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PROLOGDO

La desnutricién es un problema de salud publica que concierne principalmente a
los nifios, reflejando generalmente las condiciones nacionales de vida, asi como
de sus propios hogares, es decir, condiciones econdmicas, sociales ¥y
ambientales. Aunque la desnutricidon no esta restringida a una determinada area
geografica, edad, grupo econdmico, social o cultural, la desnutricion ocurre
principalmente en tierras no fértiles y en paises con una limitada infraestructura

en la distribucién de los viveres hacia el interior del pais.

En la nutricién humana, ademas de otros nutrimentos, es de suma importancia
evaluar el balance de aminoacidos y su biodisponibilidad en un alimento. Una
evaluacién biolégica de este tipo lo constituye la Utilizacion Neta de la Proteina
(NPU), que nos indica la relacion de nitrégeno retenido del nitrdgeno ingerido.
Evaluando la biodisponibilidad de los aminoacidos de la proteina, asi como el
perfil de éstos, en especial de los denominados indispensables, podemos
considerar que la prueba del NPU nos da un buen método de evaluacion
biolégica, siempre y cuando se tenga un adecuado desarrollo de ta prueba, de
acuerdo a las condiciones definidas y con los controles necesarios. Algunos
autores han reportado modificaciones para simplificar el método original
resultando ser algunas de estas modificaciones tediosas y caras; dentro de estas
modificaciones se ha reportado una alta correlacién entre el NPU calculado a
partir de la concentracién de nitrégeno retenido en el canal del animat sin visceras
{carcass) y el NPU calculado a partir de la concentracion de nitrégeno retenido en
la pierna posterior y en el higado; sin embargo, no se ha logrado discriminar
totalmente entre las diferentes calidades de proteina de la misma forma en la que
lo hace el NPU calculado a partir de la concentracion de nitrégeno del carcass,
ademas de que se ha empleado, en mayor o menor grado, una restringida
variedad de fuentes de proteina (Lachance and Miller, 1973; Sotelo and Lucas,
1978).




PROLOGO

El presente trabajo tiene la finalidad de probar algunas modificaciones (empleo del
higado) y proponer otras (uso de rifiones, corazén, bazo, intestino y patas
delanteras) en una necesidad de disponer, para fines practicos, de un método de
balance de nitrégeno mas simple, facil, rapido y econémico para evaluar y
discriminar |a calidad de una proteina, haciendo uso de un mayor rango de calidad
proteinica.

Se desarrolld un disefio experimental mediante una Regresion Multivariable por
Etapas y empleando un modelo cuadritico completo, para evaluar las
modificaciones propuestas y asi encontrar el Modelo Predictor que nos permitiera
pronosticar la concentracién de nitrogeno del carcass, utilizando la concentracidn
de nitrdgeno de los rifiones y el carazén. Tanto el NPU original como et medificado
lograron discriminar entre las diferentes calidades de fuentes de proteina.
También se encontrd una alta correlacién entre esta modificacion y el método
original, asi como con métodos quimicos y de prediccidn biolégica, empleando un

amplio rango de calidad de proteina.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar el disefio experimental para tratar de encontrar el érgano o tejido que
pueda sustituir el carcass en la hrueba bioldgica de Utilizacién Neta de la Proteina
(NPU), empleando un mayor nimero de fuentes de diferente calidad proteinica,
tanto de origen animal como vegetal, abarcando el mayor rango de calidad

proteinica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar las fuentes de proteina, desde el punto de vista nutritivo,
determinado con indices biologicos e indices quimicos.

2. Realizar un ensayo preliminar con varios drganos o tejidos para determinar cual
de ellos muestra la mejor correlacion con el método original, para desarrollar el

ensayo final con la parte anatémica seleccionada.

3. Averiguar si es posible encontrar una mas alta correlacién entre el metodo
original de NPU y el modificado, haciendo uso de otros érganos ademas de los
ya estudiados, empleando un mayor espectro de alimentos para evaluar la
calidad proteinica.

4. Conocer si hay correlacion entre el método modificado y otros indices
bioldgicos y quimicos de prediccidn de calidad proteinica.

10




GENERALIDADES

PROTEINAS Y SU CALIDAD

Las proteinas son la unidad primaria de los organismos vivos y el constituyente
mas importante de los alimentos, el material con el cual se construye la mayor
parte de la materia sélida de los tejidos del misculo y de varios organos del
cuerpo, tales como el corazén, rifiones y pulmones. No hay forma de vida que
exista sin proteinas. Existe una cantidad ilimitada de proteinas, por lo tanto, no se
ha podido llegar a una clasificacion  muy rigida. Se han intentado clasificar de
acuerdo a su composicidén de aminodcidos y la cantidad de aminoacidos que
contienen, asi como de acuerdo a su arreglo, pero muchas proteinas tienen una
distribucion similar de aminoacidos. Los aminoacidos en una proteina estan unidos
por enlaces quimicos, en {a proteina se encuentran en diferentes cantidades
siguiendo la secuencia caracteristica de cada proteina, esta unién es el enlace
peptidico (Altschul, 1958).

