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MAIZ DE ALTA CALIDAD PROTEINICA (GPM)

El maiz, como alimento para el hombre, se asocia mucho con América Latina,
pues este grano es no sélo una contribucion de Meso América al mundo en general,
sino que el cereal es un alimento de gran importancia en la nutricion y alimentacion
de grandes sectores poblacionales de México, Centro América y varios paises de
América del Sur, como Colombia y Venezuela. Las formas de consumirlo son muy
variadas, ya que ésta es una gama que abarca desde el grano tiemo hasta productos
como la tortilla y la arepa, grano expandido y-tostado, y en algunos casos hasta fer-
mentado. £l grano de maiz también se ha asociado al estado nutricional de las pobla-
ciones que lo consumen, debido principalmente a lacalidad de su proteina que, como
se sabe, es deficiente en los aminodcidos esenciales lisina y triptofano.

La verdad es que desde este punto de vista, el maiz no es peor que otros cereales,
y el problema radica mas en la falta de alimentos adecuados nutricionalmente que
mefaren su calidad deficiente. Estos alimentos suplementarios, o bien no estan dispo-
nibles a la poblacién, como son los productos de origen animal, o no son del todo
aceptables ni disponibles, como sucede en el caso de las proteinas vegetales, la soya,
por efemplo, ricas en los aminodécidos esenciales que limitan la calidad proteinica del
maiz.

En base a las consideraciones precedentes, hace alrededor de 25 aiios y después
de muchos aios de investigacién, se encontré que existen genes capaces de influir
sobre la calidad de la proteina del maiz, y el resultado de ésa labor fue el desarrollo
de un maiz que en esa época se le dio el nombre de “Opaco-2”. A diferencia del
maiz normal, éste tiene mas lisina y triptofano, y el valor bioldgico de su proteina
es mas de dos veces superior que la del normal. Esto quedo claramente demostrado, y
con esa demostracion se penso que el estado nutricional de la poblacion consumidora
del grano mejoraria sustituyendo el maiz normal por el Opaco-2 en sus dietas. No
obstante, al mismo tiempo que se gané en calidad nutritiva, se perdié en capacidad de
praduccién, siendo este aspecte mds importante que el primero. Después de varios
anos de investigaciones genéticas, sin embargo, se lograron corregir casi por completo
0 en gran medida los problemas agronomicos del maiz Opaco-2, dando origen a granos
de maiz de alta rendimienta, granos duros y eficientemente convertibles en la clase
de alimentos que acostumbra preparar y consumir la poblacion. A estos nuevos
maices se les conoce hoy dia como “Maices QPM” o “Maices de Alta Calidad Pro-
teinica”.  Existen varias materiales que se han producido a nivel de agricultor, pero
todavia no ha sido posible extender su produccion a nivel comercial.

La canversién de los maices Opaco-2 a maices QPM se ha logrado eficientemente,
encontrandose una pequefia pérdida en la calidad nutricional de la proteina, pero
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iguales en caracteristicas agronoémicas a variedades e hibridos. No se ha logrado intro-
ducir estos maices de alto valor nutritivo en los sistemas de produccion, a pesar de los
beneficios nutricionales obtenidos. La introduccion en si es un proceso dificil, pues
requiere de un esfuerzo continuo por parte de los arganismos respansables, apoyados
por el interés a nivel politico y el convencimiento del propio productor, quien en
verdad no esti interesado en el valor nutritivo sino en el posible ingreso que pueds
obtener. Muchas de estas actividades también se han debilitado por las opiniones de
nutricionistas, en el sentido de que la poblacién necesita calorias y no proteina, ya que
se asume que la poblacion consume alimentos suplementarios, lo cual no es del todo
cierto. :

A pesar de ello, el potencial nutricional que ofrecen los maices QPM es grande, y
deben realizarse esfuerzos para aplicar éstos en beneficio de la poblacion, y asi poder
aprovechar los afios y los costos de la inversion que implica el llevar una idea al terreno
de la realidad.

Existen varias avenidas para lograrlo, ajeno a la introduccion al nivel de productos,
y una de éllas es industrializarlo y convertirlo en productos alimenticios para /a pobla-
cion. Los esfuerzos en este sentido tienen méritos y los beneficios serian muy halaga-
dores. (Qué se podria hacer?

Ricardo Bressani
Editor General
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CONSUMO DE LEGUMINOSAS EN PREESCOLARES:
EFECTO DE LA DENSIDAD ENERGETICA Y TIPO DE
PREPARACION

Marcela Alvifia®, Gloria Veral y Héctor Arayal+?

Facultad de Medicina
Universidad de Chile
Santiago, Chile

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la densidad energética (D.E.),
la edad y el tipo de preparacion, sobre el consumo de guisos de leguminosa-cereal y
sopas de leguminosas en preescolares, con el propdsito de determinar si tales prepara-
ciones son adecuadas para su alimentacion. Treinta nifios de 2 a 5 afios de edad, que
vivian en un hogar de menores, fueron divididos en tres grupos experimentales de 10
nifios cada uno. A todos los grupos se les ofrecio 29 preparaciones que diferian en su
densidad energética: 0.85, 0.94 y 1.03 kcal/g en los guisos, y 0.47, 0.62y 0.80 kcal/g
en las sopas. El estudio se desarrollo durante 29 dias no consecutivos a través de un
periodo total de 180 dias. El consumo de alimentos fue determinado en cada nifio
por pesada diferencial. Tanto el consumo como el aporte energético de los guisos fue
significativamente mayor que el de las sopas (312 vs 223 g y 288 vs 138 kcal, respecti-
vamente). El efecto de la edad solo se verifico en el volumen y la energia ingerida, al -
expresarse por kg de peso, siendo el grupo de mayor edad, el que tuvo una menor
ingesta de la preparacién y de energia, en guisos asi como en sopas. La relacion entre
el consumo de los guisos y 1a D.E. fue inversa y significativa. Los guisos de legumi-
nosa-cereal fueron consumidos por los preescolares en cantidades suficientes para
satisfacer sus demandas energéticas en un tiempo de comida, cuando estas preparacio-
nes aportaban 1.03 kcal/g (30/o de adicion de aceite). Labaja D.E. de las sopas, hizo
que estas preparaciones fueran inapropiadas para el consumo de este grupo etario.

Manuscrito modificado recibido: 18—7—88.

1 Cientificos del Departamento de Nutricién, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, Independencia 1027, Santiago, Chile.

2 Toda correspondencia y solicitud de reimpresos debe enviarse al Dr. Araya, a la
direccién citada.
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INTRODUCCION

El consumo de leguminosas forma parte de los habitos alimentarios de
las poblaciones de los paises en desarrollo, especialmente de los grupos de
nivel socioecondémico bajo (1, 2), cuya dieta esta formada por una propor-
cion importante de alimentos de origen vegetal: cereales, tubérculos y
leguminosas (3, 4).

Respecto a la utilizacion de las proteinas, las leguminosas y cereales
tienen cualidades nutricionales complementarias. En efecto, 1a proteina
de las leguminosas tiene una deficiencia de aminoacidos azufrados y una
alta concentracion de lisina; en cambio la de los cereales es deficiente en
lisina y proporciona un buen suministro de aminoicidos azufrados. En
un estudio clasico, Bressani y Elias (5) demostraron que, en una combina-
cion de frijol y maiz, la utilizacion biologica 6ptima se encontraba al com-
binar estos alimentos en una proporcion de 500/0 de proteina de maiz y
500/0 de frijol. De tal manera que las leguminosas constituyen un exce-
lente recurso alimentario para mejorar la calidad proteinica de las dietas
estructuradas esencialmente por cereales; éste es el caso de Chile, en que
las poblaciones pobres obtienen un 500/0 de su ingesta energética del
trigo (6). Por otra parte, es necesario enfatizar que en Chile, al igual que
en otros paises en desarrollo, existe la sabiduria de consumn' simultinea
mente las leguminosas con cereales.

Las leguminosas presentan también un alto aporte de proteinas que en
" algunos casos supera el 200/0, en circunstancias en las que, por ejemplo,
la dieta chilena muestra valores comprendidos entre 10 y 120/0 (6). Son
importantes también sus aportes de vitamina B, y B, asi como de minera-
les, calcio, hierro y zinc, por ejemplo, aunque en el caso de 1os minerales,
su biodisponibilidad es baja

Las formas de preparacién de las leguminosas varian de acuerdo al gru-
po etario que las va a consumir. Asi, el adulto las prefiere en forma de
grano entero y en el caso de los nifios preescolaresy lactantes mayores se
les ofrece en forma molida, ya sea como productos industrializados (sopas,
purées) o bien moliendo en el hogar la preparacion dirigida al adulto.

La combinacion de cereal-leguminosa tiene un alto contenido de almi-
dones, los que absorben agua en su estructura resultando preparaciones
voluminosas y de baja densidad energética y de nutrientes. Estas caracte-
risticas pueden condicionar una ingesta inadecuada de nutrientes y de
energia en aquellos grupos etarios con menor capacidad gastrica, como es
el caso de los preescolares (7, 8), y han sido propuestas como un factor
etiologico de la desnutricion de estos nifios en los paises en desarrollo (9,
10). Consecuentemente, es necesario evaluar en niiios preescolares, si son
capaces de consumir los guisos y sopas de leguminosas, preparados enla
forma habitual, para suplir sus requerimientos de energia y asi disponer
de informacion experimental para decidir en cuanto a su utilizacion enla
alimentacién de este grupo etario.

MATERIAL Y METODOS

Los sujetos del estudio fueron 30 preescolares de ambos sexos, con
edades comprendidas entre dos aiios y medio y cinco afios, que vivian en
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un hogar de menores de la ciudad de Santiago de Chile. Al comienzo del
estudio se realiz6 un examen fisico y clinico, mediante el cual se confirmo
que todos los nifios tenian un buen estado de salud.

Las caracteristicas antropométricas de los 30 preescolares al inicio del
estudio, agrupados por limites de edad, se detallan en la Tabla 1. Poste-
riormente, a cada nifio se le determiné el peso y la talla corporal cada
15 dias, aplicando las técnicas habituales.

TABLA 1

CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE 30 PREESCOLARES AL
INICIO DEL ESTUDIO, AGRUPADOS POR EDAD

Edad n Sexo Peso*® Talla*
(meses) Nifo Nifia (kg) (cm)
30 —41 13 10 3 13.3% 14 90.7% 3.3
42 —47 9 3 6 14015 92.6% 3.0
48 —60 8 5 3 16.8% 1.8 102.1£ 6.1
Total 30 18 12 14.1+ 21 95.1% 5.0

*  Valores promedio * desviacion estandar.

Los 30 niiios se dividieron en tres grupos de 10, similares en cuanto a
edad, sexo y caracteristicas antropométricas, a los que se les proporciond
la misma dieta en tres niveles de densidad energética.

Se estudi6 el consumo de tres guisos de leguminosa-cereal (lenteja-
arroz, frijol-spaghetti y garbanzo-arroz) y dos sopas de lenteja y frijol pro-
porcionadas en forma de sopa liquida (100/0 peso solido) y de purée
(160/0 peso solido). Dichas preparaciones formaban parte de la alimenta-
cion habitual de los 30 nifios incluidos en la investigacion, y se consumie-
ron como guiso principal del almuerzo, en forma alternada en 29 dias no
consecutivos, durante un periodo de 180 dias.

Cada uno de los guisos y sopas se estudio en tres diferentes niveles de
densidad energética (1, 11 y III), para lo cual se elabord, en cada caso, una
preparaciéon que contenia los mismos ingredientes en igual cantidad, a
excepcion del aceite. A las preparaciones correspondientes a la densidad
energética menor (I) se les adicioné 2.4 cc de aceite, a las de densidad
energética intermedia (II) 4.3 cc, y a las de densidad energética mayor
(II) 9 cc de aceite. Estas cantidades promedio fueron usadas tanto en
guisos como en sopas. '

El consumo de las preparaciones se determiné por pesada diferencial.
Los nifios fueron estimulados, pero no obligados, a comer los alimentos
servidos, y se les dio una cantidad extra de preparacion de leguminosas,
si ellos asi lo requerian. Los datos que se muestran corresponden solo al
consumo de la preparacion principal del almuerzo, ya sea guiso o sopa.
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El complemento de los guisos fue una porcion de ensalada que aporta-
ba 28 kcal y un postre, generalmente jalea, de 95 kcal. En el caso de las
sopas, se proporcioné una entrada de verduras surtidas con medio huevo,
cuyo aporte calorico era de 120 kcal y el postre, con un aporte de 95
kcal.

Las muestras de las preparaciones servidas fueron recolectadas, lleva-
das al laboratorio y homogeneizadas para hacer un analisis quimico proxi-
mal, en el que se determind el porcentaje de humedad, cenizas y lipidos
segin la AOAC (11), y de proteinas segiin el método Kjeldahl utilizando
el destilador Markham (12). El extracto no nitrogenado se obtuvo por
diferencia, y el contenido de energia se calculd utilizando los factores
Atwater.

La adecuacidén energética de las preparacwnes se determind de acuerdo
al requerimiento promedlo de energia, segin FAO/OMS/UNU 85 (13).
El aporte de energia que el almuerzo debia proporcionar se estimé en un

330/0 de ese requerimiento promedio. Este porcentaje se fundamentd en
la distribucion calorica recomendada por la Junta Nacional de Auxilio
Escolar y Becas (JUNAEB) 1984 (14).

Para el anilisis de los resultados se calculé promedio y desviacion es-
tandar y la significancia estadistica aplicando la prueba “t” de Student,
o analisis de varianza, de acuerdo a Snedecor y Cochran (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del anilisis quimico proximal de las preparaciones de
leguminosas y leguminosa-<cereal, y la proporcion en que se combinaron
estos alimentos, se aprecia en la Tabla 2. Las combinaciones de lenteja-
arroz y frijol-spaghetti mostraron una composicion similar; en cambio la
de garbanzo-arroz mostré6 menor humedad, mayor porcentaje de nutrien-
tes y un valor energético superior. Destaca también el alto porcentaje de
humedad de las sopas y su escaso aporte de nutrientes y de energia. Pak,
Vera y Ayala (16) por un lado, y Hudson, John y Paul (17) por el otro,
demostraron que el porcentaje de humedad era el factor principal que
condiciona el aporte de nutrientes y de energia de las preparaciones. El
andlisis de los resultados que figura en la Tabla 2 demostré la misma
tendencia.

Segiin se observa en la Tabla 3, el consumo promedio de los guisos
fue mayor que el de las sopasen aproxnnadamente 100 g, lo que significo
una diferencia en el aporte energético total de 150 kcal. Ambas diferen-
cias fueron estadisticamente significativas (P < 0.05). También se eviden-
ciaron diferencias significativas en los valores de volumen y energia con-
sumidos, expresados éstos por kg de peso.

Al comparar los distintos guisos entre si (Tabla 4) se observaron dife-
rencias s1gmﬁcat1vas (P < 0.001) en el consumo expresado como volumen
total, asi como en la ingesta de calorias totales, y de las calorias por kg
de peso. El guiso de frijol-spaghetti mostr6 el mayor consumo y mayor
ingesta energética, aun cuando no hubo diferencias significativas en los
valores de volumen por kg de peso. Esta situacion podria deberse a que
en la poblacion chilena, este guiso corresponde al de mayor consumo entre
las leguminosas. Asi, al estar ya incorporado a los habitos alimentarios,



TABLA 2

PROPORCION DE LEGUMINOSAS:CEREAL Y COMPOSICION QUIMICA PORCENTUAL*
DE LAS PREPARACIONES ESTUDIADAS

Preparaciones Proporcion Humedad Cenizas Proteinas Lipidos ENN#*** Energia
keal/100 g
Lenteja—Arroz 80:20 76.8 1.4 4.6 0.9 16.3 92.0
Frijol—Spaghetti 80:20 77.2 1.6 4.4 0.8 16.1 88.6
Garbanzo—Arroz 80:20 65.7 1.7 5.2 2.1 25.3 140.9
Sopa liquida de leguminosa** 88.5 14 2.3 0.9 6.9 45,2
Sopa purée de legllnﬁnosa** 85.1 1.6 2.9 1.0 9.4 58,5

* Valores promedio (g/100 g).
**  Valores promedio de lenteja y frijol.
#¥* ENN = Extracto no nitrogenado.

2 'ON (6861 ‘'OINNI) XIXXX TOA
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TABLA 3

CONSUMO DE PREPARACIONES Y DE ENERGIA DE LOS
30 PREESCOLARES ESTUDIADOS

Preparacion Volumen* Energia*

(8 (g/kg) (kcal) (kcal/kg)
Guisos 311.9 +184 21.2+13 287.5 +25.3 19.6 + 1.7
Sopas 2229 + 6.3 14.8 + 0.7 138.0 + 7.0 9.3 +05

*  Valores promedio * desviacion estandar.
Significancia estadistica. Pruéba “t” de Student, guisos vs sopas en:

Volumen total P < 0.05.

Volumen/kg P <0.05.
Energia total P <0.05.
Energia/kg P <0.05.

TABLA 4

VOLUMEN CONSUMIDO E INGESTA ENERGETICA DE LAS
DIFERENTES PREPARACIONES

Preparaciones Volumen* Energia*
(®) (&/kg) (kcal) (kcal/kg)

Guisos:

Lenteja-Arroz 290.6 +:16.7 189+ 2.7 265.9 £19.2 18.3+ 2.6
Frijol-Spaghetti 335.5+20.8 229133 323.1+32.2 21935
Garbanzo-Arroz 309.5£65.5 20.9%t49 273.6 £53.7 18.9+3.9
-Sopas:

Liquida de leguminosa  229.2+17.9 154%23 131.0 £34.7 8.8%125
Purée de leguminosa 216.6 £+30.8 14.1*2.1 144.9*26.5 9.7+ 20

*  Valores promedio * desviacion estandar.
Significancia estadistica. Analisis de varianza (una direccion), efecto del tipo de

preparacion en:

Guisos. Volumen total P < 0.001.

Volumen/kg N.S.

Energia total P < 0.001.
Energia/kg P <0.001.

Sopas:

Volumen total N.S..
Volumen/kg N.S.
Energia total  N.S.
Energia/kg N.S.
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tuvo mayor aceptabilidad. En relacion a las sopas, se observd que los
nifios consumieron un poco mis de las de consistencia liquida, aunque el
aporte energético total fue menor que las de consistencia purée; sin em-
bargo, ninguna de estas diferencias fue significativa.

El efecto de la edad de los nifios en el consumo de guisos y sopas se
ilustra en la Tabla 5. Segin se aprecia, no se verificaron diferencias signi-
ficativas en el volumen y las calorias totales ingeridas, probablemente
porque, independientemente de la edad, la oferta era similar. Consecuen-
temente, los nifios de mayor edad (48 a 60 meses) y por lo tanto de mayor
peso, tuvieron un consumo de la preparacion y de energia por kg de peso,
significativamente menor. Los resultados sugieren que los nifios mayores
no pidieron repeticién para compensar esta menor ingesta por kg de peso.
Este hecho podria indicar que los preescolares, aunque difieran en edad,
tienen una capacidad gaistrica similar, o bien que, en los nifios mayores, la
aceptabilidad de las preparaciones no fue buena.

Los resultados descritos en la Tabla 6, muestran que el grupo que con-
sumio los guisos de menor densidad energética, presenté el mayor consu-
mo de éstos, no obstante la menor ingesta calorica. Estos resultados
siguen la misma tendencia que la observada por Araya, Veray Pak (18) al
estudiar el consumo de preparaciones, por preescolares, en un tiempo de
comida. Con respecto a las sopas, los niiios a los que se les ofrecio las de
densidad energética mas baja, presentaron un consumo levemente mayor
que los otros grupos, pero no significativo. Por esta razon las diferencias
en el aporte caldrico total y por kg fueron altamente significativas (P <
0.001).

Con respecto a la adecuacion energética, se ha establecido que el
almuerzo deberia cubrir un 330/0 del requerimiento energético diario.
Si se considera la edad, los guisos contribuyeron al aporte de energia del
almuerzo, con limites comprendidos desde 55.40/0 para los nifios de ma-
yor edad hasta 620/0 para el grupo de menores, y las sopas, desde 24.8
hasta 30.30/0 (Tabla 5). Los menores porcentajes de adecuacion energé-
tica correspondieron, tanto en guisos como en sopas, al grupo etario de
mayor edad (48-60 meses) que consumié preparaciones con la menor
densidad energética. Como era de esperar, la mejor adecuacion energética
la present6 el grupo de nifios de menor edad que consumieron las prepa-
raciones con la densidad energética mas alta.

La adecuacion energética fue mejorando a medida que aumentaba la
densidad energética de la preparacion. En los guisos, fluictué desde
$7.00/0 para el grupo I, hasta 63.10/0 para el grupo III, y las sopas cu-
brieron desde 21.8 hasta 35.50/0 de un almuerzo completo (Tabla 6).

