previamente a un 25 % de humedad 
y sometida a a vapor de 98 ± 2 °C durante seis minutos. Secada 
luego en estufa con corriente de aire a 45-50 °C (17).

'"E l cómputo químico de la mezcla, trigo: soja (85:15) 
reveló a la metionina y lisina como sus Io y 2 o aminoácidos 
limitantes. Se realizó el análisis químico de la mezcla trigo: 
soja, a fin de establecer el nivel proteico con el cual se 
trabajaría (Tabla 3).

TABLA 3
COMPOSICION DE LA MEZCLA TRIGO: SOJA (85:15)

Composición Química g/ 1 0 0  g

Proteína 15,51
Extracto etéreo 4,72

Cenizas 1,42
Fibra 0,34

Humedad 12,90
Extracto libre de nitrógeno 65,11

Total 1 0 0 ,oo

La dieta de prueba (Tabla 4) fue ofrecida a los 3 grupos 
experimentales a los 14 días del destete, momento en el cual 
cada uno de los grupos fue dividido en 2  subgrupos, los 
subgrupos A recibieron la dieta de prueba con el agregado de 
los aminoácidos limitantes de la mezcla trigo: soja y los 
subgrupos B recibieron la dieta de prueba sin el agregado de 
los aminoácidos metionina y lisina en potes individuales (no 
incluidos dentro de la dieta de prueba) permitiendo así la 
autoselección de los niveles de aminoácidos por parte de los 
animales normales y de los sometidos a distintos tipos de 
desnutrición.

TABLA 4
COMPOSICION DE LA DIETA DE PRUEBA 

(g/100 g DE DIETA)

Mezcla 
trigo: soja Dieta de Prueba

Lípidos 4,72 5,00a
Proteína 15,51 15,51b
Vitaminas 0,46c l , 1 0 d
Minerales 1,42 5,00e
Dextrina 65,11 73,39f

Total 100,00 100,00

a Se adicionó aceite comestible de maíz hasta lograr el nivel
lipídico de la dieta, 

b No se adiciona ninguna otra proteína
c Se realiza el cálculo teórico en base a Tablas de Composición

de Alimentos.
d Se adiciona mezcla comercial de vitaminas hidro y liposolubles

hasta completar nivel requerido, (NBC). 
e Se agregan hasta el valor de requerimiento utilizando las sales

comerciales de Hegsted, por diferencia con el valor obtenido 
por análisis químico, 

f  Se considera en el cálculo realizado los valores previamente
determinados de fibra y humedad de la mezcla.

La cantidad de aminoácidos ofrecidos a cada animal fue 
calculada en base a los requerimientos dados por Rogers y 
Harper por cada 100 g de dieta (18), a esta cantidad se la 
duplicó (por posibles pérdidas que se ocasionaran durante la 
ingesta diaria).

La cantidad de aminoácidos consumidos, se controló 
diariamente por diferencia de peso; utilizando la siguiente 
fórmula:

Alimento dado - Alimento volcado= alimento consumido

reponiéndose diariam ente la cantidad en gram os de 
aminoácidos de acuerdo a los valores calculados por día y por 
cantidad de dieta ofrecida.
La dieta de prueba se analizó químicamente y se utilizó como 
tal, sin el agregado de minerales ni de vitaminas; pues se 
deseaba evaluar su capacidad (suplementada o no con los 
aminoácidos limitantes) para:
a. Mantenimiento y crecimiento de animales normalmente 
nutridos, y
b. la recuperación de animales desnutridos precoz y tardíamente, 
en forma experimental.

El agua y la comida fue suministrada a todos los animales 
ad lib itum .

Los animales fueron pesados cada 7 días, y sacrificados a 
los 21,35 y 49 días de edad (previo ayuno de 8  horas). Fueron 
sometidos a análisis de composición corporal. La humedad se
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realizó por secado del carcás en estufa con vacío a 70 °C, 
determinada por diferencia de peso. La grasa corporal fue 
determinada sobre el carcás entero, previa molienda del mis­
mo, mediante extracción con solvente por Soxhlet (15).

El contenido de nitrógeno total del carcás, se determinó 
sobre materia libre de grasa por el método de Kjeldhal (15).

En la expresión de resultados se utilizaron promedios con 
su desvío estándar.

Los datos fueron sometidos a análisis de varianza para 
diseños en bloques al azar (16) y completamente aleatorizados. 
Se utilizó también el método de correlación, para el análisis de 
ingesta de aminoácidos (19).

RESULTADOS Y DISCUSION 

Cambios en el peso corporal

Período de desnutrición: En la Tabla 5, observamos los 
cambios en el peso de los animales experimentales.
Los animales del grupo control, alimentados con una dieta con 
caseínato de calcio continuaron ganando peso hasta el final del 
período.

TABLA 5
EVOLUCION DEL PESO DE LOS GRUPOS 

EXPERIMENTALES 
(PERIODO DE DESNUTRICION)

Grupos 
Edad (días)

Control D. Tardía D. Precoz

2 1 X 38,25ab 38,25ab 25,57b
DE 2,58 2,58 2,81

28 X 43,20b 31,04b 23,20b
DE 2,57 0,73 1,59

35 X 65,10b 28,40b 20,40b
DE 7,73 0,92 2,18

a No significativo (N.S.)
b p<0 , 0 1

El grupo con DT comenzó a a perder peso a partir del 
momento en el cual fue sometido a una dieta libre de proteína. 
Durante la primera semana perdió en promedio un 18,85 % y 
en la segunda semana sólo un 8,15 % de su peso.

El grupo con DP al destete presentó un 33,16 % menos de 
peso con respecto a los otros dos grupos (C y DT), siendo esta 
pérdida altamente significativa (p<0 ,0 1 ).

La pérdida de peso en los animales con DT sometidos a 
una dieta libre de proteína, fue más rápida durante la primer 
semana que en los animales con DP, lo que nos hablaría de que 
en estos últimos los mecanismos de adaptación fisiológica

estarían en funcionamiento más temprana y efectivamente; 
pero a partir de la segunda semana, la pérdida de peso se hace 
mayor en el grupo DP con respecto al grupo DT coincidiendo 
la misma con una pérdida de peso del 6 8 , 6 6  %, comparada con 
los animales del grupo C a la misma edad.

El análisis de varianza mostró que los cambios de peso 
entre los animales de los tres grupos experimentales fueron 
altamente significativos (p<0 ,0 1 ).

Período de recuperación: En la Tabla 6  observamos los 
cambios en el peso ocurridos durante las dos semanas de 
realim entación con la d ieta de prueba con y sin la 
suplementación de los aminoácidos limitantes.

TABLA 6

EVOLUCION DEL PESO DE LOS GRUPOS 
EXPERIMENTALES 

(PERÍODO DE RECUPERACION)

Grupo 35
Edad (días)

42 49

Control X
DE

65,10b
7,73

A 99,25bc
5,33

A 118,23ab 
3,22

X
DE

B 92,70bc
8,06

B 119,70ab
0,52

D. Tardía X
DE

28,40b
0,92

A 49,40bc
5,77

A 48,58bc
4,85

X
DE

B 38,50bc
1 ,6 8

B 60,20ab
4,25

D. Precoz X
DE

20,40b
2,18

A 37,40ab
3,86

A 57,50bc
4,50

X
DE

B 35,20ab
2,76

B 53,40bc
4,36

A Suplementada con los aminoácidos limitantes 
B No suplementada con los aminoácidos limitantes
a No significativo (N.S.)
b,c p<0 ,0 0 1

En la primera semana los grupos con suplementación de 
aminoácidos aumentaron su peso en mayor medida que los no 
suplementados (C:52,45 %; DT; 73,90 %; DP: 83,33 % vs 
grupos no suplementados C: 42,00 %; DT: 35,56 %; DP: 72, 
54 %).

En la segunda semana sin embargo se observó que:
- Los animales del grupo C (con suplementación) aumentaron 
de peso (19,00 %) en menor medida que el grupo no suple- 
mentado (29,00 %); estos cambios podrían explicarse por las 
variaciones que presentaron estos animales en su ingesta de 
alimentos (Tabla 7).
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TABLA 7
INGESTA DE ALIMENTOS DE LOS GRUPOS 

EXPERIMENTALES 
(g DE ALIMENTOS CONSUMIDOS/ 7 DIAS)

Alimentos consumidos (g/ 7 días) 
Grupo Días 28 35 42 49

Control X
DE

43,50a
2,25

55,00a
0 ,0 0

A 77,96b
2,50

A 73,24a
1 ,2 0

X
DE

B 77,74
5,00

B 81,50
0,50

D. Tardía X
DE

33,60a
2 ,2 1

35,00a
1,82

A 80,00b
0 ,2 2

A 65,87a
1,32

X
DE

B 80,00b
1,15

B 98,50a
1 ,0 0

D. Precoz X
DE

20,30a
3,01

32,60a
2,55

A 55,37a
4,00

A 65,40a
3,21

X
DE -

B 61.43a
5,82

B 70,00a
2,15

a p<0 ,0 1

b No significativa (N.S.)
A Suplementada con los aminoácidos limitantes
B Sin la suplementación de los aminoácidos limitantes

Una explicación a esto podría ser que consumieron mayor 
cantidad de alimento para compensar el déficit de los 
aminoácidos limitantes, lo que los condujo a su vez a un 
aumento de peso superior al grupo suplementado.
- El grupo DT (con suplementación), sufrió una pérdida de 

peso (2 , 0 0  %) durante la última semana, coincidiendo esto 
con una disminución en la cantidad de alimento ingerido 
(18,00 %); mientras los no suplementados aumentaron su 
peso, incluso en una proporción más alta que al comienzo 
de su realimentación; siendo su ingesta de alimentos 
mayor que la de los animales control de la misma edad.

- Los animales con DP suplementados y no suplementados, 
continuaron su aumento de peso en menor proporción que 
durante la primer semana, siendo mayor el aumento de 
peso en el grupo que recibió los aminoácidos, a pesar de 
que su ingesta de alimentos fue menor que la observada en 
el grupo sin suplementación.

El análisis de varianza mostró que los cambios de peso 
ocurridos en este períodos fueron altamente significativos 
entre grupos (p<0 ,0 1 ) y dentro de grupos para todos los 
animales experimentales excepto para los grupos desnutridos 
precozmente a los 42 días y para el grupo control a los 49 días.

Ingesta de alimentos
Período de desnutrición: En la Tabla 7 se observa la ingesta 
de alimentos de los grupos experimentales, expresada como g 
de alimentos consumidos/7 días. El grupo C (alimentado con 
una dieta con caseínato de calcio) aumentó su ingesta de 
alimentos durante los primeros 14 días mientras los grupos DT 
y DP (alimentados con una dieta Libre de proteína) dismi­
nuyeron su ingesta siendo más severa en este último. El 
análisis de varianza mostró que los cambios en la ingesta de 
alimentos expresada en g/7 días entre los grupos fueron 
altamente significativas (p<0 ,0 1 ).