Las propiedades de solubilidad de una proteina pueden ser modificadas o
dafadas drasticamente cuando son sometidas primordialmente a calentamiento, o
que cambia de una proteina es el arregio ordenado de los péptidos por la ruptura
de los puentes de hidrogeno. Cuando ésto ocurre se dice que la proteina se ha
desnaturalizado. Aqui hay que sefialar que existen muchos factores por los cuales
una proteina se desnaturaliza y no es sélo por un cambio en la temperatura, sino
que también se puede dar por un cambio de pH, por ejemplo. El valor nutritivo de
una proteina es danado s6lo cuando los aminoacidos son destruidos o cuando se
genera un cambio en e! arreglo de los péptidos de una proteina. La funcién
primaria de las proteinas de la dieta es suministrar aminoacidos para la formacién

de nuevos tejidos y para reemplazar los aminoacidos catabolizados en

11




GENERALIDADES

el ciclo continuo de sintesis y degradacion de las proteinas que tiene lugar en los
tejidos (recambio de proteinas); también para la sintesis de muchas estructuras
especificas (hormonas y enzimas}. Su funcién secundaria consiste en servir como
fuente complementaria de energia, al ser desdobladas en urea con liberacidn de
energia (Fox y Cameron,1992 ; Muller y Tobin,1 992).

Estructuraimente el misculo esta constituido por proteinas, otra funcion estructural
de las proteinas son los enzimas, las cuales son una parte vital de todo
metabolismo en cualquier organismo vivo. Los enzimas son proteinas
especializados que en algunas ocasiones se encuentran combinadas con otras
estructuras quimicas y realizan una infinidad de funciones en los organismos
vivos, que van desde construir un tejido hasta generar energia a partir de los
alimentos. Muchas hormonas estan constituidas también por proteinas. Los
mecaniemos de transformaciones metabodlicas, tanto en plantas como en
animales:., se efectian mediante coordinados sistemas enzimaticos. Las hormonas
son complicadas organizaciones que coordinan y controlan diferentes procesos,
son mensajeros quimicos (Altschul, 1958).

Cuando la dieta consiste de una variedad limitada de alimentos, la calidad de Ila
proteina debe ser tomada en consideracién, para obtener un adecuado suministro
de aminoacidos que no pueden ser sintetizados por el organismo animal
(indispensables). Dada la importancia de las proporciones de aminoacidos
indispensables en la determinacién de la calidad de la proteina, se han propuesto
técnicas en las que se puede utilizar la estimacidon de la composicidn en
aminoacidos para predecir su calidad, midiendo su contenido de amincacidos y
comparandolo con una proteina de referencia, segun las necesidades dietéticas
ideales, como es la propuesta por la FAO (FAQ,1870). Los tres métodos mas
importantes para determinar la composicion de aminoacidos de una proteina son:
métodos microbioldgicos y quimicos para aminoacidos individuales y especificos
y la cromatografia de intercambio idnico para obtener en un analisis todo el perfil

de aminoécidos:
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GENERALIDADES

1. Los ensayos microbiolégicos se basan en la idenfificacion de cepas
microbianas que tienen necesidades particulares de aminoacidos para su
crecimiento éptimo. Estos ensayos requieren de un personal altamente
capacitado, lo que hace que en fa actualidad no se puedan aplicar en forma
general para predecir la calidad de' la proteina de una amplia variedad de
alimentos. Este método ha sido desplazado por la cromatografia de intercambio
iénico, el cual depende en gran parte de las interacciones electrostaticas entre
las cargas eléctricas de los aminodcidos y los grupos funcionales de la resina
de intercambio idnico (Pellett and Young,1880).

2. La calificacién quimica o computa quimico, introducido por primera vez por
Block y Mitchell en 1946, se basa en sefalar la cantidad del aminoacido
indispensable que esta en mayor deficiencia en la proteina en estudio, al
compararla con el nivel presente en una proteina de referencia. El aminoacido
que se encuentra en menor cantidad respecto al estandar es el aminoacido
limitante, puesto que sera el que determine la utilidad de la proteina (Block and
Bolling,1951).

3. La determinacion de [a calidad de la proteina por métodos biclégicos se basa
en dos observaciones principales: cuantc mejor sea la calidad de la proteina
tanto mayor sera la velocidad de crecimiento, asi como mayor sera la cantidad
de nitrégenc de la protefna retenido en el cuerpo. Los métados de la Relacion
de Eficiencia de Proteina {PER) y la Relacién Neta de la Proteina (NPR)
representan los principales métodos biclégicos basados en la medida de la
proteina iﬁgerida y del peso corporal. Son de realizacion relativamente simple y
requieren el minimo equipo especial, pese a ciertos inconvenientes como el no
discriminar la obesidad. Los métodos que se basan en el balance de nitrégeno
consideran la medida del nitrégeno ingerido y del nitrdgeno excretado por heces
y orina o la medida de la cantidad de nitrégeno retenido en la canal en relacion
con la cantidad de nitrégeno ingerido (Utilizacion Neta de la Proteina, NPU)
{Muller y Tobin, 1992).

13




GENERALIDADES

Comparando los valores quimicos con la calidad de la proteina determinada por
técnicas biologicas, se observa que la evaluacién quimica constituye una buena
estimacién de la calidad de la proteina para una amplia gama de productos, pero
para productos que difieren ampliamente en su digestibiiidad del nitrégeno, ya sea
por causas naturales como es la presencia de factores téxicos y antinutricionales o
debidas al procesamiento del alimento, proporcionan valores que pueden
sobrestimar a verdadera calidad nutritiva. Si los valores de digestibilidad no son
similares en relacién con las evaluaciones quimicas y los ensayos biolSgicos,
entonces seran incorrectos (Muller y Tobin, 1992).