Los resultados demuestran que los guisos de leguminosas con la
adicion de 390/o de aceite (grupo III), pueden ser una importante fuente
energética y de algunos nutrientes en la alimentacion del preescolar,
especialmente en aquéllos de menor edad. Estos nifios son capaces de
consumirlos en las cantidades adecuadas para lograr un porcentaje satis-
factorio de adecuacién energética. Estas observaciones contradicen lo
comunicado por diferentes autores (19, 20), los que coinciden en afirmar
que los alimentos vegetales, como las leguminosas y cereales, no son
apropiados para satisfacer las demandas energéticas y de nutrientes de
los preescolares, a causa de su alta voluminosidad. Es posible que las
observaciones que han conducido a considerar a las leguminosas y a los



TABLA 5

EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL CONSUMO, INGESTA DE ENERGIA Y ADECUACION ENERGETICA
DE GUISOS Y SOPAS

Preparacion Edad Volumen#* Energia* Adeeuacion **

(meses) ® (g/kg) (kcal) (kcal/kg) energética
_(%/0)

30—41 304.9 +38.7 22.5+ 4.1 279.2+ 40.3 20.5* 3.6 62.0

Guisos 42 —417 308.3 +53.4 21.2+ 3.8 293.0+ 53.7 20.1+ 3.8 58.9
48—60 3271.3 £317.3 19.1+ 26 300.1+ 35.5 17.5+ 2.9 55.4
30—141 291.1 £18.1 15.8% 1.9 131.2+ 28.1 9.5+ 3.1 29.1

Sopas 42—417 227.4 +12.4 15.4 +3.9 150.7+ 33.3 10.2x 2.2 30.3
48—60 215.8 £27.3 12.4+ 2.1 1346+ 31.0 7.8+ 2.2 24.8

*  Valores promedio * desviacion estandar.
Significancia estadistica. Analisis de varianza (una direccion), efecto de la edad en:

Guisos: Volumen total N.S. Sopas: Volumen total N.S.
Volumen/kg P <0.01 Volumen/kg P <0.001
Energia total N.S. Energia total N.S.
Energia/kg P <0.01. Energia/kg P < 0.01.

** En relacion al requerimiento energético del aimuerzo
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TABLAG6

EFECTO DE LA DENSIDAD ENERGETICA (D.E.) SOBRE EL CONSUMO, INGESTA DE ENERGIA Y ADECUACION
ENERGETICA DE GUISOSY SOPAS

Grupos de D.E.* Volumen* _ Energia Adecuacion¥*
D.E (keal/g) (8) (g/kg) (keal) (keal/kg) energética

(/o)
Guisos: I 0.85% 0.1 329.9 +36.8 22.1+4.4 275.8+ 30.3 18.4+ 3.7 57.0
I 0.94 + 0.6 307.1 £42.6 21.8+3.4 282.8+ 43.2 20.2+ 3.3 58.4
11 1.03 £0.9 298.1 46.5 19.8 £3.5 305.4% 54.1 20.2* 3.9 63.1
Sopas. I 0.4710.1 228.6 *31.0 146 £2.5 105.4% 123 6.9 1.4 21.8
I 062+0.1 222.4 £15.9 15.5 *1.6 136.8% 14.2 9.6+ 1.1 28.3
111 0.80+0.1 217.7+ 27.4 14125 1717+ 21.2 11.2*+ 1.9 35.5

*  Valores promedio * desviacion estandar.
Significancia estadistica Analisis de varianza una direccion), efecto de la densidad energética en:

Guisos:

*% En relacion al requerimiento energético del almuerzo.

‘Volumen total
Volumen/kg
Energia total
Energia/kg

P <0.05.
P < 0.05.
P <0.05.

Sopas:

Volumen total N.S.
Volumen/kg
Energia total
Energia/kg

N.S.

P < 0.001.
P < 0.001.
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cereales como alimentos poco apropiados para la alimentacion del prees-
colar, hayan sido hechas con alimentos preparados en forma de sopas o
purées. En estas preparaciones la absorcion de agua es mayor y, por lo
tanto, la voluminosidad de éstas aumenta en comparacion con las prepara-
ciones que llevan el grano entero, tal como se ofrecieron los guisos en este
estudio. El aumentar la densidad energética mediante la adicion de aceite
podria solucionar el problema (7, 8), pero los resultados obtenidos por no-
sotros demuestran que a pesar del elevado porcentaje de aceite agregado a
las sopas (59/0), no se alcanz6 a cubrir los requerimientos energé ticos de
los preescolares, en un tiempo de comida. Oftra alternativa de solucion es
la disminucion del porcentaje de humedad de las sopas, o que traeria
como consecuencia un aumento de la consistencia, hecho que produciria
un menor consumo por parte de los preescolares (7, 21).

El presente trabajo constituye una contribucion necesaria que demues-
tra la importancia de las leguminosas en la alimentacion de los nifios en
edad preescolar. Existe la prictica de proporcionar las leguminosas a los
nifios pequeiios, en forma de sopa o bien moliendo el grano hasta obtener
la consistencia de puré, suponiendo que el nifio no esta capacitado para
consumir las preparaciones que llevan el grano entero. Sin embargo, los
resultados de este estudio sugieren claramente que las preparaciones de
leguminosas en forma de sopas o purées, no son nutricionalmente adecua-
das para ese grupo etario, y que los guisos de leguminosas tradicionales
tienen una alta aceptabilidad, por lo que son recomendables para su ali-
mentacion. Es importante destacar que se requiere de la adicion de una
cantidad de aceite para incrementar la densidad energética a valores cerca-
nos a 1 kcal/g. '

Conviene también enfatizar que la informacion sobre consumo de le-
guminosas descrita en este trabajo, se ha generado del estudio de las pre-
paraciones tradicionales que forman parte de los habitos de la alimenta-
cion chilena. Es, pues, necesario realizar estudios de este tipo en otros
paises latinoamericanos con distintas realidades alimentarias, para reco-
mendar las formas mas apropiadas de consumo de leguminosas a los nifios
preescolares de 1a Region.

SUMMARY

LEGUME CONSUMPTION IN PRESCHOOL CHILDREN: EFFECT OF ENERGY
DENSITY AND TYPE OF PREPARATION

The objective of this study was to evaluate the effect of the energy density
(E.D.), children’s age and type of meals on the consumption of dishes based on le-
gumes and its combination with cereals by preschool children, for the purpose of
defining if they were adequate for preschool children’s feeding. Thirty children aged
2 to 5 years old who lived in a foster home, were assigned to three experimental
groups. Each group was formed by 10 children. Twenty-nine meals were offered to
all groups, differing in their energy density: 0.85, 0.94 and 1.03 kcal/g in dishes of le-
gumes and cereals, and 0.47, 0.62 and 0.80 kcal/g in soups. The study was conducted
during 29 non-consecutive days throughout a period of 80 days. Food consump-
tion of each child was determined by differential weighing. Food and energy con-
sumption of the legume-cereal dishes was significantly higher than those observed in
the case of soups (312 vs 223 g and 288 vs 138 kcal, respectively). The effect of age
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was verified only when the volume and energy intake was expressed by kg of body
weight, being the group with the highest age which showed the lowest food and energy
intake, either in dishes or in soups. The relationship between meal consumption and
E.D. was significanty inverse. Dishes based on legume-cereal were consumed by pre-
school children in sufficient amounts to satisfy their energy requirements in one meal,
when these meals have an E.D. of 1.03 kcal/g (30/0 of added oil). The low E.D. of soups
conditioned the fact that these meals were inadequate for the feeding of this age group.
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RESUMEN

De desarrollé un alimento infantil en base a 27.50/0 de harina de trigo candeal,
200/0 de harina de lupino dulce y 200/0 de leche en polvo con 180/0 M.G., agregado
de vitaminas y minerales, sometiendo las harinas a un tratamiento de coccion-extru-
sion, .

El anilisis quimico proximal revelo que los resultados encontrados tanto en ma-
terias primas como en la mezcla de lupino-trigo-leche (LTL), concuerdan con los valo-
res informados por otros autores., El analisis de aminoacidos de harina de lupino,
mostrd un bajo contenido en aminoacidos azufrados, a la vez que la harina de trigo
candeal evidencio su deficiencia en lisina. La mezcla final (LTL), parece ser suficien-
te en todos los aminoacidos esenciales, excepto los azufrados. Las harinas de trigoy
de lupino acusaron valores de PER de 1.3 y 1.7 respectivamente.

La calidad biologica de la proteina medida como PER dio un valor de 2.6 parala
mezcla LTL, y 2.8 para la proteina control (huevo en polvo). La proteina de lamez-
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cla LTL mostrd una digestibilidad tan alta como la del huevo (85.69/0 y 85.00/0,
respectivamente). :

Los resultados obtenidos demuestran la factibilidad de emplear el proceso de coc-
.cion-extrusion en una formula de lupino-trigo y leche en las proporciones seiialadas,
como una nueva alternativa para el uso del lupino dulce en Ia alimentacion humana,
especialmente en programas alimentarios destinados a preescolares y escolares.

INTRODUCCION

En el area de 1a produccion de alimentos de buena calidad nutricional
y bajo costo, hace ya alglin tiempo. que se viene proponiendo el uso de
mezclas proteinicas que, con una tecnologia que puede ser de costo relati-
vamente bajo, puedan emplearse para satisfacer las necesidades alimenta-
rias de grandes grupos de poblaciones.

El lupino dulce (Lupinus sp) surge como una nueva alternativa en la
elaboracion de este tipo de alimentos, a juzgar por los avances que han
tenido las investigaciones sobre esta leguminosa. Ello pemmite, por lo
tanto, considerarla cada vez mis con mejores expectativas en la alimenta-
cion humana (1).

Las semillas de los lupinos dulces tienen concentraciones de alcaloides
inferiores a 0.090/0 y no presentan problemas de toxicidad (2, 3).

La semilla de lupino tiene caracteristicas nutricionales valiosas para la
alimentacion humana, por su alto contenido proteinico y de icidos grasos
insaturados (4-6).

Es importante sefialar que no se han detectado niveles significativos
de factores antinutricionales en la semilla de lupino (4), como ocurre en
el caso de la soya (7).

La coccion-extrusion es una tecnologia conveniente para tratar térmi-
camente los materiales crudos de origen vegetal, debido a que gelatiniza
los almidones, desnaturaliza los inhibidores de crecimiento, mejora la
digestibilidad y las caracteristicas funcionales. Los costos de mantencion
y de operacion resultan ser mis bajos que otros métodos conocidos de
coccion industrial (8).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una mezcla proteinica
compuesta de trigndupino dulce sometida a coccidon-extrusion y leche,
como una alternativa a los programas alimentarios destinados a preescola-
res y escolares.

MATERIAL Y METODOS

La harina de lupino dulce (L. albus cv Multolupa) (HL) se obtuvo del
“Campo Experimental Semillas Baer’” de Gorbea (Temuco, Chile). La
harina de trigo candeal (Triticurn durum) (HTC), y los otros ingredientes
necesarios para la formulacion de la mezcla, fueron adquiridos en el mer-
cado local. La adicion de vitaminas y minerales se realizo segiin Ia Norma
Chilena para este tipo de alimentos (9). La composicién de la mezcla
lupino-trigoleche (LTL) se muestraenla Tabla 1.

" Se prepar6 una premezcla de harinas de lupino y trigo (1:1.375) la
que se homogeneiz6 en una mezcladora de cinta con velocidad fija de
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TABLA 1

COMPOSICION DE LA MEZCLA LUPINO—TRIGO—LECHE (LTL)
PROPUESTA COMO ALIMENTO INFANTIL

Ingredientes Porcentaje (0/0)
Harina de lupino 20
Harina de trigo candeal 215
Leche en polvo 189/0o M.G. 20
Sacarosa 23
Aceite (estabilizado) de maravilla 4
Cacao en polvo 4
Vitaminas y minerales 1.5
Vitaminas

Tiamina (clorhidrato) 0.15 mg
Riboflavina 0.2 mg
Vitamina B, , (cristales) 2 mcg
Niacina (niacinamida) 2 mg
Acido folico 0.2 mg
Acido ascorbido 20 mg
Retinol (palmitato hidrosoluble) 1,500 UI
Calciferon 400 U1
Minerales

Yoduro de potasio 10 mcg
Calcio precipitado liviano (CaCog) 03 g
Sulfato ferroso 10 mg

36 rpm. Se agregaron los antioxidantes BHT y acido citrico en propor-
cion de 0.19/0 cada uno, en base al contenido de materia grasa de la
mezcla a extruir. La extrusion se hizo en un equipo Wenger X-25, hasta
lograr 100 kilos de material extruido. El extrusor acondicionado para el
proceso se alimentd con la premezcla a velocidad de 3,500 g por minuto;
la humedad aplicada uniformemente fue de 150/0; la temperatura de
extrusion fue de 145-1500C y la matriz Wenger utilizada constaba de dos
orificios de 1/4 de pulgada. Los pellets resultantes se secaron sobre ban-
dejas a temperatura ambiente de 220C. Posteriormente se molieron, pri-
mero en un molino Rietz con mallas de 0.23 pulgadas, y después a grano
fino, en un molino de piias Alpine-Kolloplex, Modelo P 16.

Finalmente, se agrego el resto de los ingredientes en una mezcladora
de cinta con velocidad de 36 rpm. Paralograr la emulsificacion adecuada
del aceite adicionado a la mezcla final, se agregd 0.250/0 de lecitina de
huevo en polvo por cada 100 g de aceite.

Las materias primas y la mezcla LTL se sometieron a un andlisis qui-
mico proximal que“incluyé: humedad, cenizas, fibra cruda, proteina y
extracto etéreo por métodos aprobados (10). El extracto no nitrogenado
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se obtuvo por diferencia y el contenido energético por los factores de
Atwater (4-9-4 para proteinas, lipidos e hidratos de carbono, respectiva-
mente).

La composicion aminoacidica, se determindé en una muestra hidroli-
zada con HC1 6 ¥ a 1100C por 22 horas. El hidrolizado se cromatografié
en un analizador automatico de aminoacidos Hitachi Perkin Elmer, Mode-
lo KLA-3B, que trabaja en base al principio de Spackman, Stein y Moore
(.

La calidad bioléogica de la proteina de la harina de lupino, de harina de
trigo candeal y de 1a mezcla LTL, se midid por el método de la razon de
eficiencia proteinica (PER), de acuerdo al procedimiento de Chapman,
Castillo y Campbell (12). En este estudio se utilizaron 10 ratas de 21-23
dias de edad por tratamiento, las que se alojaron en jaulas metilicas indi-
viduales con fondo cribado. Los animales recibieron agua y dieta ad
libitum durante cuatro semanas. La proteina en estudio se incorporo en
la dieta al 100/0. Las dietas experimentales eran isoproteinicas e isocalo-
ricas. Los animales se pesaron cada siete dias y se registr6 su ingesta;
como patron se utilizd6 huevo en polvo. La composicion de las dietas
experimentales se detalla en la Tabla 2. Los ingredientes proteinicos,
lupino, trigo y leche se presentan en forma conjuntay se le ha denomina-
do premezcla LTL.

Se determin6 también la digestibilidad aparente de la proteina de
lupino, harina de trigo y de la mezcla LTL, para lo cual se recolectaron
las deposiciones de cada rata durante las ultimas tres semanas del ensayo
bioldgico. En alicuotas de la muestra se determind el contenido de nitro-
geno segin el método de Kjeldahl (10). Para el cilculo de este parimetro
se utilizo6 la formula:

I1-F
I

D = x 100

en la que I y F representan al nitrogeno ingerido y fecal, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 3 muestra los resultados del andlisis quimico proximal de
cada una de las materias primas y de la mezcla LTL propuesta como ali-
mento infantil. Los resultados en las materias primas concuerdan con los
valores encontrados por otros investigadores (5, 13).

Respecto a la mezcla se puede sefialar que su bajo contenido de hu-
medad (4.60/0), asegura estabilidad quimica y microbiologica al produc-
to, bajo condiciones de envasado y almacenamiento estindares (14). El
contenido caldrico (427 kcal por 100 g) y el de proteina (18.70/0) son
superiores al minimo exigido en las Normas Chilenas para este tipo de
alimentos infantiles (9).

En la Tabla 4 se observa el contenido de aminoacidos de las materias
primas empleadas y en la mezcla LTL comparada con el patron FAO/
OMS 1973. La harina de lupino muestra claramente un bajo contenido
en amino4cidos azufrados, caracteristico de las leguminosas (6), acusando
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TABLA 2

COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES DE HUEVO (1),
MEZCLA DE LUPINO—TRIGO—LECHE (2), HARINA DE TRIGO (3)

Y HARINA DE LUPINO (4)
Dietas
Ingredientes (gramos) 1 2 3 4
Huevo en polvo 19.7 - - -
Harina de lupino - - - 27.2
Harina de trigo candeal - - 64.1 -
Premezcla LTL* - 37.8 -~ -
Aceite de girasol 15 5.6 1.5 6.8
Mezcla vii,aminicaa 1.0 1.0 1.0 1.0
Minerales 4.0 4.0 4.0 4.0
Celulosa no nutritiva® 5.0 4.6 47 42
Maicena 68.8 30.9 18.7 56.8
Sacarosa - 16.1 - -
*  Premezcla LTL: lupino, trigo y leche: 1:1.375:1 .
a Seginref, 12,
b USP XVIIL ICN Phammaceutical. INC Life Sciences Group. Cleveland, Ohio.
¢ Alphacel ICN. Phammaceutical. INC Life Sciences Group. Cleveland, Ohio.
TABLA 3
COMPOSICION QUIMICA DE LAS MATERIAS PRIMAS Y DEL ALIMENTO
INFANTIL (LTL)
Material Humedad Proteinas Extracto Fibra Cenizas ENN?
etéreo cruda
Harina de lupino 6.1 38.4P 131 34 3.8  85.2
Harina de trigo candeal 7.8 15.2¢ 4.0 1.0 2.2 69.8
Leche (180/0 M.G.) 2.7 28.64 17.5 - 87 445
Cacao en polvo 4.1 26.59 119 5.2 8.1 442
LTL 4.6 18.7° 125 10 33 599
* Calorias LTL: 427 kcal/100 g,
a  Por diferencia.
b Nx6.25.
¢ Nx5.7.
d Nx6.38.



146 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
TABLA 4
COMPOSICION AMINOACIDICA DE LAS MATERIAS PRIMAS, DE LA

MEZCLA LTL SUGERIDA COMO ALIMENTO INFANTIL, Y
COMPARACION PATRON FAO/OMS (1973)

Aminoécidos HL! HTC? LTL? Patron*
mg aminoacidos/g N

Esenciales

Isoleucina 256 169 262 250

Leucina 268 377 446 440

Lisina 269 142 338 340

Metionina 31 67 66

Cistina 5 110 42 220

Fenilalanina 244 644 238

Tirosina 300 164 209 380

Treonina 256 155 211 250

Triptofano - - - 60

Valina 225 244 285 310

No esenciales

Acido aspartico 594 284 495

Acido glutamico 1350 1911 1377

Alanina 206 202 297

Arginina 573 316 513

Glicina 225 205 177

Histidina - - -

Prolina 269 578 516

Serina 306 328 305

1 FAO/OMS (1973); HL = Harina de lupino.

2 HTC = Harina de trigo candeal.

3 LTL= Lupino, trigo, leche (sugerido como alimento infantil).
4

un contenido de cistina dos veces mayor que el de metionina. La combi-
nacion de estos dos aminoicidos se perfila también como el primer
limitante, comparado con las recomendaciones descritas. En cuanto ala
harina de trigo candeal, ésta presenta una marcada deficiencia en lisina,
comin a todos los cereales, pero también es limitante en treonina, metio-
nina + cistina, isoleucina y valina. Al parecer, la mezcla LTL es suficiente
en todos los aminoacidos esenciales, excepto los azufrados, en relacion
con el patron. La deficiencia de un 500/0 de metionina + cistina, podria.
deberse a una destruccién parcial de estos aminoacidos durante el proceso
de hidrolisis en la determinacion quimica (15).

El valor de PER para la dieta con la mezcla LTL fue de 2.6 vs 2.8 para
la proteina control, no habiendo diferencia significativa (P > 0.05). La
baja calidad de las proteinas de lupino y trigo candeal individualmente s¢
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confirmo en este estudio (PER 1.7 y 1.3, respectivamente), y los dos si
difieren significativamente de la proteina control (P < 0.01). Otros inves-
tigadores han comunicado valores similares para lupino (4-6). El aumento
en el valor de la eficiencia proteinica de la mezcla LTL, se explica porel
mejoramiento del computo aminoacidico de 1a mezcla, ya que el lupino y
la leche hacen una importante contribucion de lisina al cereal.

Debe destacarse la alta digestibilidad de l1a proteina de la dietaconla
mezcla LTL, que resultoé ser igual a 1a del patron de huevo (Tabla 5).

TABLA 5

CALIDAD BIOLOGICA DE LA PROTEINA DE LA MEZCLA LTL, HARINA DE
LUPINO (HL) Y HARINA DE TRIGO CANDEAL (HTC), MEDIDA COMO
RAZON DE EFICIENCIA PROTEINICA (PER) Y DIGESTIBILIDAD

Ganancia de Ingesta :
Proteina peso PER Digestibilidad
g g
LTL 1119 +17.1* 436.8 £39.2* 261022 856%6.2%
HL 63.9 + 89 355.4 1234 1.7+03? 81524
HTC 279 + 7.2 206.4 +34.4 13102 71.8*17.8

Huevo en polvo 85.9 +17.4 295.7 +37.9 2.8+ 043 85.0+24

Peso inicial ¥ =533 g+23 g
Las letras distintas indican diferencias significativas (P < 0.05). v
*  Los valores estan expresados como media aritmética + desviacion estandar.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la calidad nutri-
cional de este alimento infantil en polvo, en base a lupino dulce y trigo,
encuadra dentro de las Normas Chilenas y del Codex Alimentario FAOQ/
OMS (16), y podria ser utilizado para incluirlo en programas de alimenta-
cion destinados al nifio preescolar y escolar. El empleo de mezclas pro-
teinicas en base a mezclas de proteinas vegetales, con o sin leche, ha sido
un procedimiento aplicado frecuentemente en diversas regiones del
mundo y, especialmente en América Latina. Un ejemplo relevante ha sido
el caso de la Incaparina en Guatemala. Para el éxito de los programas
respectivos es muy importante que se utilicen recursos locales con el obje-
to de mantener bajo el precio de los productos desarrollados. Aquellos
paises en los que se cultiva la soya, tienen a su favor un producto de exce-
lente calidad proteinica y calérica. En cambio, aquéllos que no disponen
de soya pueden emplear otras fuentes de proteina vegetal, las que en com-
binaciones adecuadas dan origen a productos de excelente valor nutritivo.
Tal es el caso de Chile, donde el lupino dulce constituye un recurso con
gran potencialidad de expansion que podria reemplazar sin desmedro a la
soya, en la formulacién de alimentos para preescolares y escolares, asi
como también en suplementos proteinicos para embarazadas y nodrizas.
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SUMMARY

DEVELOPMENT AND CHEMICAL AND NUTRITIONAL EVALUATION
OF AN INFANT FOOD BASED ON SWEET LUPIN, WHEAT AND MILK

This paper deals with the development of a food for infants and young children
based upon a mixture of 27.50/0 wheat flour, 209/0 sweet lupin flour and 200/o
powdered milk (GL) (189/o fat content) with added vitamins and minerals. The blend
of wheat and lupin flour was processed in an extrusion~cooker (Wenger X 25) before
mixing with the other ingredients.