Período de recuperación: Durante la primer semana se ob­
servó un aumento de la ingesta en todos los grupos experi­
mentales; si comparamos las ingestas de alimento de los 
grupos con los aumentos de peso de los animales (Tabla 6 ) 
observamos que los grupos que recibieron suplementación, a 
pesar de consumir similares cantidades de dieta aumentaron 
de peso en mayor medida que los no suplementados.
En la segunda semana la ingesta de alimentos de todos los 
grupos con suplementación se reduce, ocasionando esto:
- Un escaso aumento de peso en el grupo C, una pérdida de 
peso del 2,00 % en el grupo DT y en los animales del grupo DP 
una reducción cercana a un 30,00 % en el aumento de peso, 
comparado este con la primer semana de realimentación.
En los animales no suplementados y en todos los grupos, la 
cantidad de alimento consumido aumentó, conduciendo esto 
a un incremento del peso corporal.
Cabe destacar que la excepción es el grupo DP (con 
suplementación) quien a pesar de que proporcionalmente 
disminuyó su aumento de peso, este fue mayor que en el 
mismo grupo sin suplementación. Los cambios de ingesta de 
alimentos dentro de los grupos y entre grupos fueron altamente 
significativos (p<0 ,0 0 1 ).
Si comparamos la ingesta de alimentos como gramos consumi- 
dos/100 gramos de rata (Tabla 8 ) observamos que en el grupo 
control a medida que aumentó la edad del animal disminuyó la 
ingesta de gramos de alimentos consumidos/ 1 0 0  g rata.

En el caso de los animales desnutridos (DP y DT) la misma 
tendencia fue observada (siendo más alta que en el grupo C, y 
mayor aún en los no suplementados).

Esto quizás nos indicaría que la eficiencia con la cual el 
alimento es utilizado este disminuida, es decir que necesitaría 
consumir mayor cantidad a fin de satisfacer sus requerimien­
tos, parecería que la suplementación permite aumentar la 
eficiencia de la mezcla tanto en animales normales como en 
los desnutridos; lo que justificaría entonces la suplementación 
de la misma.

El análisis de varianzareveló que los cambios en la ingesta 
de alimentos/ 1 0 0  g de rata entre y dentro de grupos fueron 
altamente significativos (p<0 ,0 1 ).
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Ingesta de aminoácidos
En la Tabla 9 observamos la ingesta de aminoácidos expresada 
como gramos de aminoácidos consumidos/ 1 0 0  gramos de 
mezcla trigo: soja.

TABLA 8

INGESTA DE ALIMENTOS DE LOS GRUPOS 
EXPERIMENTALES 

(g  DE ALIMENTOS CONSUMIDOS/lOO g  DE RATA)

Grupo Alimentos consumidos (g/ 7 días)
Días 28 35 42 49

Control X
DE

100,69a
0,87

84,48a
0 ,0 0

A 78,55a
0,47

A 61,95a
0,37

X
DE

B 83,86a
0,62

B 68,09a
0,96

D. Tardía X
DE

81,87a
3,02

123,24a
1,98

A 161,94b
0,04

A 135,59a
0,27

X
DE

B 207,79a
0 ,6 8

B 163,62a
0,23

D. Precoz X
DE

88,26a
1,89

159,80a
1,17

A 148,05a
1,06

A 113,74a
0,71

X
DE

B 174,52a
2 ,1 1

B 131,09a
0,49

a p<0 ,0 1

A Suplementada con los aminoácidos limitantes 
B Sin la suplementación de los aminoácidos limitantes

TABLA 9
INGESTA DE AMINOACIDOS DE LOS GRUPOS 

EXPERIMENTALES

Grupo g de aminoácidos consumidos/100 g de mezcla
trigo: soja

Días 42 Días 49 Días
Metionina Lisina Metionina Lisina

Control X 1,60a 2,64a 2,73a 3,97a
DE 0 ,2 0 0,51 0,32 0 ,2 2

D. Tardía X 1,32a 1,38a 1 ,1 0 a 3,24a
DE 0,30 0 ,0 1 0,91 0 ,2 2

D. Precoz X 1 .0 2 a 2,31a 3,31a 4,89a
DE 0,91 0,92 0,94 1 ,01

a p<0 ,0 1

Período de desnutrición: E n  el grupo C y D P  se observó una 
aumentada ingesta de metionina y lisina, superior a los valores

expresados como requerimientos por Rogers y Harper (18) 
siendo mayor en magnitud en el grupo C.
En el grupo DT la ingesta de metionina aumentó, pero la de lisina 
se mantuvo inferior a los valores de requerimiento. En animales 
experimentales la deficiencia proteica ocasionaría una depresión 
de las concentraciones de aminoácidos esenciales y no esenciales, 
y entre lós aminoácidos esenciales lametioninay los aminoácidos 
de cadena ramificada fueron los más afectados, mientras que el 
nivel de lisina fue bien mantenido (24).

Período de recuperación: Los animales del grupo C aumen­
taron aún más su ingesta de metionina y lisina lo cual fue 
coincidente con una disminución de la ingesta de la dieta de 
prueba y con una consecuente merma en su aumento de peso; 
pero al referimos a su composición corporal (Tabla 11) 
observamos que la cantidad de nitrógeno fue similar al grupo 
no suplementado y el contenido de grasa corporal fue mayor 
que éste, a pesar de que los no suplementados consumieron 
mayor cantidad de dieta.
Posiblemente esto se explicaría porque parte de los aminoácidos 
libres experimenta reacciones catabólicas; conduciendo ello a 
la pérdida del esqueleto carbonado en forma de CO2  o queda 
a su disposición como glucógeno y grasa (25).
El aumento de la ingesta en los animales del grupo control, 
podrían ser coincidentes con su período de máximo desarrollo. 
Los animales con DT continuaron con una ingesta de 
aminoácidos por encima de los valores de requerimiento, y en 
el grupo DP la ingesta de aminoácidos aumentó con respecto 
al período anterior y al resto de los grupos; esta ingesta 
aumentada podría explicarse por las diferencias de concen­
tración de aminoácidos esenciales libres en el organismo vs. 
los aminoácidos esenciales necesarios para el crecimiento de 
la rata, esto demostraría que tiene que superarse varias veces 
al día el depósito de aminoácidos libres mediante el aporte de 
aminoácidos procedentes de la dieta (25).
El estrés psicológico intenso produce un incremento de la 
eliminación de nitrógeno siendo la metionina el precursor en 
la formación de adrenalina (25) lo que en parte explicaría 
quizás el aumento en la ingesta de este aminoácido; también 
los animales incrementan sus necesidades de aminoácidos 
esenciales 2 ó 3 veces más en condiciones de agotamiento, 
fenómeno que es similar al del animal en desarrollo (25).
El análisis de varianza reveló que las diferencias fueron 
altamente significativas (p<0 ,0 1 ) cuando los valores fueron 
expresados como g de aminoácidos consumidos/ 1 0 0  g de 
mezcla trigo: soja, entre grupos y para ambos períodos. 
Según se aprecia en los Gráficos 1, 2 y 3 los gramos de 
metionina consumida/ 1 0 0  grs de mezcla trigo: soja, guardan 
relación directamente proporcional a la ingesta de lisina/ 1 0 0  

g de dicha mezcla; o sea que entre ambas ingestas existe una 
correlación positiva r= 0,816 para el grupo control, r= 0,789 
para el grupo con DT y altamente significativa para el DP 
(r=0,996). Por lo tanto se podría concluir que a mayor ingesta 
de metionina, aumentaría la ingesta de lisina.
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C O M PO SIC IO N  C O R PO R A L 

Contenido de agua del carcas
Período de desnutrición: El contenido de agua del carcás de 
los animales de lo§ tres grupos experimentales comenzó a 
disminuir a partir del destete y hasta el final del período.
El análisis de varianza mostró que no existieron diferencias 
estadísticamente significativas entre los distintos grupos con 
respecto al contenido de agua corporal (Tabla 10).

Período de recuperación: Se observó que el agua corporal 
continuó disminuyendo en ambos grupos C en similar magni­
tud; aumentó en ambos grupos con DT y se mantuvo en 
valores similares al período anterior en los animales con DP. 
El análisis de varianza no mostró diferencias estadísticamente 
significativas entre y dentro de grupos.

Contenido de nitrógeno del carcás 
Período de desnutrición: En la Tabla 11 observamos que el 
contenido de nitrógeno del grupo con DP, al destete fue 
significativamente (p<0,05) inferior a los grupos C y con DT.

TABLA 10
CONTENIDO DE AGUA CORPORAL DE LOS TRES 

GRUPOS EXPERIMENTALES DURANTTE 
EL ESTUDIO

Grupos Agua corporal g/100 g de rata
Edad 21 días 35 días 49 días

Control X 78,89 ± 2,29a X 71,18±0,61a A X69,19± l,07b
B X 68,91 ± 1,34°

D. Tardía X 73,89 ± 2,29a X 70,64 ± 0,53a A X 71,57 ± 0,89b
B X 72,72 ±0,57°

D. Precoz X 78,34 ± 0,34a X 71,19 ± 1,92a A X 71,03 ± 0,69b
B X 70,98 ± l,04c

/
A Suplementada con los aminoácidos limitantes
B Sin la suplementación de los aminoácidos limitantes
a,b,c, No significativo (n.s.)

GRAFICO 1
Relación entre la ingesta de lisina y los niveles de ingesta 

de metionina Grupo control

GRAFICO 2
Relación entre la ingesta de lisina y los niveles de ingesta 

de metionina Grupo con desnutrición tardía
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GRAFICO 3
Relación entre la ingesta de Usina y los niveles de ingesta 

de metionina Grupo desnutrido precoz 
OESNUTRIDO PRECOZ

Y

g. metionina ccr*sumida/100g. mezcla trigo- soja 
TABLA 11

CONTENIDO DE NITROGENO CORPORAL DE LOS 
TRES GRUPOS EXPERIMENTALES DURANTE 

EL ESTUDIO

Grupos Nitrógeno corporal g/100 g de rata
Edad 21 días 35 días 49 días

Control X 14,06 ±0,63ab X 13,13 ±0,63ac A X 15,58 ±0,49a 
B X 15,44±0,47a

D. Tardía X 14,06 ±0,63ab X 12,76 ±0,57ac A X 13,56 ±0,51c 
B X 10,97 ±2,59°

D. Precoz X 12,24 ± 0,47b X 8,69 ± 2,51c A X 13,43 ± 0,47a 
B X 12,29 ± 3,78a

A Suplementada con los aminoácidos limitantes 
B Sin la suplementación de los aminoácidos limitantes 
a No significativo (n.s) 
b p<0.05 
c pcO.Ol

A partir de ese momento el contenido de nitrógeno no tuvo 
cambios significativos en los animales control y DT, mientras 
fueron severos en el grupo DP. El mantenimiento del nitrógeno

en los animales con desnutrición tardía sería debido a una 
utilización de las grasas como fuente energética, no debiendo 
por lo tanto recurrir a las reservas de proteínas corporales. La 
disminución drástica de nitrógeno corporal que sufrió el grupo 
DP sería debido a que el mismo ya utilizaría el nitrógeno 
corporal con fines energéticos, conduciendo esto a una marca­
da depleción de proteínas corporales.

El análisis de varianza mostró que hubo diferencias signi­
ficativas (p<0,05) y altamente significativas (p<0,01) entre 
los grupos.