Historicamente las técnicas de balance de nitrégeno fueron usadas en primera
instancia; sin embargo, los métodos de nitrogeno corporal tienen desventajas, ya
que la pérdida dérmica es ignorada, aunque todos los metodos podrian dar el
mismo valor. Ademas, el balance de nitrogeno se ve afectado por muchos
factores como son: el nivél de proteina, el desbalance de aminoacidos, la ingesta
calorica, cuando la fuente de proteina se encuentra en una mezcla de alimentos,
el tipo y cantidad de grasa en la dieta, el nivel de fibra, 1a composicion mineral, ia
humedad de ia dieta y la presencia de factores antinutricionales. A pesar de lo
anterior, todos estos factores son inherentes a todos los bioensayos y se pueden
estandarizar (Goena, 1988; Takahashi, 1994).

AMINOACIDOS EN LOS ALIMENTOS

Aminoacidos indispensables.

De los 20 aminoacidos comunes que constituyen a las proteinas, 8 no se pueden
ser sintetizados por el cuerpa, por lo tanto deben ser suministrados en la dieta ya
formados en los alimentos proteinicos. A estos aminoacidos se les denomina
aminoacidos indispensables. La histidina es otro aminoacido indispensable pero

Gnicamente para los bebés puesto que éstos no poseen un sistema enzimatico lo

14




GENERALIDADES

suficientemente desarrollado como para formar dicho aminoacido en las
cantidades requeridas para su crecimiento. De los 11 aminoacidos restantes {no
indispensables), 2 requieren de la presencia de los aminoacidos indispensables
para su sintesis en el organismo: la fenilalanina para sintetizar tirosina, asi como la
metionina para sintetizar cistina (Pellet and Young, 1980).

TABLA 1. AMINOACIDOS INDISPENSABLES Y NO INDISPENSABLES.

INDISPENSABLES NO INDISPENSBLES

Fenilalanina Acido aspértico

Leucina Acido glutamico

Isoleucina Alanina

Lisina Arginina

Metionina Cisteina

Treonina Cistina

Triptofano Glicina

Valina Hidroxiprolina
Prolina

Ademas para los nifios: Serina

Histidina Tirosina

Necesidades de aminoacidos en el hombre.

El comité de expertos de la FAO/OMS ha valorado las necesidades de
aminoacidos en los nifios a partir de los datos obtenidos mediante experimentos
alimentarios. Sin embargo, a pesar de que la necesidad de aminocacidos
indispensables disminuye con la edad, relacion poco conocida, ias
recomendaciones de la FAO/OMS/ONU para los adultos se han basado hasta
hace poco tiempo en los datos obtenidos con nifios de edad preescolar
(Robinson,1991).

15



GENERALIDADES

TABLA 2. NECESIDADES DE AMINOACIDOS".

AMINOACIDO NINOS ADOLESC. ADULTOS | (ADULTOS/NINOS)
(10-12 afios) X 100 )

‘isoleucina 70 30 10 14.3
Leucina 161 45 14 8.7
Lisina 103 60 12 11.6
Metion. + Cisteina 58 27 13 22.4
Fenilal. + Tirosina 125 27 14 11.2
Treonina 87 35 7 8.0
Triptofano 17 4 35 20.0
Valina 93 a3 10 10.7
Histidina 28 - - -
TOTAL 742 261 83.5

1) FAO/OMS/ONU, 1985;mg de peso corporal/dia.
Globalmente la ingest\a de proteina recomendada por FAO/OMS/ONU cae
exponencialmente con la edad, partiendo de un valor elevado de 1.86 g por dia
por Kg en los nifios, hasta aproximadamente 0.75 g por dia y por Kg de peso
corporal en el hombre adulto. La ingesta diaria de aminodcidos indispensables
disminuye con la edad a una velocidad mayor que la ingesta de proteina diaria
total recomendada, o que significa que la necesidad de que una proteina
suministre todos los aminoacidos indispensables en cantidades requeridas cae
substancialmente con la edad. Debe considerarse otros parametros variables,
como la composicion, la raza y el estado fisioldgico que pueden influir en las
necesidades de los aminoacidos (FAC/WHO, 1973).
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TABLA 3. NECESIDADES DE AMINOACIDOS INDISPENSABLE PARA HUMANOS'.

~ AMINOACIDO ESENCIAL (mg /g proteina) __ (mg/g nitrégeno)

Isoleucina - a0 250 -
Leucina 70 440

Lisina 55 340

Metion. + Cisteina 35 220

Fenilal. + Tirosina 60 380

Treonina 40 250

Triptofano 10 60

Vatina 50 310

TOTAL 360 2,250

1) La histidina se considera como amino4cido indispensable Gnicamente para los nifios.
FAOMHO, 1973.