The proximate chemical analysis performed on the wheat-lupin-milk blend (LTL)
showed 18.79/0 protein and 12.50/0 fat with a calculated caloric value of 427 kca/
100 g. Amino acid analysis indicated a deficiency of methionine + cystine and of
threonine in the blend. Nevertheless, studies with rats on the biological quality of the
protein, such us protein efficiency ratio and apparent digestibility, revealed that this
blend was as good as the reference diet (powdered egg). It is therefore felt that the
LTL blend may be a useful substitute in food programs directed to infants and school
children.
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PROTEINAS DE LUPINO DULCE (Lupinus luteus, var. Aurea/
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RESUMEN

Las investigaciones de indole nutricional realizadas en la harina de lupino en
Chile, han motivado el tener un conocimiento mas a fondo de las proteinas de esta le-
guminosa. Las especies sometidas a estudio fueron Lupinus luteus var, Aurea/Weico y
Lupinus albus var. Multolupa. A estas especies se les extrajeron y fraccionaron las
proteinas, determinindose la distribucion porcentual de globulinas y albiminas. Las
semillas descascaradas, previo analisis proximal, se molieron, desgrasaron y extrajeron
sucesivamente con agua destilada a un pH de 5.0, con solucion amortiguadora de
fosfato 0.05 M, pH 8.5. Las proteinas extraidas se determinaron segin el método de
Lowry simplificado. Las globulinas (pH 8.5) de ambos lupinos se filtraron por Sepha-
dex G-100 y las del L. albus se filtraron ademas por Sephadex G-150; a las fracciones
colectadas se les midio la absorbancia a 280 nm. Las semillas descascaradas (SD) de
L. luteus y de L. albus evidenciaron un contenido de proteinas de 58.2 y 41.09/o,
respectivamente.
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Como resultado del anilisis de las proteinas extrafdas de harina desgrasada, el L.
Juteus mostrd un 17.00/o de albiminas y 58.49/o de globulinas; en cambio, el L.
albus presentd un porcentaje mas alto de albumina (55.60/0) y globulinas (31.50/0).
A su vez la filtracion de los globulinas por el Sephadex mostrd en ambas especies de
lupino un pico I preponderante, el cual en el L. /uteus correspondio a 55.00/0y en el
L. albus a 84.19/0 del contenido total de globulinas.

De lo anterior, es posible concluir que la semilla descascarada de L. luteus acusa
un 42.00/o mas de proteina que 1a semilla de L. albus. La metodologia aplicada sefiala
un predominio de las globulinas sobre las albiiminas en el L. lufeus; no asi en el L.
albus, donde el porcentaje de albiminas es mayor.

INTRODUCCION

El consumo de leguminosas de granc asegura un aporte de calorias y
proteinas que adquiere mas relevancia en los paises en desarrollo, ya que
ayuda a cubrir los requerimientos nutricionales humanos (1).

En Chile, aparte de las leguminosas tradicionales (poroto, Ienteja, arve-
ja y garbanzo) se ha introducido el cultivo del lupino dulce que por su
resistencia al frio, se puede cultivar en la zona sur del pais (desde Nuble
hasta Osorno) donde por razones-de clima y suelo, no prosperan otras
leguminosas (2).

En los altimos afios se han realizado numerosas investigaciones ten-
dientes a conocer las posibilidades de utilizacion del lupino dulce, tanto
en la alimentacion humana como animal. Diversos autores han informado
acerca de las caracteristicas del cultivo, composicion quimica, toxicidad y
valor biolégico de esta leguminosa (3-8). Sin embargo, se nota una defi-
ciencia en lo que respecta a la caracterizacion de las proteinas en lo que a
la relacion con el fraccionamiento y separacion de esta molécula concier-
ne. De ahi que los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Lograr un mayor conocimiento de las proteinas constituyentes de dos
especies de lupino dulce cultivados en Chile.

2. Establecer mediante el fraccionamiento de las proteinas, la distribu-
cion porcentual de globulinas y albiminas.

MATERIAL Y METODOS

Las semillas de lupino dulce analizadas en el presente estudio corres-
pondian a dos especies (L. luteus var. Aurea/Weico y L. albus var. Multo-
lupa), procedentes del Campo Experimental Semillas Baer de Gorbea,

X Region.

Se efectu6 un analisis proximal (humedad, cenizas, proteinas, extracto
etéreo y fibra cruda) segiin los métodos establecidos por 1a AOAC (9), a
las semillas de lupino enteras y descascaradas en forma manual.

. En la Figura 1 se esquematiza el método seguido para extraer y frac-
clonar las proteinas de ambas especies de lupino. Se inicid 1a extraccion
con las semillas descascaradas, molidas y desgrasadas en Soxhlet con n-
pentano (p. eb. 36.10C). La molienda se llevé a cabo en un molino
Thomas-Wiley provisto de criba No. 80.
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Semillas de lupino
Descascarado
Molienda
Harina
Desgrasado
Harina desgrasada

Harina desgrasada + Agua + Agitacion

Centrifugacion Sobrenadante (albiminas)

Sedimento + Solucion amortiguadora + Agitacion
Centrifugacion
Sobrenadante (globulinas)

Filtracion por Sephadex

FIGURA 1

Diagrama de extraccion y filtracion de proteinas de lupino

Extraccion de Proteinas

Las albiiminas se separaron por centrifugacion. Para ello, 1a harina
desgrasada se adicioné con agua destilada pH 5.0 en la proporcion 1:20
(p/v), y se agitd una hora en agitador Vortex (10). Luego la suspension se
centrifugd por 30 min a 10,000 rpm. en una centrifuga MSE High Speed
18. A continuacidn se retiré el sobrenadante cuidadosamente y las pro-
teinas contenidas en él se determinaron por el método de Lowry simplifi-
cado (11).

Para la separacion de las globulinas el sedimento de la centrifugacion
anterior se suspendié en solucion amortiguadora de fosfato 0.05 M, pH
8.5 en la proporcion 1:20 (p/v) y se agitoé durante una hora, centrifugin-
dose a 10,000 rpm durante 30 minutos (12). Las globulinas extraidas se
determinaron segin el método de Lowry simplificado (11).

Filtracion por Sephadex
Del extracto de globulinas, se tom6 una alicuota de 2 ml, la que s€

filtr6 a través de columna Sephadex G-100 (2 x 60 cm) equilibrada con
solucion amortiguadora de fosfato 0.05 M, pH 8.5. Esta misma solucion
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amortiguadora se empleo para eluir las globulinas, colectindose 50 fraccio-
nes de 3 ml cada una, que se leyeron a 280 nm en espectrofotometro
Perkin-Elmer Coleman 124. Las lecturas de absorbancia se graficaron
versus el niimero de fraccion. Ademds, las fracciones correspondientes a
cada pico se mezclaron para determinar su contenido de proteina (11).
El Sephadex G-100 fracciona proteinas globulares que van desde un peso
molecular de 4,000 hasta 150,000 (13).

Dado que el fraccionamiento de las globulinas del Lupinus albus var.
Multolupa no fue suficientemente concluyente, se realizé una nueva filtra-
cion del extracto de globulinas de esta especie. Se utilizé una columna de
Sephadex G-150 (2 x 80 cm) equilibrada con una solucion amortiguadora
de fosfato 0.05 M, pH 8.5. Se colectaron 100 fracciones de 3 ml cada una
y se leyd su absorbancia a 280 nm. En este ensayo a cada fraccion colec-
tada se le determiné el contenido de proteina (11). El Sephadex G-150
fracciona proteinas globulares cuyo peso molecular cubre desde 5,000
hasta 400,000 (13).

Andlisis Estadistico

Cada unidad experimental se eligié al azar y consistiéo en 250 g de se-
millas de lupino de ambas especies. Se hicieron cuatro repeticiones, y las
posibles diferencias entre las especies para cada variable se midieron a
través de la prueba “t”’ de Student para la diferencia de medias, y pruebas
Z de comparacion entre proporciones para los resultados expresados en
porcentajes (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 expone la composicion quimica proximal de las dos espe-
cies de lupino dulce, en el cual se destaca el alto contenido de proteinas de
esta leguminosa, hecho que coincide con lo informado por Rosa (15), Hill
(16) y Aguileray Trier (17).

En cuanto al extracto etéreo, se puede observar que a un mayor por-
centaje de éste, menor el porcentaje de proteinas (12.90/0 vs 33.40/0 y
5.60/0 vs 45.80/0) en el Lupinus albus y Lupinus luteus, respectivamente.

El fraccionamiento de las proteinas (Tabla 2) revel6 una distribucién
de 170/0 para albliminasy 58.40/0 para globulinas en el L. luteus. A dife-
rencia del caso anterior, el L. albus acusé un mayor contenido de albimi-
nas (55.69/0) y un menor contenido de globulinas (31.50/0). Ambas
especies difieren estadisticamente entre si (P < 0.001) en cuanto al conte-
nido de albiiminas y globulinas.

En los lupinos estudiados quedé un porcentaje de proteina sin extraer,
siendo éste de 24.69/o0 en el L. luteus y de 12.90/o en el L. albus. Es
importante sefialar que el método Kjeldahl utilizado en la determinacion
de proteinas considera el nitrogeno total, por lo que el contenido de pro-
teinas de la harina desgrasada estaria sobrevalorado. En cambio, para
determinar el contenido de proteina extraida, se utiliz6 el método de
Lowry et al. (11) que determina la proteina como tal. Poresta razén,la
proteina retenida podria atribuirse en parte a nitrogeno no proteinico
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TABLA 1
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COMPOSICION QUIMICA DE DOS ESPECIES DE LUPINO DULCE, EN SEMILLA
ENTERA (SE) Y SEMILLA DESCASCARADA (SD)

Humedad Cenizas Proteinas Extracto Fibra Extracto no

Especie {(g/100 @ (Nx6.25) etéreo cruda no nitroge-
nado*
g/100 g peso seco
Lupinus luteus SE 134 4.0 45.8 5.6 14.7 29.9
var. Aurea
Weico sD 11.2 4.8 58.2 6.3 1.8 28.9
Lupinus albus SE 159 3.7 334 129 113 38.7
var. Multo-
lupa Sb 127 3.9 410 134 1.6 40.1
*  Por diferencia.
TABLA 2

FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS DE Lupinus luteus var. Aurea/Weico Y

Lupinus albus var. Multolupa

Proteina dela Proteina Porcentaje

Especie har. desgrasada extraida extraido

(mg) (mg) (9/0)
L. luteus var,
Aurea/Weico 173.5 £ 0.97*
Albiminas 2951114 17.0
Globulinas 101.3 £5.57 58.4
Total 130.8 75.4
L. albus
var. Muitolupa 122.6 £ 0.01 ,
Albuminas 68.2 £10.31 55.6
Globulinas 38.6 + 7.27 315
Total 106.8 87.1

% Media £ DE.
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(aminoécides, dipéptidos y otros compuestos de bajo peso molecular)
seglin lo informado por Wiewiorowski et al., citados por Hill (16).

Los trabajos recientes sobre estudios de proteinas de L. luteus no han
puesto ¢l énfasis en el contenido de albiminas y globulinas de esta especie.
Hill (16) hace notar que la cantidad de globulinas es superior a la de alba-
minas.

Con respecto al L. albus, Cerletti y Restani (18), y Duranti, Restaniy
Cerletti (19, 20), han encontrado que las globulinas representan alrededor
del 800/o y las albiminas el 130/0 de las proteinas totales. En cambio,
Oomah y Bushuk (21), aplicando una metodologia similar ala utilizada en
este estudio, informan un contenido mayor de albiminas (709/0) que
de globulinas (200/0), valores que se aproximan a los obtenidos en esta
investigacion (Tabla 2).

La comparacion de resultados de fraccionamiento proteinico presenta
dificultades, debido a que en los estudios realizados se han empleado dis-
tintos solventes, agentes de precipitacion, tiempo y temperatura de extrac-
cion en las especies de lupino analizadas.

En la Tabla 3 se aprecia que la filtracion de las globulinas de ambas
especies de lupino, a través de Sephadex G-100, evidencia el fracciona-
miento de estas proteinas en tres picos para el caso del L. luteus donde el
pico I revela el mayor contenido de globulina, equivalente a 18.6 £ 1.99
mg (55.00/0). Le sigue en orden de importancia el pico II, con 12.2 +
0.89 mg (36.10/0) y por dltimo, el pico III que es menos relevante porque
acusa un 2.70/o del total. Dado que el Sephadex G-100 fracciona protei-
nas globulares cuyo peso molecular esta entre 4,000 hasta 150,000, el
hecho que el pico I haya eluido entre los tubos 9y 17 hace suponer que el
550/o de las globulinas del L. luteus presenta. un peso molecular superior
alos 150,000.

TABLA 3

DISTRIBUCION DE LAS GLOBULINAS DE L. luteus var. Aurea/Weico Y
L. albus var. Multolupa, A TRAVES DE SEPHADEX G-100

Especie Globulina inicial Globulina fraccionada
(mg) (mg) %/o

L. luteus var. Aurea/Weico  33.8% 1.85%

Pico I 18.6+ 1.99 55.0
Pico II 12.2+ 0.89 36.1
Pico 11X 0.9% 0.11 2.9

L. albus var. Multolupa 13.2% 2,05

Pico | 11.1+ 2,60 84.1
Pico III 0.7+ 0.07 5.3

*  Media * DE.
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En cuanto al L. albus se presenta también un pico I preponderante
que representa 84.10/0 del total de las globulinas. No hay elucién de las
proteinas entre los tubos 17 y 29; por lo tanto, no se evidencia el pico II,
al inverso del caso anterior. En lo que respecta al pico III, éste contiene
0.7 £ 0.07 mg de globulina.

La ausencia del pico II en el L a/bus, en las globulinas elidas del
Sephadex G-100 motivo una segunda filtracion de las globulinas a través
de Sephadex G-150, cuyo resultado se ilustra en la Figura 2. En ella se
observa nuevamente que gran parte de las globulinas eluyen en el pico I
(tubos 20 al 35), demostrando que escurren rapidamente entre las particu-
las del Sephadex, por lo que su peso molecular seria vecino o superior a
400,000. A continuacion aparece un pico muy bajo en contenido protei-
nico (tubos 49 al 82) que, por su ubicacidn y proteinas corresponderia
al pico III. Las fracciones colectadas entre los tubos 36 al 48 demostraron
ausencia de globulina, por lo que no se evidencio6 el pico II en esta especie

de lupino.

1,100
0.9 ’
: 1
S ce s 8
2 e Densidad optica 5
g 0.5 -] o-—~—-oContenido proteinico - 500 9
5 g
bt
2
2 01 Anin - 100
1 20 35 4549 82 100

Nimero de la fraccién (ml)

FIGURA 2

Filtracion de globulinas de Lupinus albus, var. Multolupa, a través de Sephadex G-150,
pH 8.5

Otros autores como Joubert (22) y Sgarbieri y Galeazzi (23) trabajan-
do con L. albus lograron-separar también las globulinas en dos picos, aun-
que Joubert utilizéo un procedimiento distinto sobre la base de precipita-

~ cion con sulfato de amonio y ultracentrifugacion.

En base a los resultados obtenidos en el trabajo objeto de este articu-
lo, se puede concluir que la leguminosa estudiada tiene un porcentaje
superior de proteinas, en comparaciéon con las leguminosas tradicionales
chilenas.

De ambas especies analizadas, el L. luteus presenta un 370/0 mas de
proteinas en la semilla entera que el L. albus.



VOL. XXXIX (JUNIO, 1989) Ne. 2 157

La metodologia empleada sefiala un predominio de las globulinas so-
bre las albuminas en el L. luteus;no asi en el L. albus, donde el caso es
inverso.

La filtracion a través de Sephadex permite una primera separacion de
las globulinas, y muestra el pico I como el mis preponderante en ambas
especies de lupino.

SUMMARY

SWEET LUPINE (Lupinus luteus, var. Aurea/Weico AND Lupinus albus, var.
Multolupa) PROTEINS. L EXTRACTION AND FILTRATION BY SEPHADEX

Samples of Lupinus luteus, var. AureafWeico and Lupinus albus var. Multolupa
flours were analyzed. The flour proteins were extracted and fractionated by gel
filtration, and the per cent pattem for both globulins and albumins was then deter-
mined. The dehulled seeds, previously analyzed for composition, were ground,
defatted and consecutively extracted with distilled water (pH 5.0) and phosphate
buffer (0.05 M, pH 8.5). The extracted protein content was measured by the Lowry
simplified method. Globulins (pH 8.5 fraction) from both species were filtered
through Sephadex G-100; besides, Lupinus albus globulins were filtered through
Sephadex G-150, and absorbance of the collected fractions was measured at 280 nm.
The dehulled seed (DS) of L. luteus and L. albus revealed a good protein content
{58.2 and 41.00/0, respectively). The protein extiracted from L. luteus was consti-
tuted by 1790/o albumins and 58.49/0 globulins. In contrast, L albus presented a
higher albumin content (55.69/0) than globulins (31.50/0). The elution patterm for
the Sephadex G-200 gel filtration showed for both lupine species analyzed a
preponderant peak I corresponding in L. luteus to 55.00/0 and in L. albus to 84.19/o
of the total globulins content. From these results, it may be concluded that the
dehulled seed protein content is 42.00/0 higher for the L. luteus sample than for the
L. albus. The applied methodology indicated a predominant content of globulins
above albumins in L. luteus, while in the case of L. albus, the albumin content was
the highest.
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PROTEINAS DE LUPINO DULCE (Lupinus luteus var. Aurea/Weico,
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RESUMEN

En este estudio se analizaron las albiiminas y globulinas extraidas del Lupinus
luteus var. Aurea/Weico y Lupinus albus var. Multolupa mediante la técnica de elec-
troforesis en gel de poliacrilamida. El proposito fue el de determinar la distribucion
porcentual de albiiminas y globulinas de las proteinas en los electroforetogramas,
con su consiguiente caracterizacion, segin su movilidad.

El densitograma de las albiiminas del L. luteus evidencio seis fracciones de las
cuales las fracciones 2 y 4 contribuyeron con 58.10/o. En cuanto a las globulinas, el
densitograma revelo cinco fracciones de las cuales las fracciones 1, 2 y 3 contribuyeron
con 90.79/0. El densitograma de las globulinas eluidas en el pico I a través de Sepha-
dex G-100, revelo dos fracciones que guardaron semejanza con las fracciones 1y 2 de
las globulinas totales y cuya movilidad relativa dio valores bajos comprendidos entre
0-?6 y 0.39. Las albiiminas del L. albus se resolvieron en cuatro fracciones, siendo la
mas representativa la fraccion 2, con 54.39/0. Respecto al fraccionamiento de las
globulinas, se obtuvieron cinco fracciones que coincidieron en su distribucién con las
dobulinas del pico I, acusando la fraccion 2 la,mayor contribucién (48.20/0). Se

Manuscrito modificado recibido: 6—5—88.

1 Esta investigacién fue financiada por el Departamento de Investigacion y Bibliote-

cas (DIB) de la Universidad de Chile, mediante la subvencion 1035.

Toda correspondencia y solicitud de reimpresos debe dirigirse a la Dra. Isabel
Zacarfas, Ayudante 10, Instituto de Nutricidn y Tecnologfa de los Alimentos
(INTA), Universidad de Chile, Casilla 15138, Santiago 11, Chile.

Tesista, Carrera de Ingeniero Agrénomo, Facultad de Ciencias Agrariasy Foresta-
les, Universidad de Chile.

Pro.ﬁesor Asistente, Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile.

Profesor Titular, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad de Chile.



160 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

evidencio que el Sephadex G-100 no lograba una buena separacion. En cuanto ala
movilidad electroforética de estas globulinas, se destacaron las fracciones 2 y 3, con
movilidades de 0.35y 0.48.

A partir de este trabajo, se puede concluir que las albiminas del L. luteus que
presentan un mayor nimero de fracciones son de menor movilidad relativa que las
albliminas del L. albus. En cuanto a las globulinas de ambas especies de lupino, éstas
se caracterizan por presentar agrupaciones de baja y alta movilidad, respectivamente,

INTRODUCCION

En Chile se ha desarrolladado desde 1956, en el Campo Experimental
“Semillas Baer’’ (Gorbea), un importante programa de lupino que com-
prende estudios genéticos y agrondomicos. De dichas investigaciones han
derivado los lupinos dulces tales como la variedad Aurea (L. luteus) y la
variedad Multolupa (L. albus) que se caracterizan por la ausencia de
amargor debida al bajo contenido de alcaloides. El cultivo del lupino se
lleva a cabo con éxito en la zona austral (36-410 latitud Sur) especial-
mente en el sector agricola minifundista (1, 2).

El alto contenido de proteinas (28-400/0) (3) ha servido de motivo a
diversos investigadores para obtener y caracterizar concentrados y aislados
proteinicos (4, 5). Juntamente con estos estudios se han realizado otras
investigaciones que caracterizan las proteinas del lupino (6-10).