Período de recuperación: Durante este período los animales 
de los tres grupos experimentales, aumentaron su contenido de 
nitrógeno corporal, este fue altamente significativo (p<0 ,0 1 ) 
en el grupo con desnutrición precoz alimentado con la dieta de 
prueba con y sin el agregado de aminoácidos con respecto al 
contenido de nitrógeno corporal antes de su realimentación. 
En el grupo suplementado, lo haría posiblemente a expensas 
del aumento de ingesta de los aminoácidos limitantes de la 
mezcla, mientras en el no suplementado, a pesar de existir un 
aumento en la ingesta de alimentos, el nitrógeno no alcanzó los 
niveles del grupo suplementado, ni los animales aumentaron 
de peso en igual medida. Como se sabe el crecimiento normal 
es un proceso integrado en el cual un delicado balance es 
mantenido entre todos los tejidos, este aumento normal expre­
sado en términos de crecimiento corporal, sigue patrones 
matemáticos definidos y puede ser bien relacionado con un 
aumento de la proteína corporal. Los factores dietéticos que 
influencian el crecimiento de los animales son: la ingesta 
calórica, la concentración de la proteína en la dieta y la 
eficiencia con la cual la proteína es utilizada; lo cual está 
aplicado a animales que no presenten patologías (26).
En los grupos con DT, los animales que recibieron su dieta 
suplementada de aminoácidos, tuvieron un incremento en su 
contenido de nitrógeno, mayor que en los no suplementados, 
siendo este aumento altamente significativo (p<0 ,0 1 ).
El análisis de varianza mostró que no hubo diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido de nitrógeno 
corporal dentro de ambos grupos C y con DP, mientras que si 
existió diferencias altamente significativas (p<0 .0 1 ) dentro de 
los grupos con DT.
La depleción proteico-calórica sería de esta manera un fuerte 
estímulo para la secreción de hormona de crecimiento, lo que 
aseguraría una eficiente retención de nitrógeno y un creci­
miento adecuado cuando las calorías y proteínas se volvieran 
disponibles (27).

Contenido de grasa corporal
Período de desnutrición: En la Tabla 12 observamos que al 
destete (21 días) el grupo con DP presentó un contenido de 
grasa corporal un 53,99 % menor que los otros dos grupos 
experimentales.
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TABLA 12
CONTENIDO DE GRASA CORPORAL DE LOS TRES 

GRUPOS EXPERIMENTALES DURANTE EL ESTUDIO

Grupos
Edad

grasa corporal g/ 1 0 0  g de rata 
21 días 35 días 49 días

Control X 22,15 ± 1,67a X 19,50 ± 2,48a A X 31,88 ±3,39a15 

B X 29,10±4,83ab

D. Tardía X 22.15 ± 1,67a X 15,64+ 3,20a AX21,50±2.00ab
BX18,41±3,40ab

D. Precoz X 11,96± 1,14a X 9,91 ± 2,45a A X 28,43±l,70ac 
B X 28,77±3,73ac

A Suplementada con los aminoácidos limitantes 
B Sin la suplementación de los aminoácidos limitantes 
ab p<0.01
c No significativo (n.s)

En la desnutrición crónica los ajustes metabólicos están 
destinados a proteger las reservas proteicas, puesto que una 
pérdida del 50 % de las proteínas corporales es incompatible 
con la vida (28).

A partir del destete y hasta los 35 días de vida la grasa 
corporal de los tres grupos disminuyó, pero en magnitud esta 
disminución fue más severa en el grupo con DT; lo que 
posiblemente sería debido a un acentuamiento del catabolismo 
proteico, con un incremento de la degradación de lípidos para 
el suministro de energía (28).

El análisis de varianza reveló diferencias altamente signi­
ficativas (p<0 ,0 1 ) entre grupos y entre ambos períodos.

Período de recuperación: Se observó un aumento del conte­
nido de grasa corporal en los grupos C y DT, siendo mayor este 
en los animales que recibieron suplementación con los 
aminoácidos limitantes de la mezcla; mientras ambos grupos 
DP aumentaron su contenido de grasa en idéntica magnitud. 
Cuando se suministra una dieta completa la síntesis de proteí­
nas permite la formación de nuevos tejidos, que reemplazan 
los tejidos viejos; pero si la ingesta es excesiva (superior al 
gasto energético) se sintetizan ácidos grasos que el organismo 
almacena como triglicéridos en el tejido adiposo (28).
El análisis de varianza reveló que los cambios en el contenido 
de grasa corporal entre grupos fue talmente significativo 
(p<0 ,0 1 ) para todos los animales experimentales y dentro de 
grupos fue altamente significativo (p<0,01) para los grupos C 
y con DT, m ien tras que no se observó d iferencias 
estadísticamente significativas para el grupo DP.
En los animales con una depleción proteica crónica se observó 
un retardo generalizado del crecimiento y del desarrollo, y a 
pesar de que recuperaron proporcionalmente su composición 
corporal, en mayor media que el grupo con DT y con respecto 
al grupo C, el grupo DP nunca alcanzó una recuperación total.
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Caracterizaçâo química da polpa e do óleo do marolo 
(Annona coriaceae)
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RESUMO. O marolo (Annona coriaceae) é urna espécie pertencente 
àfamiliaAnnonaceae.cujadistribuifàonaAméricadoSulacompanha 
a zona tropical, sendo nativo em regióes do cerrado brasileiro (Minas 
Gerais, Goiás e Distrito Federal). Apesar da tendencia de extingao, 
em fun9 áo de desmatamentos e da substituido dos pés por culturas 
de grande extensáo de terra, as frutas sao bastante consumidas pela 
populado local e comercializadas em feiras e beiras de estrada. 
Entretanto a literatura ainda nào oferece nenhum dado da composifáo 
química destas frutas. Neste senteido foi feita a determinado da 
composido centesimal e do teor de vitamina C, vitamina A, e taninos 
na polpa do marolo amarelo, além da determinado das características 
físico-químicas do óleo das semestes. As determinares foram feitas 
em 5 lotes de frutas provenientes da regiào de Alienas, sul de Minas 
Gerais (safra de 1992). Encontrou-se urna composido mèdia de 77% 
de umidade, 13% de adúcares totais e 11 % de adúcares redutores, 1 % 
de proteína bruta, 3% de lipídeos, 5% de fibra e 1% de residuos 
mineral fixo. Os teores de vitamina C e A foram 8,2 mg/100g e 117,5 
RE/100g, respectivamente e o teor de tanino foi 245 mg/100g. O 
marolo apresentou, portanto, teores elevados em fibras e lipídeos 
quando comparados com a maioria das polpas de outras frutas. O teor 
de vitamina C foi equivalente aos encontrados em abacate, abacaxi 
e melancia, e o valor de vitamina A equivalente aos encontrados em 
mamáo, pèssego, goiaba e várias outras frutas tropicais. A semente 
contém 45 % de óleo em base seca. A composito e as características 
físico-químicas mostram que é possível produzir um óleo de boa 
qualidade, com grande potencial para o mercado de óleos finos, mas 
a presenta de alcalóides precisa ser melhor estudada. A elimina9 áo 
destes compostos poderia ser experimentada pelo refino ou extra9 ao 
com prensas continuas. Os resultados valorizam a boa qualidade 
devendo estimular a p resenc io  e até o cultivo da espécie.

SUMMARY. Chemical characterization of the oil and pulp of 
marolo (Annona coriaceae ). Belonging to the Annonaceae family, 
marolo (Annona coriaceae) is a native species of the Brazilian «ce­
rrado» región (Minas Gerais, Goiás and Distrito Federal) and can be 
found in South American tropical zones. Its fruits are highly consumed 
by local people and commercialized in markets or street stalls. There 
is, however, a tendency for the extinction of marolo due to deforestation 
and the large scale plantation of monocultures instead of native 
plants. The literature still offers no data on the chemical composition 
of the proximate composition and vitamin C, A and tannin contents 
were carried out on the yellow marolo pulp as well as the determination 
of the physico-chemical caracteristics of the seed oil. Five batches of 
fruit from the Alfenas region -south of Minas Gerais State- were 
analysed in this work and their average composition were: humidity 
77%, total sugar 15%, reducing sugar 11 %, crude protein 1%, lipids 
3%, fiber 5% and fixed mineral residue 1 %. The contents of vitamin 
C and A were 8.2 mg/100g and 117.5 RE/lOOg, respectively, and the 
tannin content was 245 mg/100 g. The results showed high fiber and 
lipid contents of marolo pulp in comparison with many other tropical 
fruit pulps. The vitamin C contents were equivalent to those found in 
avocado, pineapple and watermelon, while the vitamin A contents 
were equivalent to papaya, peach, guava and several other tropical 
fruits. Marolo seed contains45% of oil on adry basis. Its composition 
and physico-chemical caracteristics showed the possibility of 
producing a good quality oil, with great potential for the fine oil 
market. However the presence of alkaloids in the oil needs to be 
further studied. Their elimination could be done by refining or 
extration in a continous press. The results exalt the high quality of 
marolo pulp, showing that the preservation of native species should 
be stimulated.

1 Aluna de Pós graduaçâo - doutoramento em Ciências de Alimentos
2 Profa. Doutora Dep. de Ciências de Alimentos-FEA/UNICAMP.
3 Prof. Doutor Dep. de Tecnologia de Alimentos-FEA/UNICAMP.
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INTRODUCÁO

O marolo é urna espécie pertencente á familia Annonaceae 
que possui cerca de 56 géneros, sendo 12 deles representados 
no Brasil. Sua distribuigáo acompanha a zona tropical. Entre 
os géneros encontrados na América do Sul, a Annona é re­
presentada por algumas espécies frutíferas, como A. reticulata, 
A. classiflora (pinha, araticumliso),A. coriaceae (marolo) (1). 
O fruto é de infrutescencia baciforme, mágno, édulo com 
muitas sementes obovóides, achatadas como 20 a 27 mm de 
comprimento por 10 a 13 mm de largura de cor parda. A polpa 
é amarelada, de cheiro forte, e de sabor muito acentuado. 
Floresce de dezembro a janeiro e frutifica de margo a abril (1). 
Almeida et al (2) argumentam que, embora a planta aprésente 
baixa produgáo de frutas, estas podem pesar em média até 2  kg 
com rendimento de polpa em tomo de 50%.

No Brasil, o marolo ocorre em áreas do cerrado (Minas 
Gerais, Goias e Distrito Federal). Existem trés variedades 
popularmente conhecidas como marolo vermelho, amarelo e 
branco, que provavelm ente estáo relacionadas com a 
composigáo e o teor de carotenóides. O vermelho encontra-se 
em extingáo no sul do Estado de Minas Gerais, apesar de ser 
conhecido como a mais saboroso. As frutas sao consumidos ao 
natural pela populagáo local e comercializados em feiras e 
beiras de estrada. É usado também no preparo de sorvetes, 
refrescos, doces, geléias e licores. No entanto, verifica-se urna 
queda acentuada na colheita e no consumo destas frutas 
devido á substituigáo dos pés, que sao nativos, por culturas de 
grande extensáo de térra.

A  águaé o componente mais abundante das frutas, podendo 
chegar a representar até 96% do seu peso total. A maior parte 
do extrato seco das frutas é composto por carboidratos jun­
tamente com quantidades menores de proteínas e gorduras (3). 
Existem também, ainda que em menores quantidades, outros 
compostos orgánicos e urna ampia gama de elementos minerais 
procedentes do solo. Muitos destes componentes minoritários 
podem desempenhar um papel de máxima importáncia sobre 
as propriedades das frutas (cor, sabor, valor nutritivo) e, em 
alguns casos, sobre a textura (4). A procura de óleos e gorduras 
com alta qualidade para fins alimenticios tem sido cada vez 
maior. Geralmente sao muito aromáticos e de excelente paladar. 
C o n sid eran d o  a com posigáo  em ácidos g raxos, os 
m onoinsaturados despertam  um interesse crescente no 
desenvolvimento de produtos onde a estabilidade oxidativa e 
o valor nutricional sao preocupagóes constantes (5).