DETERMINACION DE AMINOACIDOS

La determinacion cuantitativa de los aminodcidos de una proteina guarda una
estrecha comparacion a lo que se realiza en el analisis quimico elemental de una
simple molécula organica; es decir, se busca una caracteristica primaria cuando
se quiere determinar la composicién de aminoacidos de una proteina. La exactitud
de dicho andlisis es de suma importancia y es conveniente realizarto con rapidez y
facilidad. Las anteriores caracteristicas se han podido integrar con el desarrollo de
equipos automatizados en los ultimos afios. En ia actualidad el uso de la
cromatografia de intercambio iGnico con resinas especificas (resina de poliestireno
sulfonatada), acoplada a bombas especiales que mantienen un flujo constante de
las soluciones eluyentes y a aparatos de registro electronico automatico, han
permitido el desarrollo de los llamados autoanalizadores de aminoacidos, que
realizan e! analisis de una proteina con increible rapidez y una adecuada precision
{Muller y Tobin, 1992).
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La naturaleza de las condiciones de hidrolisis acida completa, juega un papel de
gran importancia en el analisis de aminoacidos de una muestra de proteina con el
fin de obtener su composicion. El método particular de hidrélisis de proteinas
previo a el analisis de aminoacidos, es de considerable interés debido a que
ciertos aminoacidos son destruidos y fa liberacion de otros es incompleta; lo
anterior se acenttia mas con las técnicas modernas de alta precision que se utiliza
hoy en dia como lo es la cromatografia liquida de alta resolucidn (HPLC) (Oser,
1959).

Triptofano.

Las proteinas estan expuestas a varias condiciones de oxidacién durante su
procesamiento. Los resultados de la oxidacion son la destruccion de los
aminoacidos mas sensibles: triptofano, metionina y cisteina. La degradacion es
alta cuando también lo es el Aw, la temperatura y la concentracion de oxigeno. En
la determinacion de aminodcidos se pueden utilizar hidrélisis acidas, alcalinas o
enzimaticas. E! triptofano esta presente en bajas concentraciones y es
ampliamente degradado por oxidacion durante la hidrélisis 4cida siendo imposible
su medicion mediante dicha hidrélisis, por lo que se emplea una hidrélisis alcalina
especifica para su cuantificacion (Mauro, 1986; Macrae, 1993).

Después de la publicacidn de Hopkins y Cole en 1902 acerca del aislamiento del
triptofano por digestién enzimatica de caseina, una multitud de métodos fueron
propuestos para la estimacién de dicho aminoacido, ya sea en la proteina intacta o
en su hidrolizado. La mayor parte de los métodos aprovechan la gran reactividad
del anilio de indol de los residuos de triptofano como son:

« Tratamiento con agentes oxidantes como cloruro férrico, bromuro, sulfato
chprico, nitrito de sodio en solucion acida.
« Con nitrato de potasio y un aldehido alifatico en écido clorhidrico o sulfirico

concentrado.

18




GENERALIDADES

s Con ciertos aldehidos aromaticos como p-dimetilaminobenzaldehido en medio

fuertemente acido.

En términos generales podemos decir gque con los métodos quimicos,
espectrofotométrico y microbiclégicos, la cuantificacion del triptofano en proteinas
puras o péptidos, es llevada a cabo con relativa faciiidad. Sin embargo, cuando se
quiere aplicar a materiales bioldgicos complejos como son los productos
alimenticios, se presenta una gran variedad de problemas. Uno de ellos lo
constituye las condiciones de hidrdlisis para liberar el triptéfano del enlace
peptidico y en l1a actualidad se menciona una gran variedad de formas para llevar
a cabo la hidrolisis, siendo muy pocas las que dan resultados satisfactorias
(Aragén y Lucas,1981).

Calificacién Quimica (S.Q.).

En 1946 Block y Mitchell reportaron los resultados de un estudio de la relacion
entre la composicion de aminoécidos y el valor biologico en un rango de proteinas
alimenticias. Asumieron que el huevo enterc contiene, por unidad det total de
nitrégeno, una adecuada cantidad (pero no en exceso) de cada aminoacido de los
requeridos en la dieta para e! crecimiento de las ratas; entonces compararon el
nivel de cada aminoacido presente en la proteina de estudio con los presentes en
la proteina del huevo entero. Por este método fue calculada la calificacién quimica
(S.Q.), la cual representa el grado de deficiencia del aminoacido indispensable en
una proteina nutritiva, introduciendo el concepto del valor nutritivo de una proteina
en base a su contenido de aminoacidos. La calificacion quimica de las proteinas
estudiadas por Block y Mitchell mostraron correlacion con el correspondiente valor
bioloégico determinado por el método de batance de nitrdgeno en ratas. Sin
embargo, esta composicion es al mencs un importante factor a cuantificar en la
determinacion del rendimiento fisioldgico, cuyo propdsito es la comparacion en el
grado de correspondencia entre la composicién de aminoacidos y las necesidades
de los animales (Mitchell and Block, 1946; Block, and Mitchell, 1946).
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El patron, que incluye la histidina, indica que los nifios necesitan 460 mg de
aminoacidos indispensables por gramo de proteina de referencia y que este valor
disminuye con la edad para proteinas de alta calidad. Por tanto, utilizando los
patrones de FAO/OMS/ONU, la cantidad adecuada de proteinas que deben
consumir los nifios de edad preescolar (2-5 afos) y los aduitos puede estimarse

separadamente a partir de su composicién de aminoacidos.

TABLA 4. REQUERIMIENTO DE AMINOACIDOS'.