Dado que en Chile se han determinado las propiedades funcionales de
los aislados proteinicos, este estudio se orient6 hacia el andlisis de las pro-
teinas de lupino (11).

Los objetivos del estudio fueron dos:

1. Determinar la distribucion porcentual de albtiminas y globulinas por

electroforesis.
2. Caracterizar las albiuminas y globulinas segiin su movilidad electrofo-
rética.
MATERIAL Y METODOS
Electroforesis

Las proteinas de los picos I y 1I del L. luteus var. Aurea/Weico y del
pico I del L. albus var. Multolupa obtenidos de la elucién a través de una
columna de Sepahdex G-100, de las albuminas y globulinas extraidas a
partir de harina desgrasada, segiin lo descrito por Vasquez et al. (12), se
resolvieron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5.150/o. Las
albuminas y globulinas extraidas fueron sometidas a este mismo procedi-
miento. Dicha resolucién electroforética se realizé en sextuplicado a
través de gel de poliacrilamida al 5.150/0 (p/v) en tubos de vidrio de
7 mm de didmetro por 12 cm de largo, con una intensidad de corriente
de 20 miliamperes, segin la técnica de Davis (13). Posteriormente las
proteinas se revelaron con azul brillante Coomassie R-250 (14) y se
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leyeron en densitometro Gelman ACD-15, que permite conocer la distri-
bucion porcentual de cada fraccion proteinica dentro de 1a muestra.

Las fracciones proteinicas se caracterizaron, segin su movilidad elec-
troforética, mediante 1a formula de Weber y Osborn (14).

- DMF LIG
Movilidad = 1GD X DMC , donde:

DMF = Distancia de migracion de la fraccion proteinica respectiva.
LGD = Longitud del gel decolorado.

LIG = Longitud inicial del gel.

DMC = Distancia de migracion del colorante.

Las albiiminas y el pico I eluido por Sephadex G-100 del L. albus var.
Multolupa se analizaron por electroforesis con dodecil sulfato de sodio en
gel de poliacrilamida (6.150/0), conforme a la técnica de Laemmli (15).
Luego, las proteinas se revelaron con azul brillante Coomassie R-250
(14).

Andlisis aminoacidico

Este anilisis se efectué de acuerdo al método de Kohler y Palter (16)
en un “pool’” proveniente de seis extracciones sucesivas de albiminas y
globulinas de ambas especies de lupino, segin se describié anteriormente
(12).

Las soluciones de albiiminas y globulinas provenientes de sucesivas ex-
tracciones se liofilizaron en un equipo Eyela Freeze Dryer FD-1, y se
formé un “pool” de proteinas. Estas se sometieron a hidrélisis con HCl
6N por 22 horas a 1100C, y el hidrolizado se concentr6 en un evaporador
rotatorio (Rotavapor-R Buchi), se lavd con agua repetidas veces, y se sus-
pendioé en una solucién amortiguadora de citrato (pH 2.2). En seguida se
inyect6 en un analizador de aminoicidos Hitachi Perkin-Elmer KLA-3B,
basado en el principio de Spackman, Stein y Moore (17).

RESULTADOS Y DISCUSION

El densitograma de las albiminas (Figura 1) separadas por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida del L. luteus var. Aurea/Weico mostrd seis
fracciones, de las cuales dos estaban presentes en mayor proporcion; la
fraccion 4 que representd el 40.80/0, y la fraccion 2 con 17.30/0 del
total. Se confirmoé que la extraccion con solvente proporciona mezclas
heterogéneas de proteinas, y de ahi la necesidad de emplear técnicas mas
precisas de separacion. Respecto a las albiiminas del L. luteus existe poca
informacién de técnicas de separaciéon por ultracentrifugacion, filtracion
molecular o electroforesis.

En la Figura 2 el densitograma de las globulinas del L. luteus muestra
cinco fracciones. De éstas, la 1 (24.90/0),1a 2 (34.30/0) y 1a 3 (31.59/0)
hacen el mayor aporte. Una de las primeras separaciones electroforéticas
de estas globulinas las realizé Joubert (18) con el instrumento de Tiselius
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Direccion de lo eleciroforesis

- -> 4

FIGURA 1

Densitograma de albiiminas del L. luteus var, Aurea/Weico

Direccion de lo electroforesis

FIGURA 2

Densitograma de globulinas del L. luteus var. Aurea/Weico
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obteniendo tres fracciones proteinicas de proteinas. La técnicaen gel de
poliacrilamida permitié una mejor resoluciéon proporcionando las cinco
fracciones antes mencionadas (Figura 2).

El densitograma que ilustra la Figura 3, correspondiente al pico I de
las globulinas del L. luteus eluidas del Sephadex G-100, revela solo dos
fracciones, en el que la primera esti presente en mayor proporcion
(76.39/0). Dado que el pico I estuvo constituido por las primeras protei-
nas que eluyeron de la columna, se podria pensar que su peso molecular
estaria sobre 150,000.

Direccion de la electroforesis

- —

FIGURA 3
Densitograma del pico 1 del L. luteus var. Aurea/Weico

A continuacion, el densitograma del pico II que se muestra en la
Figura 4 sefiala tres fracciones, siendo la mas preponderante la fraccion I
que representa el 50.40/o. Es posible apreciar la gran semejanza existente
entre las fracciones del pico 11 eluidas del Sephadex G-100 y las fracciones
3,4y 5 de las globulinas totales de la Figura 2.

A la luz de estos resultados, el extracto de globulinas totales estaria
constituido por dos poblaciones principales distribuidas en el pico Iy
pico II, cuyos constituyentes se evidenciaron por la electroforesis.

La Figura § capta las movilidades relativas calculadas a partir de los
electroforetogramas de las albiminas, globulinas, pico 1y pico II del L.
luteus, mediante la formula de Weber y Osborn (14). La mayor o menor
cantidad de proteinas se esquematiza por la intensidad de las bandas.
Segun se puede apreciar en la Figura §, las fracciones de albiiminas (A) se
Sitian en la parte superior del gel presentando bajos valores de movilidad
relativa (0.16 — 0.50), posiblemente debido a 1a dimensién de la macro-
molécula, de acuerdo con Davis (13).
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Direccion de la electroforesis
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FIGURA 4

Densitograma del pico II del L. Juteus var. Aurea/Weico

R ALTO MEDIO BAJO
oo
0.2
t
(]
ks
= 04 2
o
°®
s
O
o 0.6~
3 ﬁz%‘l
o
= o 2
0.8
1,0 &~ L —
! c )

FIGURA 5

Movilidades electroforéticas relativas de albéiminas (A), globulinas (B), pico I (C) ¥
pico II (D) del L. luteus var. Aurea/Weico
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En el caso de las globulinas totales, barra B, en la misma Figura 5, se
diferencian dos agrupaciones, en la que la primera de ellas se ubica en el
tercio superior, con una movilidad relativa de 0.26 y 0.34. La segunda
agrupacion, constituida por tres fracciones, tendria una menor dimension
molecular porque acusa una mayor movilidad relativa, o sea entre 0.68 y
0.82.

Las fracciones 1, 2 y 3 en la barra D presentan una aita movilidad; por
lo tanto, sus dimensiones moleculares serian menores que las fracciones 1
y 2 en la barra C. A su vez, estas fracciones 1,2y 3 de 1a barra D son se-
mejantes en cuanto a movilidad (0.68 a 0.82) a las fracciones de globuli-
nas 3,4 y 5 enlabarra B. :

La separacion de las albiminas del L. albus en cuatro fracciones: 1,2,
3 y 4, se aprecia en la Figura 6, alcanzando el mayor porcentaje (54.30/0)
1a fraccion 2. Por la metodologia empleada en este trabajo que coincide
con la linea seguida por Sgarbieri y Galeazzi (6) se lleg6 a separar cuatro
fracciones de albimina. En cambio, Cedetti, Fumagalli y Venturin (7),
quienes efectuaron electroforesis en acetato de celulosa, encontraron cin-
co fracciones.

Direccion de la elcctroforesis

FIGURA 6
Densitograma de albiminas del L. albus var. Multolupa

El densitograma de globulinas separadas por electroforesis (Figura 7),
permite observar la separacién en cinco fracciones proteinicas, de las cua-
les 1a fracci6n 2 hace el mayor aporte (54.40/0).

Respecto al fraccionamiento de las globulinas, Sgarbieri y Galeazzi
(6) encontraron seis fracciones, y Cerletti, Fumagalli y Venturin (7), ob-
tuvieron cuatro fracciones. La diversidad de resultados que se ha observa-
do en las publicaciones sefialadas podria deberse a que las metodologias
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Direccion de la electroforesis

FIGURA 7

Densitograma de globulinas del L. albus var. Multolupa

aplicadas no fueron exactamente las mismas; las semillas empleadas prove-
nian de diferentes programas de mejoramiento genético o bien fueron
cultivadas en condiciones agronémicas diferentes.

En la Figura 8, la barra A de las albiiminas sefiala dos agrupaciones;
la superior integrada por dos fracciones de baja movilidad relativa (0.21y
0.33), y la inferior, con dos fracciones de menor dimensién molecular
cuyas movilidades son 0.79 y 0.85. Tanto las globulinas totales como las
del pico I presentan gran semejanza entre si en lo que se refiere al mimero
y movilidad relativa de las fracciones. Las dos fracciones preponderantes
(2y 3), segiin se observa, acusaron movilidades relativas de 0.35 y 0.48.

Dado que el Sephadex G-100 y el G-150 no fraccionaron las globulinas
del L. albus, se aplico la técnica de la electroforesis con dodecil sulfato de
sodio y mercaptoetanol, a fin de lograr un mayor fraccionamiento. La
efectividad de esta técnica qued6 demostrada al lograrse la separacion de
la macromolécula proteinica en sus monoémeros respectivos (15).

En lo que respecta a las albiminas, del L. albus se obtuvieron nueve
fracciones, a diferencia de las cuatro fracciones (Figura 6) logradas con la
electroforesis, segin Davis (13). A su vez, Sgarbieri y Galeazzi (6) encon-
traron siete fracciones de albiiminas, y Oomah y Bushuk (10), por su par-
te, obtuvieron 14 fracciones.

Asimismo, se logré una mejor resolucion (ocho fracciones) en la sepa-
racion de la globulina del pico I comparadas con las cinco fracciones que
se aprecian en la Figura 8, cuyas movilidades relativas se calcularon sobre
la base de la electroforesis realizada segiin Davis (13). Trabajos ejecutados
por Sgarbieri y Galeazzi (6) informan de 11 fracciones obtenidas por elec-
troforesis con dodecil sulfato de sodio y a su vez, Oomah y Bushuk
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(10) analizando tres cultivares de L. albus, evidenciaron de cinco a ocho
fracciones de globulinas.
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FIGURA 8

Movilidades electroforéticas relativas de albiiminas (A), globulinas (B) y pico I (C)
del L. albus var. Multolupa

La composicion de aminoicidos de la harina, albiminas y globulinas
del L. luteus y del L. albus, se da a conocer en la Tabla 1, respectivamente.
Se observa que el contenido de lisina en la harina es mas bajo que el de
otras leguminosas de consumo habitual (frijol, garbanzo, lenteja y arveja).
En cuanto a la metionina, los valores se asemejan, y en lo que respecta a
histidina, el contenido de este aminoacido es superior al de las leguminosas
ya citadas (19).

Al comparar los resultados del L. albus cultivado en Chile con la com-
posicion aminoacidica informada por Sgarbieri y Galeazzi para la misma
especie de lupino en harina desgrasada, se observé sémejanza en los valores
encontrados (6). En cuanto a las proteinas fraccionadas, albiuminas y glo-
bulinas los valores de aminoacidos (Tabla 1) son inferiores a lo informado
por Durante y Cerletti (20).

Respecto al L. luteus, los datos de la literatura se refieren principal-
mente a la composicion aminoacidica de laharina, encontriandose que los
valores de L. luteus analizados en este trabajo son en general inferiores a
los comunicados por Hove (21).
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TABLA 1
COMPOSICION AMINOACIDICA DE LA HARINA DESGRASADA,
ALBUMINAS Y GLOBULINAS DE LUPINO
(g de aminodcido/16 g N)
L. luteus var. AureafWeico L. albus var. Multolupa
Aminoicidos Harina Albiminas Globulinas Harina Albiiminas Globulinas
Esenciales
Isoleucina 3.2 0.7 2.7 44 2.2 24
Leucina 6.1 1.1 5.9 7.1 2.4 4.1
Lisina 49 1.8 4.1 5.0 2.5 3.2
Metionina 0.8 0.2 0.2 0.4 0.2 0.2
Cistina Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas
Fenilalanina 3.5 0.7 2.7 3.9 2.5 2.2
Tirosina 2.3 0.6 1.9 4.2 3.7 24
Treonina 2.7 1.0 1.9 3.8 2.0 2.0
Triptofano* - - -~ - - -
Valina 2.9 0.9 2.0 4.1 1.8 2.2
No esencidles
Ac. Aspartico 15,0 2.6 7.9 114 7.2 5.9
Ac. Glutamico 22.5 5.1 23.3 20.8 14.8 12.3
Alanina 2.5 1.0 18 3.1 2.1 1.6
Arginina 11.1 3.3 9.2 9.4 6.8 5.4
Glicina 2.8 1.0 2.1 3.4 13 1.9
Histidina 4.4 Trazas 2.0 3.1 Trazas Trazas
Prolina 3.3 0.8 3.0 3.8 2.8 24
Serina 3.5 0.9 3.3 4.8 3.5 2.6
*  No se determino.
CONCLUSIONES

A partir de los hallazgos que se citan, se llegb a las signientes conclu-

siones:

1. En las albiiminas de los lupinos luteus y albus hay una fraccion pre-
ponderante que representa aproximadamente el 500/0 del total de
ellas. La distribucion porcentual de las globulinas en el L. luteus acusa
menor disparidad que en el L. albus. A su vez, las albiiminas del L.
luteus con un mayor nimero de fracciones son de menor movilidad

relativa que las albiiminas de L. albus.

2. En el L. luteus las albiminas dan un mayor niimero de fracciones, 1as
cuales son de menor movilidad relativa que las del L. albus. Las globu-
linas de ambas especies con igual nimero de fracciones se caracterizan
por presentar agrupaciones de baja y alta movilidad, respectivamente.
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SUMMARY

SWEET LUPINE (Lupinus luteus, var. Aurea/Weico AND Lupinus albus,
var. Multolupa) PROTEINS. II. THEIR SEPARATION BY ELECTROPHORESIS

The albumins and globulins extracted from Lupinus luteus var. Aurea/Weico and
Lupinus albus var. Multolupa defatted flour samples were analyzed by polyacrilamide
gel electrophoresis. The purpose was to determine the percentage distribution of
pattern in the electrophoretograms and the relative mobility values of protein.

The L. luteus albumins densitogram showed six fractions, two of them, No. 2 and
No. 4, represented 58.10/0 of the total. On the other hand, the globulins densitogram
revealed five fractions, numbers 1, 2 and 3 representing 90.70/o. The densitogram of
peak I from Sephadex G-100 globulins filtration indicated two fractions similar to
those number 1 and 2 of the total globulins, showing low relative mobility values
(from 0.26 to 0.39). The L. albus albumins resolved in four fractions, with No. 2
being the most prevalent (54.30/0). In regard to the L. albus globulins, these showed
five fractions identical in distribution with those of peak I, fraction 2 appearing as the
most important (48.20/0). It was found that Sephadex G-100 did not perform a good
separation. As to the relative mobility values of globulins, fractions 2 and 3 were the
most prominent (relative mobility of 0.35 and 0.48, respectively).

It may be concluded that L. luteus albumins presented more components but
with lower relative mobility values than those of L. albus. As for the globulins from
both lupine flour samples, the gel separated fractions. were classified in two groups of
components, those of high and of low relative mobility.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LA
ENZIMA FENOLOXIDASA DE MANZANA (Malus domestica,
var. Anna)

Herlinda Soto-Valdéz' y Augusto Trejo-Gonzdlez?

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C.
Hermosillo, Sonora, México

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el aislamiento y 1a caracterizacion parcial de la enzi-
ma polifenoloxidasa de manzana (Malus domestica Var. Anna), cosechada en la region
semidesértica de la Costa de Hemmosillo, Sonora, México. Se estudio el efecto que
tienen el pH, temperatura, especificidad hacia sustratos y separacion bajo condiciones
de cromatografia hidrofobica. La enzima se aislo a partir de manzanas maduras trata-
das con acetona fria. Del polvo residual obtenido se extrajo 1a enzima con regulador
de fosfatos, y el extracto se utilizo para realizar la caracterizacion, encontrandose que
¢l pH y temperatura optimos eran 5.36 y 350C, respectivamente. La especificidad
hacia sustratos mostro ser decreciente desde 4-metil catecol, acido clorogénico, catecol
y acido cafeico hasta 3.4-dihidroxifenilalanina (DOPA). La enzima resulto ser mas
termoestable que la generalidad de las oxidasas en el intervalo de temperatura de 350C
a 600C, El comportamiento del extracto a través de cromatografia hidrofobica produ-
jo un solo pico con actividad polifenolasica, lograndose una purificacion de aproxima-
damente 300 veces. El contenido de compuestos con grupo fenolico fue de 1.16 g/
100 g de fruta fresca. Las caracteristicas polifenolasicas encontradas se asemejan a las
de manzanas de regiones templadas, aunque éstas presentan una mayor termoestabili-
dad, lo que explica hasta cierto grado la gran influencia que la temperatura ejerce sobre
el fendomeno del oscurecimiento enzimitico en las condiciones tan calidas en las que
crece y se desarrolla la fruta en esta region. Aunado a ello, el alto contenido de com-
puestos con el grupo fendlico provoca mayor velocidad de la expresion del deterioro
de la fruta por oscurecimiento enzimético.,
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INTRODUCCION

Entre los frutales adaptados a climas céilidos que se cultivan en el
Estado de Sonora (principalmente en la region de 1a Costa de Hermosillo),
se encuentra la manzana Malus domestica Var. Anna. Esta esun hibrido
que se obtuvo en Israel en 1967 (1-3), de manzana “‘Red Delicious™ con
manzana ‘“‘Hashab”, siendo esta ultima una variedad local que produce
frutas de muy mala calidad, pero con muy baja necesidad de horas frio.
Las caracteristicas principales de 1a manzana objeto de estudio, son: buen
sabor y aroma, balance azicar:acidez regular, color que va de verde claro a
rojo, peso promedio de 200 g, textura poco firme, forma conica alargada y
alta velocidad de oscurecimiento. Ademaés, tiene buen rendimiento horti-
cola y es muy adaptable a condiciones semidesérticas (2, 4).

Un factor negativo de esta variedad es que presenta una vida de alma-
cenamiento limitada (4), ya que por las caracteristicas mencionadas, se
magulla ficilmente durante su manejo, desencadenindose reacciones de
oscurecimiento enzimatico (5). A ello se ainael hecho de que la cosecha
se lleva a cabo a una temperatura ambiental de aproximadamente 400C,
lo que favorece la aceleracion de los cambios en cuestion. El oscureci-
miento enzimatico en las manzanas es causado principalmente por la enzi-
ma polifenoloxidasa. La etapa fundamental de este fendmeno es la
oxidacion de compuestos fendlicos (sustratos) a o-quinonas, en presencia
de oxigeno. Las o-quinonas posteriormente se condensan y polimerizan
a melaninas (6) que son pigmentos oscuros y pueden interaccionar con
proteinas formando complejos coloridos y estables llamados melanopro-
teinas (7). El tipo de interaccion entre quinonas y proteinas es la forma-
cion de enlaces covalentes con los grupos amino, tiol y metileno de los
aminodcidos (8).

El Estado de Sonora tiene un drea de 1,568 hectireas plantada con
esta variedad de manzana, de las cuales, 441 se encuentran en la region de
la Costa de Hermosillo, por lo que se considera entre los lugares de mayor
extension en el mundo con este frutal (9).

Se han hecho caracterizaciones de polifenoloxidasa en varias frutas,
incluyendo manzana (10-20), pero no de la variedad Anna. Ademas,enla
literatura revisada no se encontraron estudios de composicion quimica
general, a pesar de las diferencias que presenta con otras variedades de
zonas templadas. Esta informacion es necesaria para evitar la actividad de
la enzima al procesar la manzana, ya que los métodos para su inactivacion
se basan principalmente en aplicacion de calor y cambios de pH.

En base a lo expuesto, los objetivos de este trabajo fueron los siguien-
tes:

a) Caracterizar la enzima polifenoloxidasa de Ia manzana (Malus do-
mestica Var. Anna). Esto incluy6 la determinaciéon de su pH y sustrato
optimos de actividad, actividad especifica, comportamiento térmico, y st
purificacion parcial a partir de un extracto enzimitico.
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b) Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos y azicares re-
ductores en la fruta.

¢) Determinar la composicion quimica general de la manzana.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizé6 manzana (Malus domestica Var. Anna), cosechada en la
regién de la Costa de Hermosillo, Sonora, México, durante los periodos de
junio a agosto de 1985y 1986.

Disefio experimental — Para la preparacion del extracto enzimitico
crudo se hizo necesario elaborar un disefio de muestreo de 1a manzana, ya
que la actividad de la polifenoloxidasa varia de una fruta a otra, ain en un
mismo arbol. Ellote experimental estaba compuesto de 7,200 arboles, de
los cuales se muestrearon 85 (21). Luego la posicion de los mismos se de-
termind al azar, mediante una tabla de nimeros aleatorios (22).

Se muestrearon 10 manzanas de la parte oriente de cada arbol, tratan-
do de disminuir la variacion climitica al maximo. El criterio a seguir para
llevar a cabo el muestreo se basé en el color, escogiéndose manzana cosr
400/0 de rojo, que es el criterio utilizado para cosecharla. En estaetapa
de madurez, la fruta presenta un contenido aproximado de solidos solu-
bles de 12 OBrix (23).