O meio científico pode e deve colaborar no sentido de 
determinar e avaliar a qualidade nutricional, tecnológica, 
agrícola e económica, estimulando a preservagáo e, quem 
sabe, até o cultivo destas espécies. Neste sentido, este trabalho 
pretendeu fazer alguns estudos preliminares para ajudar a 
esclarecer a composigáo e o potencial de utilizagáo do marolo 
(6 ). O objetivo é a determinagáo da composigáo centesimal, do 
teor de vitamina C, de vitamina A e tanino na polpa e um

estudo da composigáo e das características físico-químicas do 
óleo das sementes de marolo.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e preparo das amostras : As sementes (safra de 
1991) e as frutas (safra de 1992) de marolo amarelo, Annona 
coriaceae, foram colhidas na regiáo de Alfenas, sul de Minas 
Gerais. As frutas in natura foram obtidas em feiras livres e 
mercados locáis. As sementes foram obtidas em confeitarias 
e sorveterias onde, após o aproveitamento da polpa, sáo 
descartadas. A amostragem foi feita de maneira aleatoria nos 
pontos de venda, em quantidades variáveis.
As amostras de polpa in natura foram analisadas em 5 lotes, 
sendo cada lote composto por quatro frutas maduras e bem 
formadas. A polpa (constituindo até 50% da fruta) foi separada 
manualmente das sementes (cerca de 15%) e da casca e, em 
seguida, hom ogeneizada em m ultiprocessador. Deste 
homogeneizado foram retiradas as quantidades necessárias 
para as várias análises químicas, feitas em duplicata. 
Aproximadamente 2 kg de sementes de marolo foram utilizadas 
no extragáo do óleo em escala semi-piloto (Fig, 1). Após a 
separagáo manual da améndoa foi feita urna secagem em estufa 
a vàcuo, seguida de moagem. A extragáo do óleo foi feita com 
hexano e a remogáo do solvente por evaporagào a vàcuo.

Análises químicas de polpa do marolo (Annona coriaceae): 

• pH
Determinagáo direta em pHmetro, segundo a A.O.A.C. 
981.12(7).

• Brix
Método reffatométrico segundo a A.O.A.C. 932.12 (7)

• Umidade
Determinagáo em estufa à 105 °C até peso constante, 
segundo a A.O.A.C. 920.151 (7).

• Agucares redutores e totais
Método volumétrico geral de Lane-Eynon, segundo 
A.O.A.C. 31.035 (8 ).

• Proteína bruta
Determinagáo pelo método de Kjeldahl, segundo a 
A.O.A.C. 920.152 (7).

• Extrato etéreo
Determinagáo pelo método de Gold-Fish, segundo a 
A.O.A.C. 7.056 (8 ).

• Fibra por detergente neutro (FDN)
Determinagáo direta em mufla a 525 °C, segundo a
A.O.A.C. 940.26 (7).

• Vitamina C
Determinagáo pelo método titulométrico como o 2,6- 
Diclorofenolindofenol, segundo a A.O.A.C. 967.21 (7)

• Tanino
Determinagáo pelo método espectrofotométrico com o 
reagente de Folin-Denis, segundo a A.O.A.C. 952.03 (7).
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• Vitamina A
O valor de vitamina A foi calculado a partir da atividade 
pró-vitamínica de cada carotenóide precursor, tabelada 
por Bauemfeind (10). Para os isómeros cis do B-caroteno 
foram utilizados os valores de biopoténcia obtidos por 
Deuel (11,12) e Sweeney e Marsh (13). Os valores foram 
expressos em Retinol Equivalente por 100 gramas (RE/ 
lOOg).

Caracteriza;áo do óleo

• D eterm inado das características físicas e químicas do 
óleo da semente, segundo métodos da A.O.C.S. (14).
- Teor de ácidos graxos livres (como % de ácido oléico), 
método Ca 5a-40.
- Indice de peróxidos - método Cd 8-53.
- Indice de iodo - método Cd 1-25.
- Indice de saponificagáo - método Cd 3-25.
- Fósforo - método Ca 12-55.
- Indice de refra;áo - método Ce 7-25.
- Cor - método Ce 13b - 45.
- Densidade - método Ce 10a - 25
- Viscosidade - D eterm inado direta em viscosímetro 
Haake, segundo DGF Einheitsmethoden, parte C, Fette C 
IV 7 (52), (15).

• D eterm inado da com posi;áo em ácidos graxos, método 
da A.O.C.S. Ce 1-62 (1988), a partir dos ésteres metílicos 
do óleo da polpa (extraído por solvente) e da semente do 
marolo (Figura 1), segundo método de Hartman e Lago 
(16).
Na se p a ra d o  dos ácidos graxos foi utilizado um 
cromatógrafo á gas Perkin-Elmer Sigma 3B, acoplado a 
um integrador Perkin Elmer LCI-100. As análises foram 
desenvolvidas ñas seguintes condigoes:
- Temperatura da coluna (Silar 10C): 175 °C
- Temperatura do detector (FID): 225 °C
- Temperatura do injetor: 225 °C
- Fluxo de nitrogénio: 25 mL/min.
- Volume de inje§áo: 1 a 3 |i.L.

A identificado foi feita por com parado dos tempos de 
re ten d o  dos compostos da amostra com padróes de ésteres 
de ácidos graxos (standar NU check - Prep. Inc.).
A quantificado foi feita por norm alizado interna obtendo- 
se a percentagem de cada composto pela re la d o  da área 
individual e área total dos picos calculados pelo integrador.

• D eterm inado qualitativa de alcalóides na torta, no óleo e 
na semente do marolo, segundo método de Tyihak (17).

Fluxograma da ob ten d o  do óleo da semente de marolo 
em escala semi-piloto

FIGURA 1
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 *1 |
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RESULTADOS E DISCUSSÁO

A Tabela 1 mostra os resultados das análises fisico­
químicas da polpa do marolo. Os carboidratos constituem a 
maior parte do extrato seco. Os monossacarídeos, assim como 
ocorre com a maioria das frutas, apresentam-se mais abundantes 
que os afúcares nao redutores. O teor de lipídeos da polpa do 
marolo pode ser considerado alto se comparado com a maioria 
das outras frutas que, geralmente, apresentam teor inferior a 1 

%. Entretanto a fruta somou apenas 83 cal/100 g de polpa. O 
conteúdo em fibras também é elevado.

TABELA 1
D E T E R M IN A L E S FÍSICAS E QUÍMICAS DA POLPA 

DE MAROLO AMARELO (BASE ÙMIDA)

Mèdia 
19±2 

4.70±0,01 
76.9+0,3 
12.8±0,1 
11.3±0,2 

1.11=0,02 
3.0±0,1 
728±11 
5.2±0,4 
245±8 

83±3 
8.2+0,2

°Bnx
pH
Umidade (%)
Afúcares totais (%) 
Afúcares redutores (%) 
Proteínas (%)
Lipídeos (%)
Cinzas (mg/100g) 
Fibras - FDN (%) 
Tanino (mg/100g) 
Vitamina A (RE/100g) 
Vitamina C (mg/100g)
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O conteúdo mèdio de tanino (compostos fenólicos) na 
polpa do marolo em bom estado de maturagáo, pro vavelmente 
é o responsável por um sabor adstringente residuai. Outras 
frutas, como a banana (Musa sapientum) e o caju (Anacardium 
occidentale ) também apresentam estes compostos (em tomo 
de 300mg/100g na polpa de caju em inicio de maturagáo), que 
podem ser reduzidos antes do consumo ou durante o 
processamento (18).

O valor de vitamina A no marolo amarelo equivale ao 
encontrado no mamào (Carica papaya ), no pèssego (Prunus 
persica  ), na goiaba (Psidium guajava ) e em vàrias outras 
frutas trapicáis ampiamente consumidas. O teor de vitamina C 
é relativamente baixo na fruta in natura.

A semente de marolo possui um teor relativamente elevado 
de óleo: 45,4+0,4% do peso seco (24,7±0,2% de umidade), o 
que permite, inclusive, extragáo por prensa continua (Expeller). 
O processo de e x tr a jo  com solvente, em escala semi-piloto, 
apresentou um rendimento de 95%. O aroma do óleo é carac­
terístico e agradável, provavelmente devido à presenta de 
terpenos (19, 20). Possui coloragào amarelada atraente que 
p rovavelm ente  está  re lac ionada com  a presenga de 
carotenóides.

A Tabela 2 mostra as características físicas e químicas do 
óleo da semente.

TABELA 2
DETERMINAQÒES FÍSICAS E QUÍMICAS DO ÓLEO 

DA SEMENTE DE MAROLO

Média

Teor de ácidos graxos livres
(como ácido oléico, %) 0.17±0.01
Indice de peróxidos (mEq/lOOOg) 2.70±0.04
Indice de iodo 109.79±0.25
Indice de saponificagáo 180.31±0.82
Fósforo (mg/kg/ 151.32±1.90
Viscosidade^ (mPa.s 40°C) 32.62±0.01
Densidade (40 °C) 0.904
Indice de refragáo (39,5 °C) 1.40298
Indice de iodo calculado 110.73
Cor 10Y 1.2R0.3B

O baixo índice de acidez mostra um óleo de boa qualidade. 
O índice de peróxido, embora tenha apresentado resultados 
aceitáveis, pode ter sido influenciado por exposigóes relati­
vamente longas do óleo à temperaturas ligeiramente elevadas, 
com o intuito de eliminar um possível teor residual de água.

O índice de saponificagào obtido mostra-se coerente com 
a composigáo dos ácidos graxos (Tabela 3). O índice de iodo 
apresenta um óleo com insaturagáo intermediària, em cuja 
composigao predominam os glicerídeos derivados do ácido 
olèico e linoléico.

TABELA 3
COMPOSIQÁO EM ÁCIDOS GRAXOS (%), DO 

ÓLEO DA POLPA E DA SEMENTE DE MAROLO E 
COMPARÁQÁO COM ÓLEOS DE AMENDOÍM 

(.ARECHIS HYPOGAEA) E OLIVA 
(OLEA EUROPEA, ITÁLIA)

Acidos graxos Oleo da semente Amendoím' Oleo da polpa Oliva' 
de marolo de marolo

Láurico (C12:0) — — 2.9
Mirístico (C14.0) 0.1 — 1.9
Miristoléico (C14:l) traços — 0.1 -
Palmítico (C16:0) 8.1 11 9.5 12
Palmitoléico (C16:0) 0.3 — 0.2 7
Esteárico (18:0) 5.6 3.9 4.2 2.8
Oléico (C18:1) 49.5 53.5 76.0 73
Linoléico (C18:2) 33.5 29 1.4 9.3
Linolénico (C18:3) 1.7 0.5 3.2 0.8
Araquídico (C20:0) 0.8 — 0.2 —
Nao identificado 0.2 — 0.2 —

Saturados 14.6 15.5 18.7 14.8
Insaturados 85.0 83.5 80.9 84.8

1 Segundo Gunstone et alii, 22

O teor de fósforo no óleo bruto revela a presenga de 
quantidades razoáveis de fosfolipídeos que podem ser elimi­
nados pela degomagem. A densidade, a viscosidade e o índice 
de refragáo corresponden! ás características naturais referen­
tes á composigao do óleo. A Tabela 3 mostra a composigao 
química referente aos ácidos graxos do óleo da semente e da 
polpa do marolo. Com 50 % de ácido oléico e 34 % de ácido 
linoléico, o óleo da semente apresentauma composigao similar 
ao óleo de amendoim. Foi observado, também, urna estreita 
semelhanga entre o óleo da semente de marolo e os óleos de 
semente de araticum da aréa e graviola, estudados por Ngiefti 
et alii (21) no Zaire. A composigao e as características físicas 
e químicas obtidas mostram que é possível produzir um óleo 
de boa qualidade, com grande potencial no mercado de óleos 
finos. No entanto, a presenga de alcalóides ainda precisa ser 
melhor estudada. A eliminagáo destes compostos poderia ser 
experimentada pelo refinamento ou extragáo por prensagem 
continua.