-._l_—’—__'ﬂ__’__-__
AMINOACIDOS NINOS (2-5 ANOS) ADULTOS

Histidina 19 16
Isoleucina 28 13
Leucina 66 19
Lisina 58 16
Metionina/Cisteina 25 17
Fenilalanina/Tirosina 63 19
Treonina 34 9
Triptcfano 1 5
Valina 35 13
TOTAL (con histidina) 338 127
TOTAL (sin histidina 320 111

- —_—
1) FACIOMS/ONU, 1985. Los datos estan expresados en mg
aminoacido / g proteina.

Con este fin se determinan valores quimicos relacionados con el patrén FAQ/OMS
para los aminoacidos individuales mediante ta relacién que se muestra mas
adelante. Para la proteina a analizar, el aminoacido limitante es el componente
que determina el valor global de la proteina. Sin embargo, este método tiene una
serie de desventajas; la primera, que la eficiencia depende de !a proteina de
referencia elegida; la segunda, que el patron de referencia todavia combina los
aminoacidos azufrados asi como los aromaticos, por lo que enmascara la
existencia de algun tipo de deficiencia de los amino4cidos individuales

estrictamente indispensables, como la metionina o la fenitalanina; la tercera, que

20




GENERALIDADES

los aminoacidos medidos por andlisis quimicos pueden no estar disponibles
bioldgicamente, ya que los animales tienen que digerir y asimilar las proteinas
antes de que sean una fuente eficaz de nutrimentos. El contenido de aminoacidos
en una proteina puede no reflejar el valor nutritivo real porque algunos de los
aminoacidos no son aprovechados por el organismo. Los problemas en la
determinacion de aminoacidos en proteinas han sido revisado ampliamente en la
literatura. Por ejemplo, el procedimiento mas satisfactorio para el analisis de lisina
aprovechable se basa en la reaccion del di-nitrofluorobenceno con el grupo épsilon

de la lisina.

S.Q.=(mg aa indisp. / g proteina)x / (mg aa indisp. / g proteina de referencia)r

Donde: S.Q. = Calificacion Quimica.
aa indisp. = aminodcido indispensable.
x = proteina por evaluar.

R = proteina de referencia.

indice de Aminoacidos Indispensables (I.A.A.E.).

La utilizacion de la proteina en la dieta para el crecimiento y mantenimiento
depende de la cantidad de los aminoacidos indispensables y del grado de
degradacién y rapidez de digestién de las proteinas. En la completa ausencia de
cualquiera de los aminodcidos indispensables para las especies animales, el
crecimiento y supervivencia no es posible, ya que todos los aminoacidos participan
en la sintesis de la proteina y son intrinsecamente indispensables en el
metabolismo, pero aquélios que no pueden ser sintetizados por el hombre o el
animal en estudio son los lamados aminoacidos indispensables en la dieta (Oser,
1959).
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El valor nutritivo de cualquier proteina 0 mezcla de aminoacidos indispensables
para un animal debe ser relacionado con las necesidades individuales para el
crecimiento y mantenimiento. Las variables que se deben considerar son el sexo,
edad y estado con respecto a la lactancia, enfermedad, convalecencia e historial
en el aspecto nutritivo. Por esta razéon, es necesario tomar una proteina como
estandar, una proteina de 6ptimo valor nutritivo de acuerdo a un criterio biologico.
Dentro de los estandares recomendables para comparar la proteina de la muestra
estan la leche humana y 1a proteina del huevo entero (Oser,1958).

Esta comparacién deriva en el calculo del indice de aminoacidos indispensables
{LALA.E.), el cual esta basado en la proporcién minima del contenido relativo de
aminoacido indispensables de la muestra con respecto al que hay en una proteina
" estandar que puede ir de 1.0% hasta un 100%. Se define como la media
geométrica de las proporciones de los aminodcidos de la muestra y los
aminoacidos del estandar. Calculandose de la siguiente manera:

n .
aai muestra aai muestra
JAAE= —_— XX —— (n)

aai std aai std
Donde: IAAE = Indice de aminoacidos indispensables en el alimento.
aai muestra = Aminocacidos indispensable en la proteina del alimento.
aai std = Aminoacido indispensable en la proteina estandar.
n = Naomero de aminoacidos (debe considerarse como un valor la suma

de aminoéacidos azufrados y de aminoéacidos aromaticos).

El contenido de aminoacidos es usualmente expresado en una base de 16 g de
nitrégeno. Sin embargo, el indice de aminodcidos indispensables puede ser
computado del contenido de aminoacidos relativo al nitrégeno total en la muestra y
en el estandar, es decir, debe haber uniformidad de unidades de expresién de los
aminoacidos, ya que una aplicacion del 1.A.A.E. es la de poder predecir los valores

biologicos y, a partir de éste, estimar las combinaciones de proteina o
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suplementarias con un aminoacido individual o combinaciones. Debe hacerse
notar que el valor predicho por el LAAE. puede o no corresponder al
experimental, ya que hay otros factores que afectan el aprovechamiento de Ia

proteina {estado de salud, sexo, degradacion de la proteina, etc.} (Oser, 1959).