Las manzanas muestreadas de todos-los arboles se mezclaron y de
éstas se tomaron nueve submuestras que se analizaron por triplicado, para
posteriormente medir las actividades especificas de polifenoloxidasa.

Preparacién del polvo con actividad de polifenoloxidasa — Antes de
llevar a cabo la preparacion, a las muestras de manzana se les determiné la
concentraciéon de solidos solubles (OBrix) en una pequefia porcion de la
fruta, escogiéndose manzanas que tuvieran 12 OBrix. Para extraer la enzi-
ma se utilizo el método descrito por Flurkey y Jen (24), modificado por
Sciancalepore y Longone (25). Segiin éste, se homogeneizan muestras de
100 g de manzana con acetona fria (-200C) durante un minuto, en la
proporcion de 2:1 (acetona:manzana), agregando 2.5 g de polietilén glicol
con el fin de atrapar los compuestos fenolicos que se encuentran en forma
natural en la fruta. El homogeneizado se filtra a través de papel filtro
Ederol nimero 2, con ayuda de vacio; los s6lidos se resuspenden en aceto-
na y se vuelve a repetir la operacion, obteniéndose un polvo blanco que se
deja secar por 12 horas a temperatura ambiente (250C) a fin de eleminar
la acetona residual,

Extraccion de enzima — El polvo se almacend en un desecador a -50C
hasta el momento de utilizarlo para la extraccion de 1a enzima. Para obte-
ner el extracto enzimatico se suspendieron 2 g del polvo en 100 ml de un
regulador de fosfatos de 0.05 M apH de 7, conteniendo KCl 1 M. La sus-
pension se agitd por 30 minutos a 40C y luego se centrifugd a 21,000 g
por 45 minutos a 40C en una centrifuga refrigerada IEC. El sobrenadante
se utiliz6 como extracto enzimatico.

Actividad especifica de la enzima — Esta evaluacion se llevé a cabo
espectrofotométricamente, usando un espectrofotometro UV-VIS de
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doble haz, Perkin-Elmer Modelo Lambda 3. El método empleado fue el
descnto por Sciancalepore y Longone (25). La reaccidon enzimaitica se
preparé mezclando 1.9 ml de solucion reguladora de citrato 0.1 M a pH
de prueba o a pH 6ptimo, 1.0 ml de una solucion 0.02 M de sustrato en el
mlsmo regulador, y 0.1 ml de extracto enzimaitico. La temperatura de
reaccion fue de 300C y se ley la absorbencia contra tiempo a la longitud
de onda correspondiente al sustrato utilizado (26). La reaccion se llevo a
cabo por tres minutos, graficindose absorbencia contra tiempo, y la acti-
vidad enzimatica se midié6 como la velocidad inicial (Vo) de la reaccion
dada por la pendiente de 1a porcion recta inicial de la curva.

Con miras a determinar la actividad especifica-de la enzima, se analizé
la concentracion de proteina en el extracto enzimatico por el método de
Bradford (27), utilizando como estindar albimina de plasma bovino,
Una unidad de actividad enzimatica especifica se define como el cambio
en absorbencia por minuto (Vo) por mg de proteina.

Determinacion del sustrato éptimo de la enzimg — Para este proposito
se utilizaron como sustratos los cinco compuestos fendlicos mas comunes
en la manzana: icido clorogénico, catecol, 4-metilcatecol, acido caféico y
dl-3,4~dihidroxifenilalanina (DOPA).

Se usaron soluciones de sustrato en concentracion de 0.02 M en regu-
lador de citratos, 0.1 a un pH de 5.0. En seguida se midio6 la actividad
enzimatica de los extractos para cada sustrato segin se menciond en la
parte correspondiente a este método. Se considerd como sustrato optimo

“aquél sobre el cual la enzima acusé mayor actividad, y sobre éste se hicie-
ron las mediciones de actividad especifica.

Determinacion del pH optimo de la enzima — Con este objetivo se
aplico el método descrito por Satjawatcharaphong et al. (20). Se probo
la solucion reguladora de citrato de sodio 0.1 M avalores de pH desde 0.5
hasta 7.0, con variacion de un decimal.

El pH optimo de la enzima fue aquel valor en el que se present6 la
mayor actividad enzimatica en la mezcla de reaccion con el‘sustrato opti-
mo,y fue en el que se efectuaron las mediciones de actividad especifica.

Determinacién de la temperatura optima de actividad de la enzima —
Se midi6 actividad enzimatica a temperaturas de 15 a 600C con una varia-
cion de 50C, utilizando el sustrato y pH 6ptimo de actividad. Los resul-
tados se graficaron como temperatura contra actividad especifica y de
ahi se obtuvo la temperatura 6ptima.

Comportamiento térmico de la enzima — Para conocer el comporta-
miento térmico de la enzima se sigui6 basicamente el método notificado
por Whitaker y Bernhard (28). Se aplicaron tratamientos térmicos a
extractos enzimaticos desde 15 a 900C con una variacién de 50C, duran-
te 10 minutos. Posteriormente se midio la actividad a 300C, utillzando el
sustrato y pH optimos.

Para obtener la energia de activacion se utilizé 1a ecuacion de Arthe-
nius.

Purificacién parcial del extracto enzimdtico — Esta medicion se llevo
a cabo aplicando cromatografia hidrofobica (29). Asi, se empaco una co-
lumna de vidrio BIO-RAD de 0.7 x 20 cm con la resina hidrofobica
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Phenyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia Fine Chemicals), previamente
deaereada por accion de vacio antes de ponerla en la columna. Una vez
preparada, se equilibré con una solucion reguladora (SR) de fosfatos 0.05
M, con KC1 1 M y sulfato de amonio 1 M aun pH de 6.8. Elextracto en-
zimatico se aplico en la parte superior de 1a columna; las proteinas fueron
elnidas usando la solucion reguladora en concentraciones decrecientes
(SR, 0.8 SR, 0.6 SR, 0.4 SR, 0.2 SRy 0.1 SR). Eliltimo tratamiento se
efectud eluyendo con una solucion al 500/0 de etilén—glicol en agua; la
cantidad de cada eluyente fue de 20 ml y se colectaron fracciones de 2.0
ml. La concentracion de proteina se calculé utilizando el método espec-
trofotométrico, que consiste en medir absorbencia a 280 nm (30). Se sabe
que puede haber interferencia con acidos nucléicos que tienen su longitud
de onda maxima a 260 nm, pero es un método muy utilizado en este tipo
de separaciones cromatograficas porque tiene la ventaja de no destruir la
muestra, cuya cantidad en estos casos es critica. La actividad enzimatica
fue determinada por el método descrito anteriormente.

Andlisis de Compuestos con Grupo Fendlico

La determinacion de compuestos con grupo fenoélico se llevo a cabo
de acuerdo con la técnica descrita por Weurman y Swain (31), utilizando
el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteau (32). EI procedimiento para
extraer las sustancias fenoélicas de la fruta fue el informado por Joslyn y
Goldstein (33), y se utilizan dos series de extracciones: una con metanol
absoluto, y la otra con metanol al 500/0. En este caso, se realizé una
serie de dos extracciones mis con agua destilada. Luego se analiz6 cada
serie de extracciones y, finalmente, se sumaron para obtener los fenoles
totales.

Andlisis de Aziicares Reductores
Esta determinacion se realizé de acuerdo al método de Somogyi (34).
Andlisis Proximal

La determinacion de los contenidos de humedad, proteina, grasa, fibra
Yy cenizas se llevo a cabo por los métodos publicados por 1a AOAC (35).
El contenido de carbohidratos se calculé por diferencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad que acusé la polifenoloxidasa de 1a manzana Malus do-
mestica Var. Anna sobre los diferentes sustratos sometidos a prueba se
Presenta en la Figura 1, en donde se observa que la afinidad enzimatica es
mis alta para 4-metil catecol, seguida por icido clorogénico, catecol,
acido caféico y 34 DOPA. En base a estos resultados, se escogio el 4-
metil catecol para llevar a cabo todos los ensay os enzimaticos.

. Los datos obtenidos concuerdan con los informados por. Vamos-
Vigyazé y Gajzagd (19), con relacion al 4-metil catecol como el mejor
Sustrato para la enzima polifenoloxidasa de la manzana de la variedad
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“Jonathan’. El mismo comportamiento se observd para la cdscara de
manzana de la variedad “Cox Orange Pippin”, tanto de una preparacion
cruda, como el de una preparaciéon purificada. Asimismo, se informa que
en una preparacion de polifenoloxidasa de ciscara de manzana de la varie-
dad ‘“‘Red Delicious” también se presenta la misma afinidad especifica
para 4-metil catecol (36).
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FIGURA 1

Actividad de la enzima polifenoloxidasa de manzana Malus domestica Var. Anna,
sobre diferentes sustratos

En lo referente al pH optimo de actividad de la enzima, en la Figura
2 se expone la curva tipica de campana que produce la polifenoloxidasa,
donde el pH' optimo fue 5.36. Este valor de pH se utilizé para llevar a
cabo todos los ensayos enzimaticos con el fin de optimizar la caracteri-
zacion.

Entre los trabajos informados en la literatura de determinacién de pH
optimo de polifenoloxidasa de manzana con valores cercanos al encontra-
do en la variedad Anna, estin los de Shannon y Pratt, quienes encontra-
ron en las variedades “Rome Beauty”, “Winesap” y “Cortland”’, un pH
optimo de actividad de 5.2 (14). Walker notificoé para la variedad
“Sturmer Pippin”, un pH 6ptimo de actividad de 5.0 (11).

Los resultados de actividad especifica de 1as nueve muestras analiza-
das segin el disefio experimental se agrupan en tres niveles de actividad,
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FIGURA 2

pH oéptimo de la enzima polifenoloxidasa, utilizando como sustrato 4-metil catecol

como se muestra en la Tabla 1. Esta presenta un primer grupo de alta
actividad, con actividad especifica media de 96.2 unidades; un segundo
grupo de mediana actividad, con 61.4 unidades, y un tercer grupo de baja
actividad, con 46.8 unidades. Si no se utiliza esta agrupacion se obtiene
una dispersion de datos muy grande. Ello no es raro tratandose de activi-
dades enzimaticas, ya que éstas varian hasta en frutas de un mismo arbol.

Se escogi6 una muestra del nivel de alta actividad para purificarla
parcialmente por el método de cromatografia hidrofobica, obteniendose
los resultados que ilustra la Figura 3. Segin se observa, 1a proteina eluida
con 0.2 SR tiene actividad de polifenoloxidasa, y comparando la activi-
dad especifica de la fraccion mas pura con el extracto crudo original, se
calcula un incremento en actividad de 307 veces al purificarla. Compor-
tamientos semejantes se han descrito para purificaciones de polifenoloxi-
dasa tanto de durazno ‘“Red Haven’ en estado maduro (37), como en la
uva “‘Ravat” (38).

En este experimento, la proteina se midié por el método espectrofo-
tométrico, que consiste en medir absorbencia a 280 nm (30), y se encon-
tro que existe una diferencia apreciable con el método de Bradford. Por
este motivo, en la Figura 3 las unidades de actividad especifica son mas
bajas que las descritas en la Tabla 1.
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TABLA 1
CLASIFICACION DE ACTIVIDADES DE POLIFENOLOXIDASA DE
MANZANA (Malus domestica Var. Anna)
Tipo de actividad Numero de Unidades de
submuestras actividad especifica®
Alta 3 96.2 4.4
Mediana 2 614% 15
Baja 4 46.8* 2.6

Una unidad de efectividad especifica equivale al cambio en absorbencia por minu.
to, por mg de proteina en la reaccién enzimatica.

Se observé que los polvos (precipitados con acetona) obtenidos de ca-

da muestra, conservaron su actividad de un aiio a otro, almacenados en un
desecador, con atmésfera baja de O, y -50C.

En la Figura 4 se presenta la variacion de actividad enzimadtica respec-

to a la temperatura, siendo 350C la temperatura optima de actividad.

a 280 nm.
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Purificacion parcial del extracto enzimatico, utilizando la resina hidrofofica Phenyl

sepharose CL-4B.
SR: Soluclon reguladora de fosfatos 0.05 M, con KCl 1 M y sulfato de amonio 1 M
EG 509/0: Etilén glicol al 500/0 -
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FIGURA 4

Temperatura optima de actividad de la enzima polifenoloxidasa de manzana, Malus
domestica Var. Anna. La temperatura optima fue de 350C

Satjawatcharaphong et al., informan para polifenoloxidasa de manzana
“Red Delicious’’, una temperatura 6ptima de actividad de 300C (20).

La energia de activacion (Ea) de la reaccion catalizada por polifenolo-
xidasa —elaborada de acuerdo al método grifico de Arrhenius— se detalla
en la Figura §. Como\puede apreciarse, en el intervalo de 288 a 333 K
(15 a 600C) la enzima es bastante termoestable, y hasta el intervalo de
333 a 353 K (60 a 800C) se presenta una pendiente de inactivaciéon por
desnaturalizacion proteinica (en la Figura 5 no es posible graficar los pun-
tos correspondientes a 75 y 800C porque es escala no logaritmica). Cuan-
do se calcula la pendiente de una linea que pase por los puntos correspon-
dientes a las temperaturas de 288 a 308 K (15 a 350C) se puede obtener
la Ea para la conversion de sustrato a producto; este valor es de 1,562.71
kcal/mol (6,543.4 J/mol), con una pendiente de ~342.2 kcal.

Un comportamiento semejante al encontrado en este trabajo, con re-
lacion a la termoestabilidad de la preparacion de polifenoloxidasa, lo
informan Walker y Hulme para manzana de la variedad ‘‘Sturmer Pippin”’.
Dichos investigadores observaron la inactivaciéon arriba de los 600C y,
ademis, encontraron dos bandas de actividad hacia 4-metil catecol por
electroforesis en gel de almidon (13).
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FIGURA 5

Comportamiento térmico de la enzima polifenoloxidasa de manzana, Malus domestica
Var. Anna. La Energia de activacion (Ea) de la reaccion enzimatica, segin la ecuacién
de Arthenius [k = A exp (-Ea/RT)] fue de 1,567.7 kcal/mol (6,543.4 J/mol). K es
actividad enzimatica

La Ea obtenida para la conversion de sustrato a producto en este tra-
bajo es baja, comparandola con la mencionada por Whitaker y Bermhard
para reacciones enzimaticas en general, (de 6,000 a 12,000 kcal/mol) (28).
El que se presente una Ea tan baja se debe a que la actividad de la enzima
varia muy poco de los 20 a los 350C, en comparacion con la mayoria de
las enzimas en las que normalmente hay un incremento considerable.

El valor de energia de activacion de este orden podria interpretarse
como un cambio conformacional de la enzima, o cambios en el grado y
tipo de agregacion de las subunidades, que le otorgan menor termolabili-
dad, o bien al efecto de la temperatura sobre 1a activacion de alguna forma
latente en la fenolasa (39). v

En cuanto ala temperatura de inactivacion total, ésta fue de 800C por
10 minutos en el extracto enzimatico. Esto no significa que la enzimaen
la manzana se inactive bajo estas condiciones, ya que puede ser mds esta-
ble a la temperatura en el tejido original, donde es protegida por la presen-
cia de otros materiales coloidales (proteinas, carbohidratos, pectinas, etc.),
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que se pierden al extraer la enzima de la fruta. No obstante, el dato es
fundamental para establecer su inactivacion témica.

El contenido de compuestos con el grupo fendlico de la manzana
(Malus domestica Var. Anna) fue 1.16 = 0.{)2 g/100 g de fruta fresca,
valor que es superior a los encontrados para otras variedades de manzana,
ya que los datos que se informan estin comprendidos en un rango de 0.1
a 1.0 g/100 g (40). La concentracion de fenoles influye directamente en
el grado de oscurecimiento de la fruta, en virtud de que mientras mayor
sea la concentracion de sustratos que exista, mayor sera la actividad que
presente. En este caso, el rapido deterioro de la fruta puede atribuirse al
alto contenido de fenoles, y no a la actividad de la enzima.

En el caso de azicares reductores, los resultados acusaron un porcen-
taje de peso en fresco de 7.3 £ 1.26, lo que muestra que esta variedad de
manzana se encuentra dentro del rango considerado normal, (6.3 —
10.670/0) (40). Por lo tanto, el oscurecimiento no enzimatico no influye
en el rapido deterioro de la fruta.

Los resultados de composiciéon proximal de la manzana se dan a cono-
cer en la Tabla 2. Segin se observa, los datos encontrados son similares a
la composicion informada para otras variedades de manzana (40).

TABLA 2

COMPOSICION PROXIMAL DE LA MANZANA (Malus domestica Var. Anna)?

Componente X *DE
(g/100 g)
Agua 84.11 £ 1.11
Proteina 0.32 £ 0.02
Grasa 0.19 £ 0.04
Fibra 0.79 £ 0.06
Cenizas 0.35 £ 0.07
Carbohidratos? 14.24 % 0.97

2 Los resultados son producto del andlisis de 5 muestras por triplicado.
b Los carbohidratos se calcularon por diferencia.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La caracterizacion parcial de la enzima polifenoloxidasa de manzana,
Malus domestica Var. Anna, muestra un comportamiento semejante al de
otras variedades de manzana; sin embargo, presenta mayor termoestabili-
dad respecto a oxidasas en general.

La termoestabilidad observada puede explicar la gran estabilidad de
la enzima y su tremenda influencia en el fenémeno del oscurecimiento,
ain a temperaturas tan extremas como a las que crece y desarrolla la fruta
en la region, donde soporta temperaturas hasta de 450C o mas. Ademis,
la concentracion alta de compuestos con grupo fenélico contribuye a la
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riapida aparicion de los productos coloridos ante el minimo traumatismo
externo. Lo dicho, aunado a las caracteristicas estructurales de esta man-
zana (blandura, células grandes, forma, tamaiio, etc.) provoca el alto grado
de oscurecimiento en contraste con otras variedades de clima mis tem-
plado.

Ello presenta un gran reto al tratar de inactivar a la enzima por otros
medios, como son utilizar pH bajo, exclusion de oxigeno o conservadores.
Por lo tanto, es recomendable combinarlos con aplicacion de temperatu-
ra, a fines de obtener resultados eficaces.

La informacion anterior puede servir de base para el desarrollo tecno-
logico del aprovechamiento industrial de esta manzana y, en nuestro
criterio, constituye un aporte a la literatura cientifica, muy escasa en
cuanto a este frutal de reciente introduccion en las zonas aridas de México.

SUMMARY

ISOLATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLOXIDASE
FROM APPLE (Malus domestica Anna var.)

This study pursued the isolation and partial characterization of the enzyme
polyphenoloxidase from apple (Malus domestica Anna variety), grown in the Hermo-
sillo Coast (State of Sonora, Mexico). The effects of pH and temperature as well as
its specificity towards substrates, and its behavior under conditions of hydrophobic
chromatography, were studied. The enzyme was isolated from a residual powder
obtained from ripe apples homogenized with cold acetone. The extract thus prepared
was used to characterize the enzyme, and it showed an optimum pH of 5.36 and an
optimum temperature of 350C. The substrate specificity proved to decrease from
4-methyl catechol, chlorogenic acid, catechol, and caffeic acid, to 3,4-dihydroxiphenyl
alanine (DOPA). The enzyme resulted to be more themmostable (temperature range:
359C to 609C) than the rest of oxidases of plant origin. When the extract was eluted
under conditions of hydrophobic chromatography separation, it appeared as a single
peak resulting in a 300 fold purification. The phenolase activity characteristics found
in the present study were similar to those observed in other apples from temperate
climates; however, this particular polyphenoloxidase is more themmostable under
natural conditions. This explains why apples of the Anna variety, at the high harvesting
temperature, show a very fast formation of brown spots even when there is a minor

. damage. The content of compounds with phenolic group was high (1.16 g/100 g fresh
weight). Further increase of the velocity of fruit enzymatic browning was due to this
reason.
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ENLATADO DE “HUMITAS” PREPARADAS CON MAIZ
OPACO-2 COMPLEMENTADO CON LUPINO DULCE
(Lupinus albus var. Multolupa). . CAMBIOS NUTRICIONALES
Y DE CALIDAD?

Lavinia Camacho?, Eduardo Bafiados® y Evelyn Fernandez®

Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile,
Santiago, Chile

RESUMEN

Se evalud el efecto del maiz opaco-2 y de su complementacion con harina de
lupino en la calidad sensorial y valor nutricional de “humitas”. Ademads, se estudiaron
los cambios nutricionales y de calidad ocurridos durante la esterilizacion del producto
enlatado en dos tamafios de envase. El maiz hibrido y opaco-2 se complementaron
con 69/o, 80/o, 100/0 y 120/0 de harina de lupino, seleccionandose el 8°/0 como el
nivel optimo de complementacion desde el punto de vista nutricional y sensorial.
Luego se realizaron estudios de penetracion de calor del producto enlatado en envases
de hojalata N2 y N6, calculandose un tiempo total de proceso a 1210C, de 73 min y
147 min, respectivamente.

Las ‘“humitas” preparadas con maiz hibrido y opaco-2, con y sin complementa-
cion con lupino, antes y después de la esterilizacion, se sometieron a analisis quimico
proximal, pH, acidez y lisina disponible; valoracion biologica de la proteina mediante
la razon proteinica neta (NPR) y digestibilidad, asi como a evaluacion sensorial de
calidad y aceptabilidad.

Se concluyo que la complementacion con 800 de lupino mejora significativa-
mente el valor nutricional del maiz hibrido pero no asi el de maiz opaco-2. El proceso
de esterilizacion afecta la disponibilidad de’lisina en forma proporcional a la concen-
tracion del aminoacido y duracion del tratamiento térmico. Por otro lado, afecta
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negativamente la calidad biologica de la proteina y algunos atributos organolépticos,
La complementacion con 80/o de lupino también produjo cambios adversos en la cali-
dad del producto.