A torta resultante da extragao do óleo com certeza nao 
deverá ser utilizada no preparo de ragóes para alimentagáo 
animal. Isto se deve a presenga de alcalóides, cuja eliminagáo 
provavelmente nao resultaría em um produto económicamente 
competitivo no mercado. Entretanto o alto teor de minerais 
(4,8 % de cinzas - 360 mg/100 g de fósforo) e de nitrógenio 
total ( 6  %) podem estimular a sua utilizagáo como adubo 
orgánico.

A polpa apresenta um pequeño potencial oleífero com­
parado com a semente. O alto teor de umidade constituí um dos 
obstáculos á sua exploragáo industrial, pois favorece ahidrólise 
do óleo além de dificultar a sua extragao. Entretanto existe
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urna similaridade entre os óleos da polpa de marolo e de oliva, 
sobretudo quanto ao teor de àcido olèico. Mas a p re s e la  de 
aproximadamente 3% de àcido linolènico no óleo da polpa de 
marolo representa urna diferenga marcante do ponto de vista 
tecnológico e de conserva lo .

Portanto, o marolo apresenta teores elevados em fibras e 
lipideos quando comparados com a maioria das outras frutas. 
O teor de vitamina C foi baixo, mas equivalente ao encontrado 
em abacate, abacaxi e melancia, e o valor de vitamina A 
considerado mèdio, foi equivalente ao encontrado em mamào, 
pèssego, goiaba e vàrias outras frutas trapicáis ampiamente 
consumidas.

A semente de marolo possui um teor relativamente elevado 
de óleo o que permite, inclusive, extragào por prensa continua. 
Na polpa, este teor è insuficiente para permitir a extragào em 
escala industrial. Os resultados valorizam a boa qualidade 
devendo estimular a preservagào e até o cultivo da espécie.
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RESUMEN. En este trabajo se han caracterizado nutritivamente las 
semillas de tres especies de leguminosas: guisante (Pisum sativum), 
haba (Vicia faba ) y soja (Glycine max). A partir de las mismas se han 
elaborado por vía húmeda dos tipos de concentrados de proteína que 
difieren en el método de secado (liofilizados y lavados con alcohol). 
En ellos se ha determinado la composición nutritiva proximal y el 
contenido en diversos factores antinutritivos (fitatos, taninos, 
inhibidores de tripsina y lectinas). También se han estudiado en estos 
concentrados tres de las propiedades funcionales más importantes 
para su aplicación en tecnología de alimentos (solubilidad de la 
proteína a diferente pH, capacidad de absorción de agua y capacidad 
de absorción de aceite).
Los resultados han puesto de manifiesto el elevado contenido proteico 
de los concentrados, con rendimientos de extracción de la proteína 
menores para los concentrados lavados con alcohol que para los 
liofilizados, e inferiores en los obtenidos a partir de la soja que en los 
correspondientes al guisante y el haba. También se han encontrado en 
todos los concentrados niveles más bajos de factores antinutritivos 
con respecto a sus semillas. Así mismo, se ha comprobado que las 
propiedades funcionales que poseen los concentrados proteicos de 
guisante y de haba son tan aceptables para su utilización en tecnología 
de alimentos como las de los concentrados de soja.
Palabras clave: Leguminosas, concentrados proteicos, valores nu­
tritivo, factores antinutritivos, propiedades funcionales.

SUMMARY. Composition and nutritional value of legume seeds 
and protein concentrates. A comparative study. The nutritional 
properties of three legumes: pea (Pisum sativum), faba bean (Vicia 
faba) and soya (Glycine max) have been characterized. From these 
seeds, protein concentrates were elaborated by wet processing and 
two different procedures of drying were followed (freeze-drying and 
alcohol washing). The composition and content of several 
antinutritional factors (phytates, tannins, trypsin inhibitors and lectins) 
were assessed in all of them. Also some functional properties regarding 
their potential use in food technology were evaluated, such as protein 
solubility at different pH, as well as water and oil absorption capacities. 
All the obtained concentrates showed high protein contents, 
nevertheles protein extraction efficiency was smaller in alcohol- 
washed concentrates than in the lyophilized ones. In the other hand, 
the concentrates obtained from pea and faba bean showed higher 
yields than those obtained from soya. The content of antinutritional 
factors were markedly reduced after the concentration process. 
Furthermore, the functional properties of pea and faba bean protein 
concentrates point out their suitability for food preparation as 
previously reported for soya.
Key Words: Legumes, protein concentrates, nutritional value, 
antinutritional factors, functional properties.
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INTRODUCCION

La creciente necesidad de proteínas y el continuo aumento 
del precio de la proteína animal ha incentivado la búsqueda de 
fuentes alternativas capaces de ofrecer proteína de alto valor 
nutritivo y cualidades organolépticas aceptables. Por ello, las 
investigaciones apuntan hacia materias primas de origen ve­
getal, con objeto de obtener, tras diversos tratamientos, pro­
ductos sustitutivos o complementarios de las fuentes de pro­
teínas clásicas para su utilización tanto en la alimentación 
humana como en la de los animales de ganadería (1-3).

242
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En este sentido destacan las leguminosas, a cuyo in te rés^  
nutritivo contribuyen también su elevado contenido en hidratos 
de carbono, vitaminas, minerales y fibra, y además su aporte 
lipfdico que, aunque escaso es rico en ácidos grasos insaturados 
(4,5). Sin embargo, estas semillas suelen contener algunos 
componentes que influyen negativamente en su potencial 
nutritivo (factores antinutritivos), tales como lectinas, fitatos, 
inhibidores de proteasas, etc., que, sumados al desequilibrio 
en aminoácidos azufrados y a una baja digestibilidad de 
algunos de sus componentes, impiden un aprovechamiento 
más amplio de sus propiedades alimenticias (6 -8 ).

En consecuencia, una mayor información acerca de la 
variabilidad en la composición química de estas semillas y de 
los métodos y técnicas que consigan eliminar o reducir su 
contenido en factores antinutritivos para obtener una mayor 
digestibilidad proteica, así como su suplementación en 
aminoácidos azufrados, puede suministrar la base necesaria 
para un mayor conocimiento y una utilización más correcta y 
rentable de las leguminosas (9-12).

Entre los procedimientos más frecuentemente empleados 
para mejorar la calidad nutritiva y el aprovechamiento de las 
legumbres se encuentran el tratamiento con ácidos y calor, la 
fermentación, la germinación, la eliminación mecánica de las 
testas, etc. (12-18), y la obtención de aislados y concentrados de 
proteína (11,19,20). En este sentido, los avances en la investi­
gación y producción de concentrados y aislados de proteína a 
partir de semillas de leguminosas son cada vez más numerosos.
A su vez, estos concentrados y aislados son susceptibles de ser 
empleados en la suplementación proteica de diversos alimentos, 
y también en la mejora de sus parámetros tecnológicos en función 
de las propiedades funcionales (2 1 , 2 2 ).

La mayor parte de los trabajos de investigación sobre 
aislamiento de proteínas de leguminosas parten de la utiliza­
ción de la soja debido, entre otros factores, a que esta semilla 
presenta algunas ventajas tales como un alto rendimiento 
económico y un elevado contenido proteico. Sin embargo, en 
países donde la soja no es fácil de cultivar o no tiene una amplia 
difusión, es de interés potenciar la investigación en este campo 
con otras especies de leguminosas.

Por tanto, el objetivo de este trabajo ha consistido en el 
análisis de la composición y valor nutritivo de las semillas de 
guisante, haba y soja, y de los concentrados proteicos obtenidos 
a partir de las mismas, con la finalidad de comparar las carac­
terísticas, tanto de obtención de dichos concentrados como de la 
materia prima, entre el guisante y haba frente a la soja.

MATERIAL Y METODOS

En la realización del presente trabajo se han empleado las 
semillas secas de guisante (Pisum sativum ), haba (Vicia faba) 
y soja (Glycine max ), cultivadas en la Finca Experimental 
Eskalmendi de la Diputación Foral de Alava (España). Las 
partidas iniciales de cada una de ellas se molieron hasta 
obtener un polvo fino de tamaño de partícula inferior a 0,7 mm

de diámetro y se almacenaron a -40°C hasta la realización de 
los análisis. Estos se llevaron a cabo siempre al menos por 
cuadriplicado.

A. Análisis de la composición próxima!; Las determinacio­
nes realizadas, siguiendo las recomendaciones de la AOAC 
(23), incluyen proteína, mediante la valoración del nitrógeno 
total según el método Kjeldahl (Nx6,25); hidratos de carbono, 
por el método de la antrona previa extracción de los mismos 
con ácido perclórico; grasa, por extracción etérea en un equipo 
Soxhlet automático; fibra bruta, mediante cuantificación del 
material no digerible por ácidos y bases débiles; cenizas, por 
el método gravimétrico de incineración de la muestra a 550 
°C; y humedad, mediante secado de la muestra a 105 °C hasta 
lograr un peso constante.

B. Valores de los factores antinutritivos: Los componentes 
antinutritivos que se han analizado en este estudio han sido dos 
de naturaleza no proteica (fitatos y taninos), y otros dos de 
naturaleza proteica (inhibidores de tripsina y lectinas). Los 
fitatos fueron determinados mediantes su precipitación con 
hierro y posterior valoración del fósforo de la molécula (24); 
los taninos según la técnica espectrofotométrica de Bums 
(25); los inhibidores de tripsina según el método de Kakade y 
col. (26), utilizando benzoil-DL-p-nitroanilida como sustrato; 
y las lectinas aprovechando su capacidad hemaglutinante, 
según la técnica descrita por Deshpande y Singh (27).

C. Obtención de los concentrados proteicos: Los concen­
trados de proteína se han elaborado siguiendo el método de 
Thompson (28), con las modificaciones deM cKurdy y Knipfel 
(29), y de Martínez y col (30). En síntesis, las semillas se 
pusieron en remojo en agua destilada durante 2 0  h y las testas 
se eliminaron manualmente. Posteriormente, los cotiledones 
se molieron y los de soja, además, se desengrasaron. Las 
harinas así obtenidas se suspendieron en agua destilada en 
proporción 1:5 (p/v) y se provocó la solubilización de las 
proteínas a pH 9,0. Tras una centrifugación a 1.000 g durante 
2 0  min, se recogieron los sobrenadantes y se precipitaron las 
proteínas a pH 4,0. Después de una segunda centrifugación 
( 1 . 0 0 0  g, 2 0  min), los productos obtenidos se desecaron por 
dos métodos distintos: liofilización (L) y lavados sucesivos 
con etanol absoluto (A), siendo eliminados los restos de 
alcohol en estufa de aire caliente.

D. Valoración de las propiedades funcionales de los con­
centrados proteicos: Las propiedades funcionales estudiadas 
han sido la solubilidad de la proteína a diferente pH, la 
capacidad de absorción de agua tras la suspensión en la misma 
durante 15 min y posterior centrifugación (18.000 g, 15 min), 
y la capacidad de absorción de aceite en condiciones similares, 
según las técnicas descritas por Idouraine y col. (31).
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La composición proximal de las tres semillas estudiadas 
presentó variaciones notables entre las distintas especies 
analizadas (Tabla 1). Así, la leguminosa más rica en proteína 
fue la soja (con un contenido del orden del 33 %), mientras que 
el guisante resultó ser el más escaso ( 2 1  %), siendo el haba 
intermedia (24 %). En cuanto a lípidos, fue nuevamente la soja 
la semilla con mayor contenido (2 0 %), por lo que se la 
considera de carácter oleaginoso, encontrándose por debajo 
del 2,5 % en grasa el resto de las especies analizadas. El 
contenido en hidratos de carbono osciló entre el 52 % para el 
guisante, el 47 % para el haba y el 17 % para la soja. El análisis 
de fibra ofreció unos valores inferiores al 1 1  % para las tres 
semillas y, por último, los valores de humedad y cenizas se 
situaron alrededor del 12 % y 4 % respectivamente, con 
máximos de 13 % en humedad para el guisante y 4 % de 
cenizas en la soja.

RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 1
COMPOSICION NUTRITIVA DE LAS SEMILLAS

(g/1 0 0 g)

Guisante
X a±ESb

Haba
X+ES

Soja
X±ES

Proteina 20,9+0,1 24,3+0,1 32,6+0,1
Hidratos de carbono 51,7±0,9 46,5±0,7 17,1+0,2
Grasa 2,5+0,1 1 ,5+0,1 20,3+0,5
fib ra  bruta 7,4±0,1 10,3±0,2 7,1±0,2
Cenizas 2,5±0,1 3,3±0,l 4,1±0,2
Humedad 13,1±0,1 1 1 ,0 ±0 ,1 11,3+0,1

a Media
b Error estándar

Estos datos concuerdan en líneas generales con los pu­
blicados por Fernández-Quintela y col (22) para el guisante, 
García y col. (32) y Uzzan (33) para el haba, y son ligeramente 
inferiores a los presentados por Borget (34) y Domínguez y 
col. (2) para la soja. El análisis global de los datos permite 
destacar el contenido de hidratos de carbono del guisante y el 
haba, mientras que en la soja sobresale el porcentaje de 
proteínas y de grasa.

La composición proximal de los concentrados proteicos 
presentó notables variaciones respecto a la hallada para las 
respectivas semillas de las que habían sido obtenidos (Tabla 
2 ), no encontrándose apenas diferencias entre las tres especies 
de leguminosas. El nutriente mayoritario, como era de esperar, 
fue la proteína, cuyo contenido osciló entre el 72% y el 81 % 
en el caso de los concentrados tipo L (liofilizados), y entre el 
81% y el 83% para los concentrados tipo A (desecados por 
lavados sucesivos con alcohol). Estos valores superan el 70% 
asignado a la denominación de concentrados proteicos (33).

TABLA 2
COMPOSICION NUTRITIVA DE LOS 

CONCENTRADOS PROTEICOS (g/lOOg)

Guisante Haba Soja
La A L A L A

Xc±ESXd X±ES X+ES X±ES X+ES XiES

Proteína 81,4±0,5 82,7±0,4 72,4±0,1 80,810,3 79,910,3 81,910,2
Hidratos de
arbono 6,4±0,2 1,810,1 7,6±0,1. 3,910,2 5,510,1 2,010,1
Grasa 3,3+0,2 1,3±0,1 3,210,2 1,310,1 1,410,1 1,310,1
Fibra bruta 4,5±0,4 4,5±0,3 5,610,3 7,510,4 3,810,3 2,210,1
Cenizas 4,1+0,2 2,6+0,1 5,7±0,3 4,710,2 4,510,2 3,110,1
Humedad 3,2±0,1 12,1+0,7 9,910,1 8,810,2 2,810,1 8,810,1

a Concentrado proteico desecado por liofilización 
b Concentrado proteico desecado por lavados sucesivos con alcohol 
c Media
d Error Estándar

A pesar de que los concentrados de proteína tipo A 
mostraron un contenido proteico mayor que los de tipo L, se 
encontró una diferencia sustancial en el rendimiento del 
proceso de extracción de la proteína de las semillas para ambos 
tipos de concentrados, siendo los correspondientes para los 
lavados con alcohol (28-53%) menores alos de los concentrados 
proteicos liofilizados (37-57%). Además, se encontró que, 
con el método empleado, el rendimiento medio obtenido con 
la soja era muy inferior al obtenido con las otras dos especies 
(entre un 20-40% menos).

Por otra parte, los valores de humedad variaron notable­
mente según el proceso de secado utilizado. Así, se encontraron 
valores entre el 9-12% en los concentrados proteicos desecados 
con alcohol, y valores inferiores (entre el 3% y el 9%) en los 
liofilizados. Esta relativamente elevada humedad de los con­
centrados de proteína lavados con alcohol se puede atribuir, 
por una parte, al proceso de purificación y secado llevado a 
cabo con alcohol, que otorga al producto final una mayor 
capacidad para absorber humedad ambiental.

El contenido en grasa, cenizas y fibra fue muy semejante 
en los dos tipos de concentrados proteicos obtenidos a partir 
de las tres semillas en estudio, destacando no obstante un 
menor nivel de lípidos en los correspondientes a la soja, 
debido a que para su elaboración se partió de una semilla 
desengrasada, y también el relativamente elevado contenido 
en fibra de los concentrados de haba, posiblemente por ser esta 
semilla la más rica en la misma.

Los niveles de hidratos de carbono fueron similares para 
los concentrados de las tres semillas, e inferiores en los 
concentrados de proteína tipo A respecto a los de tipo L. Esta 
disminución se debe fundamentalmente a que los lavados 
sucesivos con alcohol arrastran la mayor parte de este nutriente, 
además de la mayor parte de la fibra que pudieran contener.

Al llevar a cabo una comparación entre los datos de la 
composición proximal de semillas y la de los concentrados 
proteicos obtenidos a partir de ellas, se observa que éstos
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últimos presentan ventajas respecto a las primeras por su alto 
contenido en proteína, si bien se pierden parcialmente en le 
proceso de elaboración de los concentrado otros componentes 
nutritivos como hidratos de carbono, lípidos (especialmente en el 
caso de la soja), fibra, minerales y, posiblemente, vitaminas. 
Estos datos de composición concuerdan en líneas generales con 
los obtenidos por Vose (35) y porFemández-Quintelay col. (21- 
2 2 ) para guisante y haba, y son ligeramente superiores a los 
referenciados por Domínguez y col (2) para la soja.

La segunda parte de este trabajo se destinó a la valoración 
de los contenidos en diferentes factores antinutritivos de las 
semillas y de los concentrados proteicos obtenidos a partir de 
ellas, con objeto de comprobar si en la elaboración de los . \ 
mismos estos compuestos llegaban a ser total o parcialmente 
eliminados. ^  'y -

^  Los primeros factores analizados fueron los fitatos, cuyas 
propiedades acomplejantes de iones metálicos pueden provocar 
una reducción importante de la biodisponibilidad de algunos 
micronutrientes tales como calcio, hierro, zinc, etc. (36-38).

Los resultados de estos análisis (Figura 1) mostraron que 
el contenido en fitatos de las semillas analizadas (expresando 
en mg de fitatos/g de proteína) fue de 109 para el guisante, 108 
para el haba y 90 para la soja, mientras que en todos los 
concentrados proteicos se registraron valores inferiores a los 
de sus semillas de origen.

FIGURA 1
Contenido en fitatos de las semillas (S) y de sus respectivos 
concentrados proteicos desecados por liofilización (L) y por 

lavados sucesivos con alcohol (A)

oscilaba entre 0,74 para la soja y 5,57 para el haba, mientras 
que en los concentrados proteicos estos niveles fueron del 
orden del 0,10-0,40 (Figura 2). Por ello podría afirmarse que 
la elaboración de los concentrados proteicos elimina en gran 
medida este compuesto no deseado.

FIGURA 2
Contenido en taninos de las semillas (S) y de sus 
respectivos concentrados proteicos desecados por 

liofilización (L) y por lavados sucesivos con alcohol (A)

i!

r¡»E
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Guisante

v Otro factor antinutritivo importante presente en las legu­
minosas son los taninos (8 ). Estos compuestos hidrosolubles 
de naturaleza polifenólica interfieren con la digestión y la 
absorción de nutrientes, tales como proteínas e hidratos de 
carbono, debido a su capacidad de formar complejos con las 
proteínas alimentarias e intestinales y con algunos enzimas 
digestivos (16, 39-41). ,,

En las semillas se observó que el contenido en taninos 
(expresados en mg de equivalentes de catequina/g de proteína)

Guisante

En cuanto a factores antinutritivos de naturaleza proteico 
presentes en las leguminosas, se analizaron los niveles de 
inhibidores de tripsina y de lectinas. Los primeros pueden 
dificultar notablemente la digestión de las proteínas de la dieta 
por parte del organismo (9), mientras que las segundas poseen 
carácter antinutritivo por su poder lesivo sobre las células 
intestinales, por lo que disminuyen la digestión y absorción de 
determinados nutrientes, tales como hidratos de carbono y 
proteínas (12,27).

Los datos correspondientes al contenido en inhibidores de 
tripsina (Figura 3) mostraron que la actividad de dicho enzima, 
en presencia de extractos de harina de las semillas analizadas, 
fue inhibida en diferente grado según la especie. Así, el 
guisante y el haba presentaron una capacidad inhibidora 
relativamente baja (15,0 y 14,8 TIU/mg de proteína, respec­
tivamente), mientras que la de la soja fue aproximadamente 
doce veces mayor (186,0 TIU/mg de proteína).

Por otra parte, se observó que los niveles de inhibidores de 
tripsina de los concentrados fueron menores que los de sus 
respectivas semillas. Además, se detectaron niveles más bajos 
de estos compuestos en los concentrados de tipo A respecto a 
los de tipo L para las tres leguminosas, probablemente debido 
a una desnaturalización parcial y, por tanto, a una pérdida de 
actividad inhibidora, causada por el alcohol y/o por el trata­
miento térmico (17).
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FIGURA 3
Contenido en inhibidores de tripsina de las semillas (S) 

y de sus respectivos concentrados proteicos desecados por 
liofilización (L) y por lavados sucesivos con alcohol (A)

I
w •=
0 J

* TIU= Unidades de tripsina inhibidas. Una unidad de tripsina (TU) 
se define como un incremento de 0,01 unidades de absorbancia a 410 
nm por 1 0  mi de mezcla de reacción bajo las condiciones experi­
mentales utilizadas

Respecto a las lectinas, se encontraron valores muy diver­
sos en su actividad hemaglutinante (expresada en unidades de 
hemaglutinación/mg de proteína) dependiendo de la especie 
analizada (Figura 4). Así, para el caso del guisante esta 
actividad fue de 36,05 para el haba de 20,63 y para la soja de 
4,33. Sin embargo, en ninguno de los concentrados proteicos 
de detectó capacidad hemaglutinante, lo que podría ser indica­
tivo de que el método de obtención de los mismos inactiva por 
completo esta capacidad.

FIGURA 4
Contenido en lectinas de las semillas (S) y de sus 
respectivos concentrados proteicos desecados por 

liofilización (L) y por lavados sucesivos con alcohol (A)

40

30

f i 20
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Así, pues, la elaboración de concentrados proteicos a 
partir de semillas de leguminosas mediante el método descri­
to, especialmente si el secado s¿“realiza mediante lavados 
sucesivos con alcohol, disminuye o elimina algunos de los 
compuestos antinutritivos presentes en las mismas, lo que 
concuerda básicamente con lo observado por otros autores 
(38,42,43).

Por último, se llevó a cabo el análisis de las propiedades 
funcionales de los concentrados proteicos más importantes 
para su posible aplicación en tecnología de alimentos.

Desde un punto de vista práctico, los Satos sobre las 
características de solubilidad son muy útiles para poder deter­
minar las condiciones óptimas de extracción y purificación de 
las proteínas, así como para la separación de fracciones 
proteicas. La solubilidad, bajo distintas condiciones, también 
da una buena indicación de las aplicaciones potenciales de las 
proteínas. Así, frecuentemente la solubilidad proteica a pH 
neutro o a pH isoeléctrico, es la primera propiedad funcional 
que se mide en cada etapa de preparación o de transformación 
de un ingrediente proteico (44).