EVALUACION BIOLOGICA DE LAS PROTEINAS

El papel primordial de una proteina es el de suministrar los aminoacidos
indispensables al organismo después de haberse digerido por acciéon de las
enzimas del tracto digestivo. La composiciébn en aminoacidos es un parametro
importante para determinar la calidad de una proteina, nutritivamente hablando,
pero es insuficiente para asegurar su funcion de nutrir al organismo que fa ingiere
porque es necesario considerar la disponibilidad de estos aminoacidos y su
equilibrio utiizando como patrén de referencia la mezcla de aminoacidos

propuesta por la FAQ o con la proteinas del huevo (Bourgeois et Le Roux, 1982).

Un indice quimico no considera la biodisponibilidad biologica de los aminoacidos,
ya que ciertas funciones pueden estar bloqueadas de manera natural o como
consecuencia de un tratamiento tecnologico. Por lo que es necesario determinar la
digestibilidad de las proteinas efectuada por enzimas especificas que deben
contar con una estructura espacial mas 0 menos bien adaptada. Las pruebas de
digestibilidad in vivo, integran la digestibilidad de una proteina y consideran los
fendmenos de absorcidn intestinal donde la estructura de los péptidos liberados
intervienen en la eficiencia de la utilizacion de una proteina.

Ademas de su funcion nutritiva, las proteinas desempefian un papel importante en
la paleatibilidad de los alimentos, las proteinas en la mayoria de las ocasiones son
incorporadas a mezclas complejas de alimentos donde la paleatibilidad resulta
importante, ya que en algunas ocasiones ésto es mucho mas importante para el

consumidor que el aspecto nutritivo, aunque este cumpliendo esta funcion.

23




GENERALIDADES

TECNICAS DE EVALUACION BIOLOGICA
(METODOS BIOLOGICOS)

La obligacién de evaluar la calidad nutritiva de una proteina cred la necesidad de
generar diversos métodos para poder conocer esta calidad. Estos métodos
incluyen el balance de nitrégeno, la digestibilidad, la economia del nitrdgeno,

ganancia en peso y atros, aplicado a animales de experimentacion (bioensayos).

Importancia de los estudios con animales.

Aunque se cuenta con métodos quimicos y fisicos para la evaluacién de las
proteinas, los estudios con animales de laboratorio tlenen mayor reelevancia al
momento de evaluar los diversos elementos nutritivos uUtiles para el cuerpo

humano. Los resultados obtenidos pueden ser extrapolados al ser humano.

Hegsted y Mitchell, reportaron independientemente que el hombre tiene un
metabolismo semejante a la rata en cuanto a su ulilizacion de los alimentos
proteinicos en lo que concierne al crecimiento, indicando que los resultados de las
pruebas de crecimiento en ratas podian ser aplicables para {a evaluacion de dietas
en humanos. Por esta razdn y las que se mencicnan a continuacién, las ratas
sen ampliamente utilizadas en ensayos nutritivos:

+ Las ratas son animales omnivoros que pueden ser alimentados con la misma
racion a lo largo de toda su vida, si dicha racién es adecuada nutritivamente
hablando.

+ Son de facil manejo y ¢uidado.

« Un nomero relativamente grande de individuos puede ser colocado en una
area pequena.

+ Hay un largo periodo después del destete, durante el cual continua creciendo e
incrementando su peso corporal, lo cual es de suma importancia en los
estudios nutritivos, donde se requiere de animales que continien ganando

peso durante pericdos extensivos.
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Factores a considerar para realizar una prueba biolégica.

s+ Edad de la rata. Existe una diferencia altamente significativa entre los
resultados de PER obtenidos con ratas de 22, 36 y 45 dias de edad, como
consecuencia de ésto se recomendd utilizar ratas en edades de 21 * 2 dias de
nacidas. El A.O.A.C. recomienda ratas entre las edades de 21 a 23 dias de
nacidas {Campbell, 1961). .

+ Tiempo de experimentacién. Se han realizado diferentes estudios empleando
diversos periodos de tiempo que fluctdan entre 1 y 12 semanas. Sin embargo,
se encontrd que la ganancia en peso de los animales cambia progresivamente
con la edad, por lo que es importante utilizar animales de la misma edad y
peso previa experimentacion, recomendandose utilizar animates jovenes los
cuales van a utilizar la proteina ingerida para el crecimiento incorporandola a
sus tejidos. Se recomienda un periodo de tiempo de 14 dias, ya que se obtiene
una menor variacion estandar. Champan demostré que la variacion aumenta
entre los animales después de las 4 semanas de experimentacion.

+ Nivel de proteina. Los resultados obtenidos en los ensayos biolbgicos varia de
acuerdo al nivel de proteina, ésto se ha relacionado con las diferencias en el
contenido de aminoacidos en la proteina de prueba. Por esta razén, se
considera que el nivel adecuado de proteina en una dieta experimental es del

10 % para determinar la calidad de una proteina.

+ E! sexo de la rata. Se ha demostrado que las ratas hembras dan valores
maximos de crecimiento que los que dan los machos en dietas con bajo nivel
de proteina. Las hembras no ganan peso tan rapidamente como los machos y
la variacién entre grupos no fue consistentemente pequefia. Por estas razones
se prefiere el empleo de machos.
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+ La estirpe de la rata. Se ha demostrado que existen diferencias significativas
con diferentes estirpes de ratas

Ademas de estos factores hay que considerar que no debe existir diferencia entre
los ingredientes de una dieta. Los ingredientes presentes en las dietas
experimentales deben estar presentes en el mismo nivel y ser del mismo tipo en
todos los casos, para evitar diferencias que puedan afectar los resultados La
reproducibilidad de los resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos depende de
muchos detalles del ensayo, el cual debe estar muy bien estandarizado. Los
factores mas importantes son: el nivel de proteina, la especie, la edad y sexo del
animal, duracién del ensayo, método de alimentacién, el uso de condiciones
ambientales adecuadas (Helrich, 1980).