INTRODUCCION

En América Latina se producen mas de 112 millones de toneladas de
cereales al afio, de cuyo volumen el 50.80/0 corresponde al maiz, produc-
to que se destina principalmente a la alimentacion humana (1). Esta gra-
minea no solamente tiene importancia social y econémica por formar
parte de la dieta basica de la Region Latinoamericana, sino también por
ser un cultivo de subsistencia de muchos pequefios agricultores del Con-
tinente.

En Chile, el desarrollo de hibridos de altos rendimientos ha situado
al maiz en el cuarto lugar de la producciéon de los 15 cultivos anuales
(2). Sin embargo, en este pais el consumo es estacional y son escasas las
formas en que se consume. La “humita” es uno de los alimentos princi-
pales a base de maiz y es altamente aceptado por los diferentes estratos
socioecondmicos de la poblacion.

A pesar de la importancia del maiz en la alimentacion de América
Latina, esta graminea es deficitaria en los aminoacidos esenciales lisina,
triptofano y treonina, siendo uno de los cereales con menor contenido
de proteinas (3). Mertz, Bates y Nelson (4) descubrieron el gen opaco-2
que permite la obtencion de lineas de maiz con una mayor fraccion de
glutelina y, por lo tanto, de lisina.

El lpino, una leguminosa originaria de la América precolombina,
segin la especie, presenta contenidos de proteinas que fluctian entre
290/0 — 440/0, pero ésta es deficitaria en metionina (5).

En el trabajo que aqui se da a conocer, se estudiaron los efectos de
la complementacion del maiz con harina de lupino dulce y de maiz
opaco-2 en la calidad sensorial y valor nutricional de “humitas”, un ali-
mento de consumo popular en Chile de caracteristicas parecidas a los
“tamales” de otros paises de~-América Latina. Asimismo, se evaluaron
las pérdidas nutricionales resultantes del enlatado de los productos en
dos tamaios de envases.

MATERIAL Y METODOS

Materias Primas

Se utiliz6 maiz hibrido y maiz opaco-2 de lalinea CIMMYT TL-81A,
ambos procedentes del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA) de Chile. El maiz opaco-2 usado es de endosperma blando, de
rendimiento agricola de 95 qq/ha, bajo condiciones experimentales.
Para la complementaciéon proteinica se usé harina de lupino dulce de la
especie Lupinus albus var. Multolupa, proveniente del Campex, Gorbea,
Temuco, Chile.
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Procesamienta

El maiz opaco-2 y el hibrido se complementaron con 69/o, 890/o,
100/o y 120/0 de harina de lupino sin desgrasar. Estos niveles se seleccio-
naron segin los rangos descritos en la literatura, como mejoradores del
valor nutricional y que producen cambios menores en la calidad organo-
léptica de los alimentos complementados (6, 7). Las mezclas se formula-
ron con 100/0 de sacarosa, 1.50/0 de cloruro de sodio, 0.020/0 de alba-
haca deshidratada y 120/0 de margarina vegetal hidrogenada. Asimismo,
se prepararon muestras control sin complementacion con harina de lupino.
Las mezclas se hidrataron en una relacion 1:4 (polvo:agua), se sometieron
a coccion, y lnego a andlisis de aminoicidos y a pruebas organolépticas
de preferencia, para determinar el nivel 6ptimo de complementacién con
lupino en cada tipo de maiz.

Las mezclas para “humitas” preparadas con ambos tipos de maiz,
con y sin complementacion de lupino, se hidrataron en la relacién 1:4.
Luego se escaldaron hasta una consistencia de 5.5 cm/min medida con el
consistometro de Bostwick a 580C y 800C, correspondientes a las tem-
peraturas de llenado en envases de hojalata N 2 y N 6, respectivamente.
- Una vez selladas 1as latas, se esterilizaron a 1210C, calculandose los tiem-
pos de proceso segiin el método de Ball (8).

La esterilidad comercial se certifico por las pruebas microbiologicas
estandar de 1a APHA (9).

Anélisis Quimico

Las materias primas se sometieron a andlisis proximal de proteinas
(N x 6.25), materia grasa, cenizas, fibra cruda y humedad, y de pH y
acidez titulable, segin los métodos estandarizados de 1a AOAC (10).
El contenido de alcaloides del lupino se determiné por el método de
Ruiz (11). :

Para determinar el contenido de aminodcidos, las materias primas se
hidrolizaron al vacio con HCl 6/ durante 22 horas a 1100C. Se trataron
segiin el método de Kohler y Palter (12), y se analizaron en un analizador
de aminoacidos Hitachi Perkins Elmer, Modelo KLA-~3B, basindose en
el principio de Spackman, Stein y Moore (13).

Las materias primas y productos procesados se sometieron a analisis
de4l)isina disponible usando el método de Hurrell, Lermond y Carpenter
(14).

Valaracién Biologica de la Prateina

El valor biolégico de la proteina de las materias primas y productos
terminados, se determin6 usando el método de la razdn proteinica neta
(NPR) de Bender y Doell (15). Las dietas experimentales se estandariza-
ron para un 5.50/0 de proteinas (N x 6.25), ya que este contenido pro-
teinico fue el maximo posible de obtener. La dieta control fue caseina
ANRC (N x 6.38).

La digestibilidad se analizé aplicando la técnica de Pellet y Young
(16).
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Anélisis Organoléptico

Para seleccionar los niveles optimos de complementacion con harina
de lupino para cada tipo de maiz, se llevd a cabo un anilisis de preferen-
cia, usando el test érareado con 20 panelistas entrenados (N = 20). La sig-
nificancia a un P < 0.05 se analizd0 mediante las tablas de Roessler et a/
(17) para juicios correctos.

El efecto de las variables ensayadas en la calidad sensorial de las mues-
tras procesadas, se evalué por el método scoring con puntajes del 1 al 9
(1:intensidad maxima, 9:intensidad minima) y 12 jueces entrenados, ana-
lizandose los atributos de apariencia, color, textura, aroma y sabor. La
aceptabilidad se determind por la escala hedonica del 1 al 9 (1: me disgus-
ta extremadamente, 9: me gusta extremadamente), con 24 panelistas sin
entrenar. Las muestras se compararon con las correspondientes sin enlatar
(18).

Anélisis Estadistico

Para este propoésito se utilizaron disefios de blogues completamente
aleatorizados de estructura simple, con tres repeticiones experimentales.
En los casos en que se detectaron diferencias significativas en el estadigra-
fo F, se aplic6 la prueba de rango multiple de Duncan a un nivel del 959/o
de significancia (19).

RESULTADOS Y DISCUSION
Compaosicion Quimica de las Materias Primas

Los andlisis quimicos de las materias primas expuestos en la Tabla 1,
indican que la diferencia entre los contenidos de proteinas y materia
grasa de ambos tipos de maiz fue leve. En general, Arévalo etal (20) in-
forman que no existen diferencias importantes en la composicion proxi-
mal del maiz coman y la del opaco-2, coincidiendo con este estudio.

La harina de lupino utilizada acus6é contenidos normales de protei-
nas y materia grasa, corroborando las observaciones de otros autores
respecto a que esta leguminosa contiene niveles de materia grasa signifi-
cativamente inferiores a la soja, y semejantes en lo que a proteinas se
refiere (6, 7). Los-otros componentes analizados también se encontra-
ron en cantidades normales. La Tabla 1 muestra, asimismo, que el nivel
de alcaloides del lupino fue inferior a 0.03 mgo/o, que corresponde al
maximo recomendado cuando el propdsito es destinarlo a la alimenta-
cion humana (21).

Seleccion del Nivel Optime de Complementacion del Maiz con Harina
de Lupino

La composicion y el computo aminoacidico de las materias primas y
sus mezclas se detallan en la Tabla 2, comparadas con el Patron FAO/
OMS/UNU 1985 (22). Segin se aprecia, el gen opaco-2 produjo un
aumento de 460/o en el contenido de lisina del maiz, en relacion al



TABLA 1

COMPOSICION QUIMICA PROMEDIO DE LAS MATERIAS PRIMAS “HUMITAS” DE MAIZ HIBRIDO Y
QOPACO-2, CON Y SIN SUPLEMENTACION DE HARINA DE LUPINO

Componente Materia prima ‘““Humitas’’ enlatadas (¥*)
(8/100 g materia seca) Maiz ‘Harina MH-0 MH-8 MOP-0 MOP-8
hibrido opaco-2 de lupino
Proteina (N x 6.25) 8.64 9.03 39.75 8.28 10.96 9.00 11.32
Materia grasa 460 5.45 10.91 48.47 49.26 48.51 48.19
Fibra cruda 1.53 1.48 2.09 1.48 142 1.48 1.42
Cenizas 1.52 1.57 4.20 5.66 5.76 5.26 5.28
Acidez (/o H2803) - - - 0.055 0.058 0.060 0.056
pH - - - 59 5.9 5.8 5.9
Calorias (por calculo) 417 420 402 586 586 588 587
Alcaloides (mg9/o) - - 0.025

(*) MH = Maiz hibrido; MOP = Maiz opaco-2; O = Sin harina de lupino y 8 = 8°/o harina de lupino.
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TABLA 2

COMPOSICION AMINOACIDICA DE LAS MATERIAS PRIMAS Y SUS MEZCLAS

Maiz Maiz Harina de Patran
Aminoacido hibrido opaco-2 FAO/OMS/UNU
(mg aafgN) 00/oL 69/oL 8%/oL 100/oL 120/0L 00/oL 690L 8% L 1090L 1290 L Lupino(L) 1985
Isoleucina 181 197 201 204 207 169 187 192 195 199 243 188
Leucina 688 641 629 619 610 556 544 540 538 535 504 406
Lisina 188 203 206 210 213 275 268 266 265 263 246 344
Metionina + cistina 206 185 179 174 170 207 187 182 177 173 123 188
Fenilalanina + tirosina 438 460 465 470 474 419 444 451 456 461 524 313
Treonina 244 226 221 217 213 256 236 231 226 222 173 250
Valina 263 242 238 234 228 275 253 2417 242 237 182 250
Triptofano nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 63
Computo 55 59 60 - 61 62 80 78 11 7 11 65 100

aminoacidico lisina lisina lisina lisina lisina lisina lisina  lisina lisina  lisina  met +eis -

ND = No se determina.

061
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hibrido utilizado. Este incremento fue inferior al informado por Mertz,
Bates y Nelson (14), quienes encontraron 699/o mas de lisina en el maiz
opaco-2.

Al igual que en todas las leguminosas, el aminoacido limitante del
lupino fue la metionina. En efecto, 1a harina de lupino presenté un con-
tenido de aminoacidos azufrados inferior en 959/0 al del maiz, deficiencia
que se reduce al incorporarse el primero como complemento de la gra-
minea. Al mismo tiempo, esta Gltima se beneficia por el aporte de lisina
del lupino. El maiz opaco-2, sin embargo, acusa un contenido de lisina
(8.99/0), superior al de la leguminosa, por lo que éste no se beneficiaria
como el hibrido con la incorporacion de la harina de lupino.

De la informacion comentada se desprende que la complementacion
con lupino fue nutricionalmente beneficiosa para el maiz hibrido, pero no
asi para el opaco-2. No obstante, el computo aminoacidico de ambos
tipos de maiz no se incrementé en forma importante a niveles de com-
plementacion superiores al 80/o. Por lo tanto, se seleccionaron los nive-
les de 60/o y 80/0 de harina de lupino para ser sometidos a las pruebas
de preferencia. La ‘“humita” complementada con 80/o de harina de
lupino acusé la mayor preferencia, independiente del maiz ocupado en la
preparacion del producto. El mimero de juicios que indicaron este resul-
tado del producto fue de 16, cifra estadisticamente significativa al nivel
de P <0.05.

Efecto del Proceso de Esterilizacion en el Valor Nutricional de “Humitas”

Las Figuras 1 y 2 muestran las curvas y datos de penetracion de calor
a 1210C para “humitas” enlatadas en envases N 2 y N 6, en base a los cua-
les se calcularon tiempos totales de proceso de 73 miny 147 min, respec-
tivamente. La penetracion de calor no fue afectada por el tipo de maiz
ni porla complementacion con 80/o de harina de lupino.

La composicion quimica de las “humitas” enlatadas se expuso en la
Tabla 1, destacindose el incremento en el contenido de proteinas como
resultado de la complementacién con harina de lupino. Los niveles de
materia grasa también aumentaron considerablemente por efecto de la
formulacion, lo que influydo en el contenido de calorias. Este ultimo
superd las exigencias de 500 calorias del Programa de Almuerzos Esco-
lares de Chile. El contenido de cenizas aumenté con la incorporacion
de cloruro de sodio al producto. Finalmente los resultados de pH mos-
traron una relacion adecuada con los de acidez titulable, clasificindose
el producto como ‘“‘alimento de baja acidez”. Sin embargo, los calculos
de proceso térmico aseguraron su esterilidad comercial, ya que no se
determiné desarrollo de gérmenes meso6filos ni termoéfilos, anaerobios
ni aerobios, esporulados o no esporulados.

Como se aprecia en la Tabla 3, los valores de la razén proteinica
neta (NPR) obtenidos en los ensayos bioldgicos en ratas alimentadas con
maiz hibrido y harina de lupino, fueron estadisticamente iguales entre
si, y significativamente inferiores a los NPR obtenidos en maiz opaco-2
y en las mezclas con 80/0 de harina de lupino. Estos ultimos también
difirieron entre si, registrandose los mayores valores de NPR en el maiz
opaco-2 que a su vez, fue estadisticamente igual a la caseina. Estos
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FIGURA 1

Curva de penetracion de calor para “humita” de maiz hibrido u opaco-2, con o sin
complementacion con harina de lupino, enlatada en envase N 2

resultados dejan en evidencia la baja calidad de la proteina del lupino y
del maiz hibrido, corroborando la deficiencia en metionina del primero,
y de lisina en el segundo. EI balance de aminoicidos mejora al comple-
mentarse el maiz con un 80/o0 de harina de lupino. Los resultados
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FIGURA 2

Curva de penetracion de calor para “humita” de maiz hibrido u opaco-2, con o sin
complementacion con harina de lupino, enlatada en envase N6

también demuestran el impacto nutricional que aporta el gen mutante
opaco-2 al maiz, ya que éste no requiere la complementacion con lupi-
no para mejorar significativamente el valor biolégico de la proteina.

El proceso de esterilizacion aplicado en este estudio afecté signifi-
cativamente los valores de NPR de las dietas con contenidos superiores
de aminoacidos termosensibles, como lo es la lisina. Efectivamente, el
proceso térmico solo afecté débilmente la NPR de las dietas de maiz
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FIGURA 3

Pérdida porcentual debida ala esterilizacion de lisina disponible (mg/g proteina) en “humita” de maiz hibrido (MH) y opaco-2 (MOP),
con o sin complementacion de harina de lupino (~L)

NOIJIHLNN 30 SONVOIIYINWVONILY 1 SOAIHOHY

61



VOL. XXXIX {(JUNJO, 1989) No. 2 19b
TABLA 3
CALIDAD BIOLOGICA DE LA PROTEINA DE LAS “HUMITAS” DE

MAIZ HIBRIDO Y OPACO-2, CON Y SIN COMPLEMENTACION CON LUPINO,
ANTES Y DESPUES DEL PROCESO DE ESTERILIZACION*

Dieta Harinade  Tiempo de Razon proteinica Digestibilidad
lupino proceso neta
o/o a1210C (min) (NPR) O/o
1. Maiz hibrido 0 - 3.89¢ 82.26°
0 13 3.57¢ 74.14°
0 147 3.45° 71.65°
8 - 4.21° 82.43P
8 73 3.77¢ 74.84°
8 147 3.75¢ 73.18°¢
2. Maiz opaco-2 0 - 5.142 82.18?
0 73 4.57° 74.85°
0 147 4,520 74.45°
8 - 5.112 82.32°
8 3 4.48° 74.49°
8 147 4.22P 71.42°
3, Caseina - - 5.322 95.472
4, Harinadelupino 100 - 3.11¢ 79.41P

*  Lasletras mimisculas indican diferencias significativas (P < 0.05).

hibrido sin complementar, pero si hubo una reduccion significativa en los
valores de este parametro nutricional al complementar el maiz con 89/o
de harina de lupino. El efecto negativo del proceso sobre la NPR fue
significativamente mayor en las dietas de maiz opaco-2: El tiempo de
proceso no afecto significativamente la razon proteinica neta de las dife-
rentes dietas, lo que indicaria que la reduccion maxima en el valor biolo-
gico de la proteina ocurrié a un tiempo B menor o igual a 73 min.

Segiin se aprecia, la Tabla 3 muestra que la caseina obtuvo un valor
de digestibilidad significativamente superior al de las dietas de maiz hibri-
do u opaco-2, con o sin complementacion con lupino. Asimismo, el pro-
ceso de esterilizacion también afect6 significativamente la digestibilidad de
las dietas.

La Figura 3 muestra las pérdidas porcentuales de lisina disponible en
las diferentes muestras de ‘“humitas”. Se observé que el maiz opaco-2
sin procesar tenia el contenido mas alto de este aminoicido, pero fue
también el mas afectado por la esterilizacion, ya que las pérdidas cuanti-
tativas en la disponibilidad de lisina fueron mayores que en el maiz
hibrido. Aun cuando no fue significativo, el tiempo de proceso tuvo
un efecto de reduccion en la lisina disponible de todas las muestras de
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“humitas”. La tendencia de los resultados concuerda con Hurrell y
Carmpenter citados por Hoyem y Kvale (23) quienes esterilizaron a 1210C
una mezcla de albimina y glucosa durante 60 min y 120 min. Dichos auto-
res concluyen que la magnitud de la reduccion de lisina es dependiente
de la concentracion inicial del aminoacido y del tratamiento témico
aplicado.

Efecto del Proceso de Esterilizacion en la Calidad Sensorial de “Humitas”

Al analizar los resultados del anilisis organoléptico que se detallan
en la Tabla 4, se aprecia que ninguna de las variables estudiadas afectg
significativamente la apariencia y el color del producto. La harina de
lupino si afecto significativamente la textura, aroma y sabor de la “humi-
ta” preparada con maiz hibrido, pero tuvo el mismo efecto en los dos
ltimos atributos cuando el producto se elaboré con maiz opaco-2. Este
dltimo acusd una textura superior a la de la “humita’’ con maiz hibrido,
siendo menos afectada que la de este iltimo por la complementacion
con lupino, y por los procesos aplicados en el autoclave.

El proceso de esterilizacion afecté significativamente la aceptabili-
dad de la “humita” elaborada con maiz hibrido, con y sin complementa-
cién con lupino. Este efecto no se detect6 en los tratamientos con maiz
opaco-2, en cuya aceptabilidad no influyo el proceso de conservacion ni
la complementacion con lupino.

CONCLUSIONES

Los resultados generados en este estudio corroboran las deficiencias
nutricionales del maiz comin, y dejan en evidencia el significativo bene-
ficio que se puede alcanzar al mejorar genéticamente esta graminea
mediante la introduccion del maiz opaco-2. Aun cuando en Chile sélo
se ha experimentado con lineas de maiz opaco-2 de endosperma blando
y de bajos rendimientos agricolas, existe material genético con poten-
cial de produccion semejante a los hibridos y con mayor resistencia al
ataque de insectos, que podria utilizarse en alimentos que como el de
este estudio son basicos en la dieta diaria de la poblacion de escasos
recursos.

La calidad proteinica del maiz comiin es factible de mejorar a través
de su complementacién con harinas de leguminosas, en este caso lupino.
Sin embargo, el maiz opaco-2 por si mismo supera en este aspecto al
maiz hibrido complementado, lo que confirma la importancia que el
primero puede alcanzar en la dieta del latinoamericano.

El modelo de alimento objeto de estudio en este trabajo, coincide
con las raciones enlatadas que distribuye el Programa de Almuerzos
Escolares en Chile, las cuales se enlatan en el envase N 6 y 1a forma mas
comin de propagacion de calor es la conducciéon. Segin se demostré en

. esta investigacion, ambas condiciones provocan pérdidas nutricionales
y sensoriales de consideracion en los alimentos que se enlatan. Las degra-
daciones causadas por el autoclave deberian ser materia de atencion, si se
considera que la cobertura del Programa en Chile es de 250,000 almuerzos
diarios.



TABLA 4

CALIDAD SENSORJAL Y ACEPTABILIDAD DE LAS “HUMITAS” ANTES Y DESPUES DEL
PROCESO DE ESTERILIZACION

Producto* Tiempo de proceso Atributo™®*
2 121°C (min) Apariencia _ Color Textura Aroma  Sabor Aceptabilidad

MH-0 - 5.802 4,732 6.022 5.22% 5.75% 5.95%
MH-0 73 5.812 4.152 4.92b 4.31P 4.23P 5.57%
MH-0 147 5.778 4,082 5150 4.08° 3.92° 3.90"
MH-8 - 6.332 4,702 5.15° 4552 . 4.80° 5.392
MH-8 73 5.542 4.152 4.69? 4.46° 3.54° 4.14b
MH-8 147 5.542 4.30% 4.54P 4.08° 3.77 3.90P
MOP-0 - 5.882 4.69? 5.562P 4.44b 5.00° 5,132
MOP-0 73 6.252 4.332 6.172 4320 4,44 5.922
MOP-0 147 5.832 4.253 5.752D 4.67° 4.75° 5.002
MOP-8 - 6.312 4.632 5.5020 4.56° 4.94° 5.292
MOP-8 73 6.08 4.17% 5.682P 4.35P 4.42° 5.362
MOP-8 147 6.172 4.002 4.83° 4.42° 4.50° 5.142
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*  MH =Maiz hibrido; MOP = Maiz opaco-2; 0 = Sin harina de lupino;' 8 = 89/0 Harina de lupino.
*#%  Las letras mindsculas indican diferencias significativas (P < 0.05).
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SUMMARY

CANNING OF “HUMITAS” PREPARED WITH OPAQUE—2 CORN,
COMPLEMENTED WITH SWEET LUPIN (Lupinus luteus var. Aurea/Weico).
NUTRITIONAL QUALITY CHANGES

The effects of opaque-2 corn and the complementation with lupin flour on the
sensory quality and nutritive value of “humitas’ were evaluated. Moreover, the
nutritional and quality changes which occur during the retorting of the product
canned in two can sizes, were studied. Hybrid and opaque-2 corn were replaced with
69/0, 80/0, 100/0 and 129/0 lupin flour, being 80/o the complementation level with
the best sensory and nutritional quality. Heat penetration studies of the product
canned in N2 and N6 tin cans, were carried out. Total process time at 1210C was 73
min and 147 min, respectively.