Los resultados obtenidos en las pruebas de solubilidad 
permiten apreciar que los perfiles de las curvas de los concen­
trados fueron semejantes para las tres especies de leguminosas 
y para ambos tipos de concentrados (Figura 5). Además, se 
puede observar que la solubilidad proteica fue prácticamente 
nula en zona de pH situada en tomo al punto isoeléctrico de las 
mismas (pH 4,2-4,6 ). Precisamente la baja solubilidad a este 
pH se utiliza para preparar los concentrados y aislados proteicos 
por precipitación isoeléctrica. Por otra parte, tanto a pH 
superior a 7 como a pH inferior a 3, la solubilidad aumentó en 
gran medida, llegando a alcanzar en algunos casos valores 
superiores al 90%.

Sin embargo, los concentrados proteicos desecados por 
lavados con alcohol mostraron una solubilidad proteica lige­
ramente inferior a la de los concentrados proteicos liofilizados. 
P robab lem en te  e s tá  d ism inuc ión  se deba a una 
desnaturalización parcial de las proteínas.

Respecto a la capacidad de absorción de agua (Tabla 3), se 
obtuvieron resultados semejantes para los dos tipos de con­
centrados elaborados a partir del guisante y el haba. Sin 
embargo, los concentrados de soja mostraron valores diferen­
tes según el método de secado, presentando una capacidad de 
absorción de agua mayor los lavados con alcohol que los 
liofilizados (2,75 y 1,71 mi agua retenidos/g de proteína, 
respectivamente).

Guisante Haba Soja

* UH= Unidades de hemaglutinación. Unaunidaddehemaglutinación 
se define como la mayor dilución del extracto de lectinas capaz de 
aglutinar macroscópicamente eritrocitos de camero bajo las condi­
ciones experimentales utilizadas.
** ND= No detectada hemaglutinación.
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FIGURA 5
Solubilidad de las proteínas a diferentes pH de los 

respectivos concentrados proteicos de guisante, haba y soja 
desecados por liofilización (tipo L) y por lavados sucesivos 

con alcohol (tipo A)

TABLA 3
CAPACIDAD DE ABSORCION DE AGUA Y DE 

ACEITE DE LOS CONCENTRADOS PROTEICOS 
(ml/g DE PROTEINA)

Agua
X ^ S 15

Aceite
X±ES

Guisante:
Lc 1,99+0,16 1,69±0,12
Ad 1,39+0,02 3,03±0,04

H aba:
L 1,90+0,09 1,95+0,06
A 1,44±0,03 2,12±0,06

Soja:
L 1,71+0,07 2,15±0,03
A 2,75±0,03 2,83+0,12

a Media 
b Error Estándar
c Concentrado proteico desecado por liofilización 
d Concentrado proteico desecado por lavados sucesivos con alcohol

En cuanto a la capacidad de absorción de aceite, se observó 
que los concentrados proteicos tipo A presentaron siempre 
una retención ligeramente superior a la de los respectivos de 
tipo L, sin que hubiera apenas diferencias en el origen de las 
semillas.

Así pues, la elaboración de concentrados y aislados de 
proteína presenta mayores utilidades frente al uso de las 
semillas completas, bien crudas o tratadas térmicamente, 
porque se obtiene mayoritariamente la proteína, a la cual se le 
pueden dar distintos usos en tecnología de alimentos (elabo­

ración de sucedáneos cárnicos y lácticos, fabricación de fór­
mulas infantiles, fortificación de alimentos, etc.), si bien se 
pierden total o parcialmente, otros componentes como fibra, 
hidratos de carbono, lípidos y minerales presentes en la 
semilla entera. Además los concentrados proteicos poseen, en 
general, menor contenido en factores antinutritivos.

Por otraparte, en cuanto al tipo de concentrado proteico se 
refiere, y puesto que las propiedades funcionales son similares 
para ambos, resulta más rentable la elaboración de concentra­
dos desecados por liofilización que por lavados sucesivos con 
alcohol porque este proceso encarece, en gran medida, el 
producto final.

Por último, desde el punto de vista económico y para las 
tres especies analizadas, las leguminosas con mayores venta­
jas son el guisante y el haba puesto que estas semillas resultan 
más asequibles, con ellas se obtienen mejores rendimientos de 
extracción proteica, y requieren menos cuidados para la elabo- 

ph ración de concentrados, ya que no necesitan un desengrasado 
previo como es el caso de la semilla de soja. Además, los 
concentrados obtenidos a partir de guisante y de haba contie­
nen cantidades de inhibidores de tripsina muy inferiores a los 
obtenidos a partir de soja, mientras que las del resto de factores 
antinutritivos analizados son similares, y sus adecuadas pro­
piedades funcionales les permitirían ser tan útiles en tecnolo­
gía de alimentos como lo son los concentrados de soja.
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Una primera lectura de los capítulos más importantes de 
esta obra ya nos ofrece una perspectiva sobre su calidad 
científica y su elevado potencial didáctico. Parece que en la 
intención de los autores estaba ya que el destino de este libro 
iba a ser doble: por un lado un libro de consulta para los 
profesionales en ejercicio, lo que antes se conocían como 
“libro de cabecera” y por otro un texto básico de estudio para 
estudiantes de medicina, nutrición y ciencias afines. Si ese fue 
el objetivo de los editores, bien puede decirse que lo han 
logrado. La disposición y amplitud de los capítulos abarcan 
prácticamente todos los aspectos de la nutrición clínica, desde 
los principios de la fisiología y patología hasta la terapéutica 
y las medidas preventivas. La oferta bibliográfica es excelente 
en todos los capítulos, e incluye tanto los aspectos históricos 
de las enfermedades de la nutrición como las referencias de 
mayor actualidad.

El libro contiene cuatro grandes secciones. La primera se 
ocupa de los fundamentos de la nutrición, incluyendo las

necesidades de energía y nutrientes. La segunda sección es 
una enjundiosa revisión de los problemas de la nutrición a 
través de todo el proceso vital, desde el desarrollo fetal hasta 
el envejecimiento. La tercera se ocupa de la nutrición para la 
salud y la aptitud física, que contempla aspectos novedosos y, 
finalmente, la cuarta sección trata de la dietoterapia de las 
enfermedades dominantes. Estas cuatro partes están bien 
engarzadas, y son frecuentes las referencias cruzadas. A pesar 
de que en la redacción han intervenido numerosos autores, el 
estilo se mantiene uniforme gracias a un gran esfuerzo editorial. 
Las numerosas ediciones que ha tenido este libro es una prueba 
del interés creciente que se viene observando en las últimas 
décadas acerca de los problemas de nutrición, tanto de los 
debidos a causas deficitarias de la dieta como a las conse­
cuencias de los excesos.

El libro de Krause es, sin duda una de las contribuciones 
más importantes a la ciencia de la nutrición, de los últimos 
tiempos.

J.M. Bengoa
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Información para los autores

A. CONTRIBUCIONES A LA REVISTA

La Revista publica Editoriales, Artículos Generales, Trabajos de Investigación y de Nutrición Aplicada, y Cartas al Editor. Para su 
aceptación, las diversas contribuciones deben tratar temas de nutrición humana o animal, ciencia y tecnología de alimentos, factores 
socioeconómicos, de orden antropológico o cultural, relacionados con la nutrición humana.

1. Los Artículos Generales son revisiones críticas sobre algún tema de interés en el campo de la nutrición y ciencias afines, o discusiones 
generales que contengan criterios propios o recomendaciones de aplicación práctica, debidamente respaldas por argumentos válidos.

2. Los Trabajos de Investigación se refieren a los resultados de estudios de experimentación llevados a cabo hasta el punto que permite la 
deducción de conclusiones válidas.

3. Los Trabajos de Nutrición Aplicada conciernen a la implementación de medidas basadas en la investigación, cuya finalidad es mejorar 
el estado nutricional de las poblaciones.

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

B. NORMAS PARA LA ELABORACION DE MANUSCRITOS

1. La elaboración de los manuscritos se regirá de acuerdo a las siguientes normas:

• papel tamaño carta (21,5 x 28 cm)
• a máquina o procesador de palabras (Microsoft Word o Word Perfect en diskettes de 3.5)
• a doble espacio
• hojas numeradas
• máximo 18 hojas
• por triplicado

Los manuscritos que no cumplan con estas condiciones serán devueltos al autor.

2. Los trabajos serán remitidos a los Editores de la revista después de haber sido cuidadosamente revisados por el autor.
3. Los trabajos pueden ser redactados en español, inglés, portugués o francés según la preferencia del autor.

C. ORGANIZACION DEL MANUSCRITO

Se recomienda organizar cada manuscrito como sigue:

1. Título
La primera página del manuscrito debe contener el título completo del trabajo en mayúsculas, nombre completo y apellido del autor, 

institución de origen con letras iniciales mayúsculas y el resto en minúscula. (En la página siguiente debe indicarse el cargo que cada autor 
desempeña, identificándolos debidamente).

2. Resumen en el idioma original del artículo
Este debe ser informativo, presentado en hoja separada del texto, y preparado en forma clara y concisa para el lector que no ha leído el 

texto del artículo. Debe especificar también el propósito, método, resultados importantes y principales conclusiones.

3. Introducción
Debe indicar claramente el objetivo o hipótesis de la investigación y sus relaciones con la nutrición y otros trabajos existentes, evitándose 

largas revisiones bibliográficas.
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4. M aterial y  Métodos
La descripción de los materiales debe hacerse en forma concisa. Cuando las técnicas o procedimientos utilizados hayan sido publicados, 

deberán mencionarse, e incluir sólo los detalles de técnica que representan modificaciones substancias del procedimiento original. Cuando se 
utilicen términos locales o regionalismos, éstos deberán ser aclarados mediante su denominación científica o de su uso general.

5. Resultados
Estos se presentarán en lo posible en Tablas y/o Gráficas que serán respaldadas por cálculos estadísticos, evitando la repetición de datos 

y seleccionando la forma que en cada caso resulte adecuada para la mejor interpretación de los resultados. Si hubiera subdivisiones ellas se 
encabezarán con un subtítulo.

a) Las gráficas e ilustraciones deberán ser presentadas en fotografías de papel brillante, no montadas, y llevar el nombre del autor y el 
número correspondiente en el dorso. Cuando sea necesario deberá señalarse la parte superior e inferior de la gráfica.

b) En caso de dibujos o esquemas, éstos serán realizados en tinta negra en papel de buena calidad. La ubicación de cada gráfica deberá 
indicarse, a lápiz, al margen del texto marginal. Los símbolos deberán especificarse en la propia gráfica.

c) Los ejes (coordenadas) de las ilustraciones deben tener una indicación clave del fenómeno que representan, así como de las unidades 
de medida.

d) Cada gráfica o ilustración deberá identificarse con la leyenda respectiva y contar con los datos imprescindibles para su interpretación.
e) Las tablas deben numerarse según su orden de presentación en el texto y se entregarán en hojas aparte.
f) Cada tabla debe contener un breve título que indique claramente su contenido. Las aclaraciones a las tablas deben hacerse mediante 

notas al pie, y se identificarán con letras minúsculas consecutivas colocadas como post-fijo superior en la cifra o valor correspondiente. 
Los encabezamientos de las columnas deben ser cortos o abreviados, incluyéndose, en nota al pie, una aclaración en caso necesario. 
Las líneas horizontales deben reducirse al mínimo y nunca usar las verticales.

g) En cada columna se indicará claramente la medida usada por ej. mg/g, etc. Para concentraciones no se debe usar la expresión % sino, 
por ej. g/100 ó mg/100 mi. Se deben indicar con claridad todas las pruebas estadísticas usadas. Las tablas deben tener toda la 
información necesaria para su interpretación.

h) No debe presentarse simultáneamente el mismo material experimental en forma de tablas y gráfica.