Al momento de evaluar una proteina hay que tener en cuenta que se pueden
presentar diferentes problemas al considerar que la proteina es una identidad
simple, 1o cual no es asi, ya que esta formada por una coleccion de varios
aminoacidos combinados en diferentes maneras y en varias concentraciones
{Altschul, 1958). Haciéndose necesario considerar os siguientes aspectos:

& Si la proteina es una nueva fuente de aminoacidos hay que estudiar su
potencial, determinando en primer lugar su contenido de nitrogeno v,
posteriormente, su contenido en aminoacidos. También se debe considerar si
es apta para el consumo animal y, subsecuentemente, su digestibilidad y
adecuacion de su contenido de aminoacidos y composicién respecto a los

aminoacidos indispensables.

+ Los efectos de deterioro de la proteina ocasionados por procesos tecnologicos
de transformacién, donde se pueden variar la temperatura, la humedad, el
tiempo de coccion, el tostado, secado, etc. En estos casos es mas importante

realizar una evaluacion biologica de la proteina para determinar el efecto de
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estos factores en la biodisponibilidad de los amino4cidos, primordialmente los
indispensables, de la proteina en estudio .

Si se trata de concentrados de proteina o de fuentes de aminoacidos
especificos, las proteinas varian ampliamente en cuanto a su contenido de
aminoacidos, por lo que es necesario considerar a cada proteina de manera
individual y considerar si estan contribuyendo a la dieta con una cantidad
considerable de una aminoacido en especial.

El mayor factor que determina la cantidad de alimento que se consume ad
libitum son las necesidades energéticas y, por lo tanto, las necesidades de
aminoacidos. Se ha demostrado que dietas con un bajo nivel energético se
consumen en mayor cantidad que aquellas que son ficas energéticamente
hablando, entonces al ser constante ef contenido de proteina con relacién a los
demas componentes de una dieta con un bajo nivel energético habra un mayor
consumo de alimento y, por io fanto, de aminoacidos por dia. Este factor
carece de importancia en dietas que ademas de ser isoproteinicas son
isocaldricas (Altschul, 1958; Bourgeois et Le Roux, 1882).

Considerar si el animal experimental se encuentra en etapa de reproduccién o
prefiada, ya que incrementa la demanda de los requerimientos proteinico-
energéticos, es decir, se da un incremento en las necesidades de aminoacidos

y de energia.

También hay que considerar otros elementos nutritivos, como algunas
vitaminas, asi como algunos inhibidores y factores antinutricionales presentes
principalmente en alimentos de origen vegetal que afectan considerablemente
la utilizacion de fos aminoacidos.
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Relacion de Eficiencia de la Proteina (PER]).

El nivel de crecimiento de un animal bajo condiciones bien definidas, es un buen
indice para evaluar la calidad nutritiva de un alimento. Si [a proteina en estudio es
insuficiente en uno o mas aminoacidos indispénsables se refleja en el crecimiento,
ya que este puede ser reducido o no presentarse. En 1919 Osborne, Mendel y
Ferry introdujeron el concepto de PER ("Protein Eficiency Ratio"), el cual es el
procedimiento mas ampliamente usado dentro de las pruebas biologicas en la
evaluacién de una fuente de proteina. Generalmente ée acepta que el incremento
en peso de ratas destetadas alimentadas con una dieta, bajo condiciones
estandarizadas, provee una medida confiable del valor nutritivo de una proteina
dietética. Factores tales como la edad, sexo, tiempo de experimentacién, etc,,
pueden afectar la determinacién del PER. Las condiciones de experimentacion
deben estar bien definidas. Both, Hegsted y Mitchell mencionan que tos resultados
obtenidos a partir de la evaluacién del crecimiente en ratas y su metabolismo de
utilizacién de las proteinas en la dieta se correlaciona muy bien con los resultados
obtenidos en el humano. A pesar de que da buenos resultados en el caso de
productos que sélo contienen pequefias cantidades de proteina, este ensayo es
incapaz de asignar un valor a {as proteinas de baja calidad que sélo pueden ser
adecuadas para cubrir una parte de las necesidades de mantenimiento de la
proteina. No es recomendable la evaluacién de una proteina la cual no soporte el
crecimiento ya que se obtienen resullados muy variables y no se puede
estandarizar el valor negativo. Es mejor realizar la evaluacidn por medio de la
Utilizacién Neta de la Proteina (NPU) (Campbell, 1961).

Es el método bioldgico mas simple para evaluar la calidad de la proteina y se
define como la ganancia en peso por gramo de proteina ingerida. Esta técnica
permite categorizar las proteinas por orden de calidad, sobre todo cuando son
ensayadas simultineamente. La critica mas fuertemente hecha al PER es que
considera que toda la proteina ingerida es utilizada para el crecimiento. De lo

anterior se deriva la necesidad de contar con métodos de balance de nitrégeno. El
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balance de nitrégeno es afectado por muchos factores, incluyendo el nivel de
proteina, el balance de aminoacidos, la ingesta caldrica, la presencia de hormonas
y la estacion del afio (Campbell, 1961).