“Humitas’’ prepared with hybrid and opaque-2 com, with and without 80/o
lupin flour, prior and after sterilization, were subjected to proximate analysis, pH,
titratible acidity and available lysine determinations. Biological evaluation of the
protein by the net protein ratio (NPR) and digestibility, as well as organoleptic quality
and acceptability analyses were also determined. It was concluded that the comple-
mentation with 80/o lupin flour improves significantly the nutritional value of hybrid
com “humitas’’, but not that of opaque-2 com. The canning process affected lysine
availability and was directly related to the amino acid concentration, and to the
retorting duration. On the other hand, the thermal processing adversely affected the
biological quality of protein and some sensory attributes. The 89/0 lupin complemen-
tation was also detrimental for the organoleptic quality of the product.
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RESUMEN

Se proporcionan los resultados de 1a composicion quimica y calidad biolégica de
la harina desgrasada de avellana. Las muestras analizadas contenian cantidades signi-
ficativas de proteinas (190/0), comparables a las de harina de leguminosas, mayores
que las de cereales y menores que las de tortas de oleaginosas. ,

El aceite extraido de la semilla se analizd, obteniéndose los resultados promedio
siguientes. Indice de refraccion, 1.47; saponificacion No. 184.8; yodo, No. 85.0.

La composicion promedio de los acidos grasos obtenidos por cromatografia de
gas liquido fue:

— Acido palmitico 2.3%/o
— Acido palmitoleico 37.00/o
— Acido estéarico 0.5%/o
— Acido oleico 39.59/0
— Acido linoleico 6.99%/0
— Acido linolénico 1.19/o
— Acido eicosanoico 2.3%/o
— Acido eicosaenoico 4.69/o
~— Acido docosaenoico 3.4%/o
— Acido tetraicosanoico 0.39/0

Manuscrito modificado recibido: 12—-4—-88.

1 Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de La Frontera, Casxlla 54-D,
Temuco, Chile.

Departamento de Nutricién, Universidad de La Frontera.

3 Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), Universidad de Chi-
le, Casilla 15138, Santiago, Chile.
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Estos resultados indican un aceite de buena calidad debido a su bajo contenido
de acido linolénico.

El valor nutritivo de la torta desgrasada, medido en ratas, dio una razon proteini-
ca neta (RPN) de 3.58, inferior al valor correspondiente a la caseina (4.10). La diges-
tibilidad proteinica verdadera medida en ratas, dio un valor de 730/o, en comparacion
con 950/0 para caseina.

Las cantidades de hierro y fosforo son, comparativamente, mas bajas que las
informadas para harina de raps y de maravilla.

INTRODUCCION

Para poder resolver el problema del déficit global de proteinas (1-6)
se ha intentado en forma complementaria la utilizacion de ciertos produc-
tos secundarios de procesos de elaboracion industrial. Entre éstos, en
Chile se han considerado la soya, el girasol, el raps y el lupino, los cuales
a excepcion de este Gltimo, se utilizan fundamentalmente como fuente de
aceites comestibles (4, 7). Teniendo en cuenta la necesidad de orientarla
produccion de alimentos hacia la bisqueda de productos ricos en protei-
nas y acidos grasos insaturados tanto a nivel nacional como en otros
paises, se ha estimado oportuno estudiar el avellano chileno (Gevuina
avellana), recurso en la actyalidad subexplotado, y que crece en forma
silvestre en una extensa area geogrifica (2, 8). Esta especie es monotipica
de Chile y segin su clasificacion botanica, pertenece a la familia de las
Proteaceas. Su fruto es muy apetecido y representa un importante con-
sumo en la zona Sur en general.

Desde el punto de vista de su composicion quimica, destaca el apre-
ciable contenido de aceite del fruto, el que representa aproximadamente
500/0 de su peso total, libre de cascara (8). Datos obtenidos en la Esta-
cion Experimental de Investigaciones Agropecuarias CARILLANCA (IX
Region, Chile), permiten estimar que en esta region existen mas o menos
13,500 ha de bosques nativos, en donde el avellano esti presente en un
8090/0 de esta superficie estimada. Esto representa una produccioén apro-
ximada de 7,000 ton de frutos de avellanas. Suponiendo que sélo el
300/0 estuviera disponible para su procesamiento en forma de aceite,
se obtendria una cifra estimada de 1,200 ton de aceite, quedando ade-
mis un residuo o torta, que podria destinarse a la alimentacion animal
y humana.

Considerando estos antecedentes, hemos estimado oportuno estudiar,
por un lado, la composicion quimica y la calidad biolégica de la harina
desgrasada de avellanas (H.D.A.) que queda, después de la extraccion del
aceite, con miras a impulsar su utilizacién como alimento humano, y por
el otro, 1a calidad del aceite extraido al fruto del avellano.

MATERIAL Y METODOS
Harina Desgrasada de Avellanas (H.D.A.)

Para este experimento se utilizaron semillas de avellanas maduras y
seleccionadas, recogidas en la zona de Victoria (IX Region, Chile).
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Las semillas desprovistas de corteza se secaron en estufa a 600C du-
rante ocho horas, y luego se molieron en un molino eléctrico, hasta obte-
ner un polvo que se pasoé por tamiz de 1 mm mesh de abertura. Luego se
procedié a extraer el contenido de aceite usando Nafta 3 X Shell como
solvente, mediante un proceso discontinuo tipo Soxleht. La harina resul-
tante se desolventizé a 600C y se almacend en bolsas de plistico a 50C
hasta su analisis posterior. La presencia del producto molido erala de un
polvo de color amarillo palido uniforme, de olor y sabor agradables. La
Figura 1 esquematiza el procedimiento seguido para la obtencion de la
H.D.A.

Andlisis Quimicos

Se realizaron los siguientes andlisis: humedad, cenizas totales, extrac-
to etéreo y fibra cruda de acuerdo a los procedimientos descritos en la
AOAC (9).

El nitrégeno total se determiné por el método de Kjeldahl, destilando
y recogiendo el amoniaco en dcido bérico al 40/0 mas mezcla de indica-
dores (10). El factor utilizado para convertir el dato de nitrogeno en
proteinas, fue 6.25.

La determinacion de los elementos minerales (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu,
Zn, Mn y P) se llevd a cabo previa calcinacion de 1a muestra a 4500C y
disolucion posterior de las cenizas en HCL al 200/0. Todos los minerales,
excepto el fosforo, fueron determinados por espectrofotometria de
absorcion atomica, usando un espectrofotometro G.B.C., Modelo 903.
El contenido de fosforo se determind espectrofotometricamente (11).

Contenido Energético

El valor calérico se calcul6 aplicando los coeficientes de Atwater, 4-9-
4, para proteinas, lipidos e hidratos de carbono, respectivamente.

Caracterizacion del Aceite de Avellanas

Indice de refraccion — Este se establecié6 empleando el refractometro
universal de Abbé, a 250C (10).

Indice de yodo — En este caso se aplico el método de Wijs (12).
Indice de saponificacion — Se us6 el metodo de Koesttstorfer (12).

Composicion de los dcidos grasos — Se determind por cromatografia
de gas liquido. Para este anilisis se prepararon los ésteres metilicos con
solucion de BF3 al 140/0 en metanol. Las condiciones de trabajo del cro-
matografo fueron las siguientes: fase estacionaria: 100/0 DEGS — PS
sobre Supelcoport 100/120 mesh; columna de vidrio de 10 pies de largo y
2 mm didmetro interno; gas de arrastre: nitrogeno; flujo  gas de arrastre:
30 mi/minutos; temperatura inicial de columna: 1600C; TO final 2100C;
velocidad de incremento temperatura: 40C por minuto; tiempo: 48 mi-
nutos, presion de hidrogeno: 20 psi; tipo de detector: ionizacion de
llama; determinacion de drea: integrador con microcomputador ICI-100;
instmmento: cromatdgrafo Perkin Elmer Sigma 300.
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FIGURA 1

Procedimiento aplicado para la obtencion de harina desgrasada de avellans (H.D.A.)

Determinaciones Biologicas

Método de razén proteinica neta (NPR) — La técnica empleada fue la
de Bender y Doell (13).

Animales — Se emplearon 24 ratas albinas de 21 dias de edad de la
Cepa Wistar. Los pesos iniciales fluctuaban entre 43 y 57 gramos, con un
promedio de 50 gramos. Para el experimento se dividieron en tres grupos.
El grupo A, constituido por ocho animales, recibié la dieta de H.D.A.
El grapo B, formado por ocho ratas, recibié dieta control ‘de caseina. El
grupo C, fue alimentado con dieta aproteinica. Durante los 14 dias que
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duré la experiencia, los animales fueron alojados en jaulas metabélicas
individuales, en un ambiente de temperatura controlada. Las dietas y el
agua se administraron ad libitum. Se controlé peso e ingesta alos siete y
14 dias.

Dietas — Las dietas de H.D.A. y de caseina se prepararon al 100/o de
concentracion proteinica (14). Su composicion se presenta en la Tabla 1.

TABLA 1

COMPOSICION DE LAS DIETAS DE H.D.A. Y DE CASEINA

Dieta

Componentes Control H.D. A
Caseina® 11.7 -
H.D.A. - 52.0
Aceite 10.0 10.0
Vitaminas® 1.0 1.0
Sales minerales® 4.0 4.0
Celulosa 5.0 5.0
Maicena 68.3 28.0

a Nutritional Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio, EUA.
b  Chapman, D. G., R. Castillo & J. A. Campbell (15).

En la segunda semana se recolectaron las deposiciones, las cuales se
pesaron, secaron y molieron, extrayéndose una alicuota para la determina-
cion de nitrogeno, en cada tipo de dieta (9). La calidad de la proteina de
la H.D.A., se valor6 relacionando ganancia de peso del grupo testigo y.
pérdida de peso del grupo aproteinico, con la ingesta del grupo problema
(15, 16). La digestibilidad verdadera (D.V.), se determiné en forma simul-
tanea al desarrollo de la técnica NPR, cuantificando el nitrégeno ingerido
y el nitrégeno fecal, en ratas con dieta en ensayo y ocho ratas del grupo
aproteinico (17, 18).

La férmula para su determinacion fue la siguiente:

I—(F=FK) * 100

D I

donde F y FK representan los contenidos de nitrogeno fecal de las ratas
con dieta de ensayo y aproteinica,respectivamente. I representa el nigroge-
no ingerido.

Andlisis estadisticos — Los resultados obtenidos en el ensayo de NPR
fueron sometidos a un analisis de varianza y prueba de Duncan (19) aun
nivel de P < 0.05 de significancia.



TABLA 2

COMPOSICION Y VALOR CALORICO DE LA TORTA DE AVELLANA, SU COMPARACION CON PRODUCTOS
ALIMENTICIOS CONVENCIONALES Y NO CONVENCIONALES

(gx 100 )
Harina de Torta de Harina
Componentes H.D.A. Arveja* Frijol Garbanzo* Lenteja* Trigo* Arroz* Raps Maravilla de
fria**  fria** soya**
Humedad 3.8 9.6 8.9 9.4 9.2. 13.5 12.3 7.5 6.8 7.0
Proteinas (Nx 6.25) 19.2 236 18.1 16.1 20.9 8.0 6.4 36.7 43.7 51.5
Cenizas totales 5.1 3.0 7.7 7.1 6.5 0.5 0.5 6.1 8.7 5.8
Fibra cruda 8.6 5.6 1.2 0.8 1.2 0.5 0.3 1.3 108 3.0
Extracto etéreo 4.0 1.2 14 3.7 1.6 0.7 8.0 10.9 1.7 1.0
ENN 59.3 57.0 62.7 62.9 60.2 77.5 79.7 37.4 29.0 30.0
Contenido calorico
{kcal/100 g) 350 324 330 343 330 349 363 395 306 335.0

*  Referencia (4).
*% Referencia (1).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Composiciéon Quimica de la H.D. A.

La composicion quimica proximal de la H.D.A. se detalla en la Tabla
2, en la que cada resultado es el promedio de tres determinaciones. Estos
datos reflejan un importante contenido proteinico (199/0).

De acuerdo a la informacion consignada en dicha Tabla, el aporte
proteinico de la H.D.A. es comparable al de las harinas de leguminosas, y
notoriamente superior al contenido proteinico de los cereales, aunque.
inferior al de las tortas de oleaginosas (1).

La H.D.A. acusa también un contenido mayor de fibra cruda que las
harinas de leguminosas, cereales y tortas de oleaginosas, condicion que
podria interferir la utilizacion del producto (15). Asimismo, su contenido
energético, es comparable al de las harinas de leguminosas, cereales y
tortas de oleaginosas, como maravilla y soya.

La composiciéon de acidos grasos establecida en el aceite de avellana
(Tabla 3) presenta caracteristicas relativamente comparables a la informa-
da en la literatura (21). Cabe destacar en ella, el alto contenido de acido
oleico (399/0) y palmitoleico (37.1), este dltimo encontrado solamente
en aceites de origen marino y, la baja concentracion de acido linoleico
(1.10/0) que permite clasificar a este aceite como de buena calidad y esta-
bilidad (21) frente al proceso de enranciamiento.

Los resultados de la composicion mineral que se exponen en la Tabla
4 indican que el sodio es el elemento mineral mas abundante en la harina
desgrasada de avellanas, con una concentracion de 3,680 mg/kg, seguido
de fosforo. Entre los macroelementos la concentracion mas baja corres-
ponde al potasio con 410 mg/kg. Respecto de los microelementos, el
manganeso presenta la concentracion mas alta, seguido de hierro. Los
hallazgos referentes al fosforo y al hierro fueron inferiores a los notifica-
dos en el caso de las harinas desgrasadas de raps y maravilla,

Calidad Biologica

Los datos de NPR y D.V. constatados en nuestro experimento, se
consignan en la Tabla 5. Desde el punto de vista bioldgico, la calidad de
los componentes proteinicos de la H.D.A. medida en ratas a través de la
técnica NPR dio un valor de 3.58, cifra que es significativamente mas
baja que el valor obtenido para caseina (4.10). No obstante, en términos
porcentuales, dicho valor representa 870/0 respecto de caseina.

La cifra obtenida para la razén proteinica neta (NPR) de 3.58 puede
explicarse como sigue:

a) La ingesta de la dieta, tanto total como proteinica de H.D.A. signifi-
cativamente inferior respecto al grupo que consumio caseina, lo que
a su vez se reflej6 en un menor incremento de peso corporal (Tabla
5).

b) Al comparar la composicion aminoacidica de 1a H.D.A. con el patron
FAO/OMS 1981, se aprecia que la lisina es el aminoacido limitante,
con un puntaje quimico de 82 (22), y
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TABLA 3
CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DEL ACEITE DE AVELLANAS
Analisis
Caracteristicas
Indice de yodo 85.0
Indice de saponificacion 184.8
Indice de refraccion a 200C 1.47
Residuos insaponificables, ©/o 0.20
Acidos grasos (Peso ©/o ésteres metilicos)
C16 0 Acido palmitico 2.3
C18 : 0 Acido estearico 0.5
C20 : 0 Acido eicosanoico 2.3
C24 : 0 Acido tetraeicosanoico 0.3
5.4
Total acidos saturados
C16 : 1 Acido palmitoleico 317.0
C18 : 1 Acido oleico 39.5
C18 : 2 Acido linoleico 6.9
C18 : 3 Acido linolénico 1.1
C20 : 1 Acido eicosaenoico 4.6
C22 : 1 Acido docosaenoico 3.4
Total acidos insaturados 92,5
TABLA 4
COMPOSICION MINERAL DE HARINA DESGRASADA DE AVELLANAS
(mg/fkg)®
Na K Ca Mg P Cu Mn Zn Fe
3680 410 972 2860 2450 23 41 17 19

a

Valores promedio de tres determinaciones.



TABLA S

DIFERENCIA DE PESO, INGESTA TOTAL, INGESTA PROTEINICA, DIGESTIBILIDAD VERDADERA Y APARENTE,
EN RATAS ALIMENTADAS CON H.D.A. Y CASEINA AL CABO DE 14 DIAS

Fuente APeso* Ingesta total Ingesta NPR Digestibilidad Digestibitidad
proteinica g proteinica verdadera aparente
H.D.A. 25+ 404 89.4 * 514 10.4 £0.64 3.58 £ 0,408 85.5 £2.98 80.9 £3.124
Caseina 40.6 £ 5.9 129.7 *10.5€ 1282110C  4.10t0.308 95.4 +1,448 85.2 +1.24B
Aproteinica  —11.6+ 418 56.9 +5.4B 2.0 +0.2B - - -

*  Flpeso promedio de los grupos experimentales fue de 35.5 g.
La pérdida de peso promedio del grupo sin proteina fue de 11.6 g.

a Promedio * desviacion estindar de ocho observaciones.
Letras diferentes en las columnas son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

80¢
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¢) Los valores encontrados para digestibilidad aparente y verdadera fue-
ron 81 y 85.5, respectivamente, resultando ser significativamente
inferiores respecto de la caseina (Tabla 5). Ello determiné que el con-
tenido de fibra cruda de este producto afectase la utilizacion biologica
de H.D.A. (23).
Finalmente, los valores de digestibilidad aparente (D.A.) y verdadera
(D. V.), se consideran buenos comparativamente, tratindose de un
producto vegetal obviamente inferior a la caseina.

SUMMARY

CHEMICAL COMPOSITION - AND BIOLOGICAL QUALITY OF
DEFATTED HAZELNUT FLOUR

The results of the chemical composition and biological quality of deffated hazel
nut flour are shown. The samples analyzed contained significant amounts of proteins
(199j0) comparable to legume flour, higher than cereals and lower than deffated
oleaginous flours.

The oil extracted from the seed was analyzed and the average results obtained
were the following: Refraction index, 1.47; saponification No. 184.8; iodine No.
85.0.

The average composition of the fatty acids obtained by gas liquid chromatography
was!

— Palmitic acid 2.39/o
— Palmitoleic acid 37.00/0
— Stearic acid 0.59/0
— Oleic acid 39.59/0
— Linoleic acid 6.99/0
— Linolenic acid 1.10/o0
— Eicosanoic acid 2.39/o
— Eicosaenoic acid 4,69/0
— Docosenoic acid 3.490/0
-— Tetraeicosanoic acid 0.30/0

These results indicate a good-quality oil due to the low content of linolenic acid.
~ The nutritive value of the deffated meal measured in the rats gave a net protein
ratio (NPR) of 3.58, lower than the corresponding casein value (4.10). The true pro-
tein digestibility measured in the rat gave a value of 7.39/o, compared to 959/o for
casein,
The amounts of iron and phosphorous are comparatively lower than those
reported for rape-seed meal and sunflower meal.
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otros paises, US$119.50 (Precios sujetos a cambio sin aviso previo).

Las leguminosas representan un area extensa en alimentos para humanos y como
forraje para animales. Conocidas por ser excelentes fuentes de proteina, las legumi-
nosas también son ricas en importantes vitaminas y minerales. Hoy dia, las legumino-
sas procesadas y los productos de leguminosas se encuentran ampliamente disponibles
y se utilizan como ingredientes en muchos productos y mezclas alimenticias.

El libro que nos ocupa fue preparado con el proposito de proporcionar informa-
cién exacta y amplia sobre la quimica y tecnologia de 1a produccion, procesamiento y
propiedades de varias leguminosas y productos a base de ellas. Logicamente, le sigue la
nutricion humana porque los componentes de los productos son afectados por los
tratamientos y procesos a que se someten los materiales crudos. (Por lo tanto, un capi-
tulo se destina a comentar los forrajes para animales a base de leguminosas).

Cada topico lo presenta en forma global una fuente auforizada y competente.
Asi, en los dos primeros capitulos del libro se abordan los aspectos culturales, de gené-
tica y de cosecha y almacenaje de las leguminosas. En los capitulos siguientes, se
enfoca la quimica y tecnologia de aceites refinados, aislados proteinicos, concentrados
proteinicos y productos de fermentacion.

El complejo tema de nutricion a base de leguminosas, se cubre en los capitulos
destinados a composicion de nutrientes, su biodisponibilidad y factores antinutriciona-
les. Asimismo, se proporcionan datos sobre composicion de nutrientes, los que se
comentan en el caso de alimentos tales como leguminosas cocidas y enlatadas, legumi-
nosas germinadas y otros productos, incluyendo tofu, tampeh, miso y natto. También
se cubren los forrajes para animales.

Si bien el libro esta destinado principalmente a nutricionistas, tecnologos en ali-
mentos, cientificos en ciencias de alimentos, y quimicos, constituye un excelente
texto de referencia para estudiantes en el campo de la nutricion y ciencia de alimentos.