6. Discusión
Debe ser breve y restringirse a los hechos significativos del trabajo. Es recomendable usar subtítulos en las diversas secciones del 

manuscrito, indicando las diferentes materias tratadas. En caso que, ajuicio de los autores, la naturaleza del trabajo lo permita, puede hacerse 
una discusión de los resultados inmediatamente después de su expresión, bajo el título general de Resultados y Discusión. Lo expresado en 
los incisos a) y h) en la sección precedente, aplican igualmente a esta sección.

7. Resumen en inglés
Todo trabajo deberá acompañarse de un resumen en inglés, si el trabajo original fuese en español, portugués o francés. El título del trabajo 

también debe redactarse en inglés. Si el trabajo original es en inglés, el resumen debe presentarse en español, así como el título del trabajo 
también en este idioma.

8. Agradecimiento (si lo hubiere)

9. Citas bibliográficas y Referencias bibliográficas
Las citas bibliográficas se indican con números arábigos en el texto, entre paréntesis y por orden de aparición, no por orden alfabético 

de autores.

Para la sección Referencias bibliográficas, al final del trabajo, se aplican las mismas normas y serán presentadas de acuerdo a los siguientes 
ejemplos:

a) De revistas:
Liendo Coll, P & JM Bengoa. Necesidades calóricas de la población venezolana. Arch Venez Nutr 5:39-50, 1954.

b) De libros:
Gómez P, F Silvio & R Gámora. Los Aminoácidos en alimentos. Caracas, Ed Futura, 1972, p.30.

c) De libros sin autor individual:
Association of Official Agricultural Chemists. Official Methods of Analysis of the AOAC. 12th ed. Washington, DC, The 
Association, 1975, p. 30.

d) De un artículo o capítulo de un autor(es) consignado en un libro publicado por casa editora:
Hoskins, WG & M Charles. Macaroni production. En: The Chemistry and Tecnology of Cereals as Food and Feed. SA Matz (Ed.). 
Westport, Conn, The Avi Publishing Co. 1959, p. 274-320.

e) De citas de compendios:
Krebs, HA & K Henseleit. Ureaformation in animal body. ZPhysiol Chem, 210:33-66,1932. (Original no consultado; compendiado 
en Chem Abst 26: 5624,1923).
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10. Notas al p ie  de la página
Las notas al pie de la página deben ser reducidas al mínimo. Cuando su inclusión sea necesaria deberá indicarse su orden de aparición en 

el texto mediante números arábigos, consecutivos colocados como post-fijo superior. (Estas notas se redactan, debidamente identificadas, en 
la 2 a. hoja del manuscrito, después de la identificación de los autores).

11. Abreviatura y siglas
Se deben usar las abreviaturas aceptadas intemacionalmente (American Chemical Society, Journal of Nutrition, British Journal of 

Nutrition). En caso de utilizarse siglas poco comunes, que se repitan frecuentemente en el manuscrito, deberán indicarse completas la primera 
vez que se citan, seguidas de la sigla entre paréntesis. De preferencia, deberán usarse las siglas internacionales en vez de la del idioma original 
del artículo, por ej. DNA, RNA, PER, etc. Todas las abreviaciones y siglas se usan sin punto, g, b, m, etc.

12. Nomenclaturas
Deberá usarse la nomenclatura de la Unión Internacional de Ciencias de la Nutrición (IUNS) para vitaminas y otros nutrientes. En las 

unidades de medición se empleará el Sistema Métrico Decimal. Para las unidades de energía se usarán caloña (Cal) o Joules (J) 
indiscriminadamente.

13. Resultados numéricos
Al consignar números se usará la coma (,) para indicar decimales, p. ej. 35,7; 389,9; y el punto (.) para indicar miles, millones, etc.

D. SEPARATAS

El costo de las separatas o sobretiros de los trabajos es de US $3.00 por página de 50 separatas. El autor(es) deberá notificar a la Oficina 
Editorial el número de separatas deseado tan pronto se le informe que su trabajo ha sido aceptado.

E. CARGO POR PAGINA

La Revista es un órgano de divulgación científica sin fines de lucro y es mantenida fundamentalmente con donaciones. Sin embargo, a los 
efectos de contribuir con los gastos de publicación, la Asamblea General de SLAN ha creado un cargo de US $ 10,00 por página de trabajo 
publicado. La Oficina Editorial puede considerar una reducción por concepto de cargo por página previa solicitud dirigida en ese sentido por 
el autor(es). Tan pronto como su factura sea cancelada, se les proporcionará 15 separatas libres de costo.



Information to authors

A. CONTRIBUTIONS TO THE «ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION» (ALAN)

ALAN publishes Editorials, General Articles, Research and Applied Nutrition Papers and Letters to the Editor. To be accepted, written 
contributions must discuss nutrition-related topics such as human or animal nutrition, food science and technology, or socioeconomic issues, 
of an anthropologic or cultural nature, as related to human nutrition.

1. General Articles are critical reviews about a topic of Ínteres in the field of nutrition or related sciences, or general discussions containing 
the author’s own criteria or practical applied recommendations supported by valid arguments.

2. Research Papers describe results obtained from experimental studies performed and from which valid conclusions may be inferred.
3. Papers on Applied Nutrition are concerned with implementation of research-based measures that seek to improve the nutritional status 

of populations.
4. Letter to the Editor are short notes, maximum 3 pages long, on topics of general interest or critical observations about an article published 

in ALAN.

B. STANDARDS FOR MANUSCRIPTS

1. Manuscripts should be submitted according to the following standard rules:

• letter-size paper (21.5 x 28 cm)
• type or printed
• double-spaced
• numbered pages
• maximum 18 pages
• in triplicate

Manuscripts that do not meet the above standars will be returned to their authors.

2. Papers must be addressed to the Editors of ALAN after a careful review by the author.
3. Papers may be written in Spanish, English, Portuguese or French, according to the author’s language of preference.
4. In order to expedite editorial work, a 3.5 disk copy (Microsoft Word or Word Perfect)of the paper is welcome in addition to the three hard 

copies requested above.
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4. Material and Methods
Material descriptions should be concise. When techniques or procedures used have been published they should be mentioned, and a detailed 

description should only be given when there is a substancial variation from the original method or technique. Where local or regional terms 
are used, an explanation should follow giving the scientific name or a widely accepted term.

5. Results
Wherever possible results should be presented in a tabulated or graphical form, backed by pertinent statistical calculations. Data should 

be presented in a manner that will facilitate result interpretation and avoid repetition. Text subdivisions are to be headed by subtitles.

a) Graphs and illustrations are to be presented plainly, on shiny photographic paper, with author’s name and pertinent number on the back. 
Where needed, the upper and lower sides of the graph or photograph should be identified.

b) Drawings or sketches must be done with black ink on quality paper. Graph location must be given in each case with a pencil note on
the margin. Symbols must be shown as part of the graph.

c) Axes (coordinates) on graphs and/or illustrations must include key indications of the phenomena they represent as well as of measuring 
units.

d) Each graph or illustration must be identified by its respective legend and include the necessary interpretation data.
e) All tables must be numbered according to the order they appear in the text and must be presented on separate pages.
f) Each table must bear a brief title clearly describing its contents. Notes to the tables must be given as footnotes, indentified by means 

of small consecutive letters added as a post-fix above the corresponding figure or value. Column headings should be short or abbreviated 
and explanations should be provided in a footnote where necessary. Horizontal lines should be used minimally and vertical lines not 
used at all. Measures used should be shown for each column, ie: mg/g, etc. Concentrations should not be expressed as % but as g/100 
ml or mg/100 ml. Statistical tests used must be clearly pointed out. Tables must include all the necessary information for interpretation.

g) Experimental material should not be presented in a tabulated and graphic manner simultaneously.

6 .Discussion
The discussion should be brief and keep to the significant parts of the work. The use of subtitles as headings to the different matters raised 

in the paper is recommended. Subject to the author’s judgement, and wherever it may be appropriate, results may be discussed immediately 
after their expression under a general heading «Results and Discussion». Instructions given in paragraphs a) and h) are also applicable to this 
section.

7.Summary in English
When papers are submitted in Spanish, Portuguese or French, a Summary in English and the paper’s Title in English must also be submitted. 

If the original paper is written in English, then a Summary in Spanish and the paper’s Title in Spanish must be submitted too.

8. Acknowledgements ( I f any)

9. Bibliographic Quotes and References
Bibliographic quotes are shown by Arabian numbers in the text, in parenthesis and order of appearance, not by authors ’ alphabetical order.

References, at the end of the paper, will be presented in the same manner as Quotes above and according to the following examples:
a) From Journals or Magazines: Liendo Coll, P & JM Bengoa. Calorie requirements of the Venezuelan population. Arch Venez Nutr 5:39- 

50,1954.
b) From Books: Gómez P, F. Silvio & R Gámora. Aminoacids in Foods. Caracas, Ed Futura, 1972, p. 30.
c) From Books with no single author: Association of Official Agricultural Chemists. Official Association of Official Agricultural 

Chemists. Official Methods of Analysis of AOAC. 15th ed Washington, D.C., The Association, 1990, p.30.
d) From an Article or a single Chapter by one or several Authors included in a Book by a Publishing House: Hoskins, WG & M Charles. 

Macaroni Production. En: The Chemistry and Technology of Cereals as Food and Feed. SA Matz (Ed.) Westport Conn, The Avi 
Publishing Co., 1959 p. 274-320.

e) From Quotes in Abstracts: Krebs, HA & K Henseleit. Urea formation in animal body. Z Physiol Chem, 210:33-66,1932 (Original not 
consulted; condensed in Chem Abst 26: 5624, 1932).

10. Footnotes
Footnotes should be kept to a minimum, but where needed footnotes are to be indicated by order of appearance in the text by means of 

Arabian numbers in a consecutive manner as a postfix above. (Duly identified footnotes will appear on the second page of the manuscript, after 
the authors’ identification).

11. Abbreviations and Acronyms
Internationally accepted acronyms should be used (American Chemical Society, Journal of Nutrition, British Journal ot Nutrition). If 

unusual acronyms are used frequently in a manuscript, the full name they stand for must be given the first time they are used in the text, followed
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by the acronym in parenthesis. Preferably, international acronyms should be used instead of those used in the paper’s original language, such 
as DNA, RNA, PER, etc. Abbreviations and acronyms are not to be followed by a point: g, b, m, etc.

12. Nomenclature
Nomenclature as set by the International Union of Nutrition Sciences (IUNS) for vitamins and other nutrients should be used. The metric 

system will be used for maesuring units. Units of energy may be expressed as either calories (Cal) or Joules.

13. Numerical Results
Upon writing numbers, a comma (,) will be used to express decimal, ie: 35,7; 389,9. And the point (.) will be used to express thousands, 

millions, etc.

D. REPRINTS

The cost of reprints or extra prints is $3.00 per page per 50 reprints. Authors must advise the Editors Office the number of reprints they 
wish to order as soon as their paper has been accepted.

E. CHARGE PER PAGE

ALAN is anon-profit scientific publication mainly supported by donations. TheBoard of Sociedad Latinoamericana de Nutrición (SLAN), 
however, established a US$ 10.00 charge per page published to help pay for publishing expenses. The Editor’s Office may considerer a 
reduction on the charges per page following a request submitted thereto by the author(s). As soon as the invoice is paid, authors will receive 
15 reprints free of charge.
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