~ Ajeno al prefacio y némina de autores contribuyentes, incluye 10 capitulos princi-
pales, como sigue: 1. Cultivo y genética de las leguminosas de grano. 2, Cosechay
almacenamiento de leguminosas. 3. Aceites refinados. 4. Aislados proteinicos de
soya. 5. Harina y concentrados proteinicos de leguminosas. 6. Productos fermenta-
dos. 7. Composicion de nutrientes de leguminosas crudas, cocidas, enlatadas y germi-
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nadas. 8. Contenido de nutrientes de otros productos de leguminosas. 9. Usos de
leguminosas como forraje animal y finalmente, en el capitulo 10. Factores antinutr-
cionales.

A los interesados en adquirir este volumen, se les sugiere dirigir su solicitud a:
Marcel Dekker, Inc., 270 Madison Avenue, New York, N.Y. 10016, acompaiiandola de
un cheque en dolares por 1a cantidad estipulada al rubro.

Lipoproteins and Atherosclerosis {Atherosclerosis Reviews, Volumen 17).
Robert 1. Levy, Anatoli N. Klimov, Vladimir N. Smirnov y Herman A.
Tyroler (Eds.). New York, N.Y., Raven Press, 1988,335p. ISBN 0-
88167-402-8. (Pasta dura e ilustrado). Precio: US$119.00.

La aterosclerosis constituye un grave problema en muchos paises, como lo reflejan
las altas tasas de enfermedad coronaria. En Estados Unidos y 1a URSS, por ejemplo,
las enfermedades cardiovasculares constituyen, hoy dia, la principal causa de muerte.
Desde 1972 ambos paises han unificado esfuerzos en el desarrollo de un programa
cooperativo de investigacion con el fin de encontrar soluciones a estos problemas de
salud. Dicho programa explora como ciertas variables de poblacion, de indole social,
cultural, ambiental, dietaria y otras, se asocian con el desarrollo de aterosclerosis y
enfermedad coronaria. Esa cooperacion ha incluido extensos estudios epidemioldgicos
en ambos paises asi como investigacion basica con tecnologias actualizadas en biologia
molecular, para elucidar el papel que los lipidos desempefian en la aterosclerosis. Se ha
encontrado que los niveles elevados de lipoproteinas correlacionan con la aterosclerosis
prematura.

El volumen que nos ocupa presenta resultados importantes del programa en refe-
rencia. La primera parte informa sobre hallazgos de investigacion basica reciente en
lo que a las interacciones lipoproteina-aterosclerosis se refiere. Asi, investigadores de
ambos paises han estado trabajando juntos, primero para definir 1a estructura, funcion
y metabolismo de las diversas lipoproteinasy apolipoproteinas, y segundo, para tratar
de entender el papel y las actividades de los receptores celulares. Se exponen datos
de estudios experimentales y clinicos realizados, utilizando la aplicacion clinica de
técnicas tales como anticuerpos monoclonos y electroforesis de gel en gradiente.
Estos estudios basicos se derivan de las manifestaciones de aterosclerosis en pacientes
con enfermedad coronaria, y estan dirigidos hacia el mejoramiento del estado clinico
y, en ultima instancia, la prevencion de la aterosclerosis prematura.

La segunda parte expone por vez primera, informacion epidemioldgica extensa y
comparativa concemiente a la enfermedad cardiovascular y factores de riesgo en
muestras de poblacion norteamericana y soviética, Esta Seccion se inicia con una“
revision general de la estrategia del muestreo, procedimientos de estudio, y métodos
estadisticos. Los estudios fueron disefiados para describir la distribucion de lipidos
y lipoproteinas en plasma, estudiar sus determinantes, e identificar y cuantificar las
secuelas cardiovasculares de los patrones de lipidos y lipoproteinas en ambos secto-
res de poblacion (Estados Unidos y la Unién Soviética). Se proporcionan datos
sobre los correlativos de la presion sanguinea y de los lipidos y lipoproteinas, y se
examina y evalia la ingesta de varios nutrientes y las anormalidades electrocardiogra-
ficas en mujeres. Los datos en cuestion son para todos los grupos de edad com-
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prendidos entre 20 y 69 afios, tanto para hombres como para mujeres. Se examinan
también resultados de un estudio de seguimiento sobre mortalidad, relacionado con
factores de riesgo de enfermedad coronaria —actualmente en marcha— en hombres y
mu jeres norteamericanos y de la URSS. Esta segunda parte concluye con un resumen
de hallazgos clave derivados de los estudios epidemiologicos, datos que son impor-
tantes para lograr una mejor comprension de los mecanismos de la aterosclerosis y
del rol que los lipidos y las lipoproteinas desempeiian en este proceso patogénico en
humanos. Los resultados del estudio conjunto no soélo han servido ya de estimulo a
estudios basicos adicionales, sino también han aportado nuevos conocimientos, con-
tribuyendo en esta forma al desarrollo de programas preventivos con base en las
poblaciones, en beneficio de los Estados Unidosy de la URSS.

En resumidas cuentas, la orientacion de investigaciones futuras apunta hacia un
mayor entendimiento del proceso aterosclerdtico, mejor seguimiento de las pobla-
ciones en riesgo, v la adopcion de medidas tempranas y oportunas para prevenir el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

El libro —de especial interés para cientificos, clinicos y epidemiologos que labo-
ran en el campo de las enfermedades cardiovasculares— también sera de gran valor
para aquéllos cuyo interés se centra en problemas internacionales de salud y el desa-
rrollo de programas preventivos basados en la poblacion.

Los interesados en adquirirlo podran hacerlo directamente de la Raven Press,
Inc., acompaiiando su solicitud de un cheque por la suma de US$119.00 a la direc-
cién que sigue: 1185 Avenue of the Americas, New York, N. Y., 10036.

El Desafio de la Epidemiologia — Problemas y Lecturas Seleccionadas. —
Carol Buck, Alvaro Liopis, Enrique Ndjera y Milton Terris (Eds., Dis-
cusion y recopilacion). Washington, D. C., Organizacion Panameri-
cana de la Salud, 1988, 1077 p. (Publicacion Cientifica 505) ISBN
92 75 31505-1. (Pasta suave). Publicada también en inglés (1988)
con el titulo The Challenge of Epldemlology, Issues and Selected
Readings, ISBN 92 75 11505-2.

Este volumen representa la culminacion de un esfuerzo colaborativo en el que
participaron dos unidades de la OPS, la de Anilisis de la Situacion de la Salud y sus
Tendencias, y la de Desarrollo de Recursos Humanos de Salud. Como reza la intro-
duccion, el Dr. Clovis H. Tigre, epidemiologo asignado a la primera de estas unida-
des, coordiné la produccion del libro, y un grupo de editores integrado por cuatro
eminentes epidemidlogos —Carol Buck, de la Universidad de Ontario Occidental,
Canadd; Alvaro Lilopis, de 1a Universidad Central de Venezuela; Enrique Najera, de
la Universidad de Sevilla, Espafia, y Milton Terris, del Journal of Public Health
Policy— seleccionaron articulos para la antologia y tuvieron discusiones de fondo
sobre cada parte de la misma. Estas discusiones, destinadas a proporcionar una es-
tructura para los articulos, se grabaron y transcribieron las propias reuniones de los
editores, y su estilo original se ha mantenido para conservar las opiniones de los
editores y el espiritu de sus discusiones.



216 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

La primera reunion tuvo por proposito discutir los objetivos y procedimientos
generales, y se acordé que los articulos para la antologia se escogerian entre los suge-
ridos por expertos de todo el mundo. Se enviaron aproximadamente 100 cartas a
profesionales del campo de la epidemiologia, pidiéndoles que mencionaran hasta 10
trabajos que, a su juicio, representaran hitos en la evolucion de la disciplina, contribu-
ciones destacadas referentes a actividades sobre el terreno, o ejemplos del avance de
un concepto innovador. Sobre la base de esta gran coleccion de articulos, capitulos
de libros y resimenes de articulos, los cuatro editores procederian a una minuciosa
seleccion de la mayor parte del material en cuestion, a fin de lograr una version final
bien equilibrada. Los titulos restantes se integrarian en una extensa bibiliografia
sobre el tema del libro.

En una reunion posterior, los editores distribuyeron en cinco partes los articulos
seleccionados. Las dos primeras tituladas “Desarrollo historico” y “De la antigua a
la nueva epidemiologia” respectivamente, trazan la evolucion historica de la disciplina.
La tercera, “Investigacion etiologica”, y la cuarta “Servicios de salud y politica de
salud”, se refieren a la aplicacion de la epidemiologia. Las cuatro primeras partes
contienen discusiones y una recopilacion de reimpresos ordenados cronologicamente;
la ultima seccion contiene discusiones inicamente. La traduccion de los articulos
para esta edicion en espaiiol estuvo a cargo del personal del Departamento de Medi-
cina Preventiva y Social de la Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla, Espafia.

Se espera que, ademas de ofrecer valiosa informacion, esta antologia estimule
el debate sobre la historia y evolucion, alcance y limitaciones y perspectivas de la
epidemiologia. Cumpliria asi su misién de gervir como un instrumento itil para los
estudiantes y para los profesionales, ofreciéndoles, a la vez, un sistema de referencia,
tan esencial para la reorientacion de la practica de la epidemiologia en la Region,

Para mayores detalles, se ruega a los lectores dirigir su solicitud al Servicio Edi-
torial, Organizacion Panamericana de la Salud, 525 Twenty-third Street, N. W.,
Washington, DC 20037, EUA.

Diagnéstico de la Situacion Alimentaria, Nutricional y de Salud de la
Poblacion Ecuatoriana Menor de Cinco Afios. — W. B. Freire, H.
Dirren, J. O. Mora, P. Arenales, E. Granda, J. Breilh, A. Campaiia, R.
Paez, L. Darquea y E. Molina. Publicacién del Consejo Nacional de
Desarrollo y el Ministerio de Salud de Ecuador, 1988. xxxvii + 268
p- (Espafiol).

Esta publicacion presenta el diagnéstico de la situacién nutricional de los nifios
ecuatorianos menores de cinco afios. Con una muestra probabilistica, de conglome-
rados, estratificada y bietapica, aporta infornacion sobre la desnutricion cronica,
aguda y global, a partir de la construccién de los indicadores de talla para edad, peso
para talla y peso para edad. Con indicadores bioquimicos, define las deficiencias de
hierro, expresadas en prevalencia de anemias, de riboflavina y la posible deficiencia
de zinc. Ademas, incluye datos sobre el consumo de alimentos de los nifios, expre-
sada en términos de nutrientes.
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Los resultados se presentan desagregados por rangos de edad y por regiones de
Sierra y Costa, asi como por poblacion urbana y rural. Adicionalmente, los propor-
ciona por estrato social, por nivel de instruccion de la madre, y por nivel de riesgo
de la vivienda. Mas adelante, el libro contiene analisis sucesivos, cruzando dos varia-
bles independientes con la variable dependiente, a partir de un modelo de asociacion
en el que se jerarquizan dichas variables de acuerdo al modelo que se construyé para
la interpretacion de los resultados, y a la primera parte del analisis.

De la interpretacion de esos hallazgos, se concluye que en Ecuador, una propor-
ci6n muy importante de nifios padece de algin tipo de desnutricion, problema que
se encuentra vinculado a diversos factores tales como la diferenciacion regional, la
condicion de estrato social, las diferencias en el acceso a los servicios de salud, sanea-
miento ambiental y vivienda, y grado de instruccion de la madre, Se determina, asi-
mismo, que el problema de la desnutricién energéticoproteinica es mas grave en los
nifios a partir del sexto mes de vida, hasta cumplir los 35 meses. Como sabemos, éste
es el periodo en el que se introducen alimentos complementarios a la leche materna,
y en el que aparecen también los problemas mas frecuentes de diarrea y de enferme-
dades de las vias respiratorias.

También se determina la presencia de anemias por falta de hierro, siendo su
mayor prevalencia en los nifios de seis a 11 meses y de 12 a 23 meses. Con relacion a
la riboflavina, se observa prevalencias que van en aumento paralelo con la edad.

El estudio objeto de esta resefia, a mas de actualizar Ia informacion del problema
nutricional en el Ecuador, su distribucion y caracteristicas, pone a consideracion
nuevas metodologias para los siguientes propositos: interpretacion de los resultados
antropomeétricos, uso de los indicadores de hierro (particularmente el de hemoglobina
que cambia con la altitud), interpretacion y definicion de estrato social, y definicion
de criterios de riesgo en base a las caracteristicas de la vivienda.

Los interesados en obtener un ejemplar de este estudio, pueden obtener mayores
detalles solicitaindolos a la Dra. Wilma B. Freire, Casilla 537-C, Quito, Ecuador.






NOTAS

ENERGY INNOVATION AND THE AGRO-FOOD INDUSTRY
Amiens, France, March 21-23 1990

La Comisién de Comunidades Europeas y la Agencia Francesa para la Adminis-
tracion de Energia, en colaboracion con la Asociacion para la Promocion de la Indus-
tria Agricola (APRIA), estan organizando un Coloquio Internacional sobre el tema
“Innovacion Energética y las Industrias Agro-Alimentarias’.

El evento a que aludimos, a celebrarse en Amiens en las fechas indicadas, reunira
a personal directivo, investigadores y técnicos responsables en el campo agro-alimenta-
rio, con los objetivos siguientes:

® Evaluar las mejoras potenciales en la eficiencia de energia y eficiencia economica
mediante la experiencia y conocimientos especializados en nuevos procesos.

®  Facilitar la diseminacion y transferencia de tecnologias de alto rendimiento.
®  Anticipar el impacto de las tecnologias del mafiana,

® Ofrecer a profesionales en energia una oportunidad de reunirse para intercambio
de puntos de vista.

El Comité Organizador veria con agrado que profesionales e investigadores en el
campo agro-alimentario proporcionaran trabajos o posters sobre los temas: secamien-
to, concentracion y deshidratacion.

Se suplica a los contribuyentes proporcionar ejemplos de tecnologia y sistemas
innovativos (basados en el triple criterio de energia, tecnologiay economia).

Un Comité Cientifico, compuesto de especialistas europeos, dara su preferencia a
comunicaciones que enfoquen los resultados energéticos y financieros, recientes
avances, calidad, automacion y proteccion ambiental.

Se ruega a todas las personas que deseen participar, envien sus contribuciones a
Monsieur Christian FABRY, Agence Francaise pour la Maitrise de I’Energie, Déléga-
tion Régionale de PICARDIE, 2, rue Delpech — 80000 AMIENS (FRANCE).
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LA ASOCIACION DE NUTRICIONISTAS DE GUATEMALA
(ANDEGUAT)

Se complace en invitar a los profesionales vinculados al campo de la alimentacion y
nutricion, al

XII CONGRESO DE NUTRICION DE CENTROAMERICA Y PANAMA.
IV CONGRESO NACIONAL DE NUTRICION

con el tema
“NUTRICION AL DIA”
y ala

NUTRIEXPO ’90

Que se llevarin a cabo en la ciudad de Guatemala, en el Hotel “El Dorado”, Salon De
Las Naciones, del 11 al 15 de junio de 1990.

Objetivos

1. Intercambiar experiencias y conocimientos en el campo de la alimentacion y nu-
tricion entre los profesionales de estas areas.

2. Establecer mecanismos de intercambio de informacion entre los profesionales e
instituciones que trabajan en el area de alimentacion y nutricion.

Areas Tematicas

Considerando que el campo de la alimentacion y nutricion es muy amplio y para
cubrir las expectativas de actualizacion e intercambio de los participantes en este
Congreso, se han planteado ocho dreas tematicas:

— Antropometria

—  Alimentacion Institucional

— Ciencia y Tecnologia de Alimentos

— Educacion Alimentario-Nutricional

— Fomacion de Recursos Humanos en Alimentacion y Nutricion
— Nutricion Clinica

— Nutricion y Deporte

— Vigilancia Alimentario-Nutricional

Dentro de cada una de estas areas de incluye el componente de investigacion,

Para mayor informacion dirijase a: Comité Organizador XII Congreso de Nutri-
cion de Centroamérica y Panami. Apdo. Postal 956 - Tel. 23888 - Telex: 5392
EMSELGU ~ Fax: 343987. Guatemala, C. A.



INFORMACION PARA LOS AUTORES

A. CONTRIBUCIONES A LA REVISTA

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

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

2. Los Trabajos de Investigacién se refieren a los resultados de estudios de experimen-
tacion llevados a cabo hasta el punto que permite la deduccidn de conclusiones validas.

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

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

B. NORMAS PARA LA ELABORACION DE MANUSCRITOS

1. Las diversas contribuciones deben ser originales, a maquina, a doble espacioy en
triplicado.

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

3. Los manuscritos pueden ser redactados en espaiiol, inglés, portuguésy francés,
segiin la preferencia del autor.

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

C. ORGANIZACION DEL MANUSCRITO

Se recomienda organizar cada manuscrito como sigue:

1. Titlo

La primera pagina del manuscrito debe contener el titulo completo del trabajo en
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mayisculas, nombre completo y apellido del autor, institucion de origen con letras ini-
ciales mayusculas y el resto en mindscula. (En la pégina siguiente debe indicarse el
cargo que cada autor desempeiia, identificindolos debidamente).

2. Resumen en el idioma original del articulo

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

3. Introducciéon

Debe indicar claramente el objetivo o hipotesis de 1a investigacion y sus relaciones
con la nutricion y otros trabajos existentes, evitindose largas revisiones bibliogrificas.

4, Material y Métodos

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

5. Resultados

Estos se presentardn en lo posible en Tablas y/o Grdficas que serdan respaldadas
por célculos estadisticos, evitando la repeticion de datos y seleccionrando la forma que
en cada caso resulte adecuada parala mejor interpretacion de los resultados. Si hubie-
ra subdivisiones ellas se encabezardn con un subtitulo.

a)  Las graficas e ilustraciones deberan ser presentadas en fotografias de papel
brillante, no montadas, y llevar el nombre del autor y el niimero correspondiente en el
dorso. Cuando sea necesario deberd seiialarse 1a parte superior e inferior de la gréfica.

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

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

d) Cada grifica o ilustracion deberd identificarse con la leyenda respectiva y
contar con los datos imprescindibles para su interpretaciéon.

e) Las tablas deben numerarse segin su orden de presentacion en el texto y se
entregaran en hojas aparte,

f)  Cada tabla debe contener un breve titulo que indique claramente su conteni-
do. Las aclaraciones a las tablas deben hacerse mediante notas al pie, y se identificardn
con letras mintisculas consecutivas colocadas como post-fijo superior en la cifra o valor
correspondiente, Los encabezamientos de las columnas deben ser cortos o abreviados,
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incluyéndose, en nota al pie, una aclaracion en caso necesario, Las Ifneas horizontales
deben reducirse al minimo y nunca usar las verticales.

g)  En cada columna se indicard claramente 1a medida usada, por ej., mg/g, etc.
Para concentraciones no se debe usar la expresién 9/o sino, por ej, g/100 g 6 mg/100
ml. Se deben indicar con claridad todas las pruebas estadisticas usadas. Las tablas de-
ben tener toda la informacion necesaria para su interpretacion,

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

6. Discusion

Debe ser breve y restringirse a los hechos significativos del trabajo. Es recomenda-
ble usar subtitulos en las diversas secciones del manuscrito, indicando las diferentes
materias tratadas, En caso que, a juicio de los autores, la naturaleza del trabajo lo per-
mita, puede hacerse una discusion de los resultados inmediatamente después de su
expresion, bajo el titulo general de RESULTADOS Y DISCUSION. Lo expresado en
los incisos a) a h) en la seccion precedente, aplican igualmente a esta seccion,

7. Resumen en inglés
Todo trabajo deberd acompaiiarse de un resumen en inglés, si el trabajo original

fuese en espaiiol, francés o portugués. Si el trabajo es en inglés, este resumen debe
presentarse en espaiiol. El titulo del trabajo también debe redactarse en inglés.

8. Agradecimiento (silo hubiere)

9. Citas bibliogréficas y Bibliografia

Las citas bibliograficas se indican con nimeros ardbigos en el texto, entre parén-
tesis y por orden de aparicion, no por orden alfabético de autores.

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

a)  De revistas:

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

b)  De libros:

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

¢)  De libros sin autor individual:

Associacion of Official Agriculturas Chemist. Official Methods of Analysis
of the AOAC. 12th ed. Washington, D. C., The Association, 1975, p. 30
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d) De un articulo o capitulo de un autor (es) consignado en un libro publicado
por casa editora:

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

e) De citas de compendios:

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

10. Notas al pie de la pdgina

Las notas al pie de la pagina deben ser reducidas al minimo. Cuando su inclusiéon
sea necesaria deberd indicarse su orden de aparicion en el texto mediante nimeros ara-
bigos, consecutivos colocados como post-fijo superior. (Estas notas se redactan, debi-
damente identificadas, en la 2a, hoja del manuscrito, después de la identificacion de
los autores).

11. Abreviaturas y siglas

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

12, Nomenclaturas

Debera usarse la nomenclatura de la Union Internacional de Ciencias de la Nutri-
cién (IUNS) para vitaminas y otros nutrientes. En las unidades de medicién se em-
pleard el Sistema Métrico Decimal. Para las unidades de energia se usaran calorfa (Cal)
o Joules (J) indiscriminadamente.

13. Resultados numéricos

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

D. SEPARATAS

El costo de las separatas o sobretiros de los trabajos es de US$3.00 por pdgina de
50 separatas. El autor (es) deberd notificar a 1a Oficina Editorial el nimero de separa-
tas deseado tan pronto se le informe que su trabajo ha sido aceptado.
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E. CARGO POR PAGINA

La revista es un organo de divulgacion cientifica sin fines de lucro y es mantenida
fundamentalmente con donaciones. Sin embargo, a los efectos de contribuir con los
gastos de publicacion, 1a Asamblea General de la SLAN ha creado un cargo de US
$10.00 por pégina de trabajo publicado. La Oficina Editorial puede considerar una
reduccién por concepto de cargo por pagina previa solicitud expresa dirigida en ese
sentido por el autor (es).
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