Retencion Neta de la Proteina (NPR).

Bender y Doell propusieron el usc de la Relacién Neta de la Proteina (NPR), el
cual es simplemente la pérdida de peso del grupo de control negativo (grupo con
dieta libre de nitrégeno, DLN) mas la ganancia en peso de! grupo de prueba, todo
ésto entre la proteina ingerida. EI NPR salva el inconveniente de no poder asignar
un valor a las proteinas de baja calidad, pues determina la cantidad de peso
corporal que se perderia si no se ingiriese proteina durante un periodo de tiempo
determinado, ya que antes de que se consiga incrementar el peso corporal la
proteina problema tiene que cubrir o compensar esta pérdida de peso. Esta
prueba es similar al PER y estima la cantidad de peso corporat que tiene que ser
repuesto antes de que la proteina problema sea usada para el crecimiento,
alimentando a un grupo de ratas con una dieta exenta de proteina y midiendo la
pérdida de peso. Puede cuantificar incluso el valor nutritivo de las proteinas de
baja calidad, pero no puede evaluar la presencia de algun factor tdxico o
antinutricional en la proteina y, por lo tanto, puede sobrestimar su calidad
{(Altschuls,1958).

En esta prueba se asume que la proteina requerida para prevenir la pérdida
endbgena de las ratas alimentadas con una dieta libre de nitrégena (DLN), es
equivalente a la proteina necesaria para el mantenimiento de los animales; sin
embargo, una falla en esta determinacién es que frecuentemente sobreestima el
valor de las proteinas de baja calidad (Campbell, 1961).
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Digestibilidad (D).

La digestibilidad (D) es la disponibilidad de los aminoacidos constituyentes de la
proteina para ser absorbidos por el organismo de prueba, la cual esta influenciada
por la solubilidad y la susceptibilidad de la proteina al ataque enzimatico, la
presencia de algunos factores antinutricionales, dafo durante el procesamiento de
ciertos alimentos o preparacion de concentrados ¢ aislados de proteina
{Altschuls,1958).

Valor biologico (VB).

Ei valor bicldgico (VB) se mide generalmente alimentando con la proteina a
prueba a ratas jovenes como la Onica fuente de nitrégeno y a un nivet por abajo
del requerido para mantener el balance de nitrégeno. Es medido como la
proporcion de nitrégeno absorbido que es retenide en el cuerpo, después de que
los productos de la hidrélisis de las proteinas, los aminoacidos, han sido
absorbidos y han participado en varias reacciones metabdlicas en el cuerpo,
incluyendo la sintesis de proteinas de los tejidos, enzimas y hormonas. Si los
aminoacidos derivados de la dieta no se encuentran en las correctas proporciones,
entonces los aminoacidos no utilizados son convertidos en urea y excretados por
la orina. Sin embargo, existen otros compuestos nitrogenados los cuales son
productos de otros procesos metabolicos, como la creatinina, el &cido Urico, sales
de amonio y otros compuestos. Esto es andlogo al nitrégeno fecal llamado
nitrégeno endégeno. E! VB es medido como la parte de la proteina dietética que
es digerida y absorbida {(Altschul, 1958).
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UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA (NPU)
Método original

Si se considera fa D y se mide la retencion por absorcion de la proteina de prueba
se estara determinando la Utilizacion Neta de la Proteina (NPU), el cual es igual a
VB multiplicado por D. Este método toma mucho tiempo por los analisis de orina y
heces. En el método descrito por Bender y Miller en 1953, para estimar el valor
nutritivo de una fuente de proteina, el nitrégeno retenido se determind midiendo
directamente el contenido de nitrégeno retenido en todo el carcass (canal del
animal experimental sin visceras), nitrégeno retenido por el cuerpo del animal
como una respuesta a la alimentacion con diferentes fuentes de proteina. A pesar
de que eliminé la necesidad de recoger y analizar heces y orina, resultd ser un
método tedioso y caro.

Método simplificado

Muchos métodos han sido propuestos para evaluar la calidad de una proteina,
pero actualmente necesitamos métodos rapidos, al respecto se han propuesto
algunos métodos para evaluar la  Utilizacion Neta de la Proteina (NPU)
modificando el método original propuesto por Miller and Bender. En 1973,
Lachance y Miller simplificaron el procedimiento empleando la concentracién de
nitrogeno retenido en la pierna posterior del animal, mostrando una alta
correlacién con la concentracién de nitrégeno de todo el carcass, su utilidad
residié en la simplicidad del método que expresa tanto el grado en que la proteina
es absorbida (D), como el balance de aminoacidos indispensables (VB). Sin
embargo, aun no resultaba ser un meétodo practico, ademas de que en este
estudio unicamente se emplearon 2 dietas elaboradas con proteinas de alta
calidad y 2 mezclas de aminoécidos a diferentes concentraciones. En 1978, Sotelo
y Lucas desarrollaron una nueva propuesta al método original calculando el NPU

usando la concentracién de nitrégeno en el higado, empleando ratas alimentadas
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con dietas de diferente calidad de proteina de origen animal y vegetal durante 21
dias en lugar de 28 dias, encontrando una alta correlacion entre el NPU calculado
a partir de la concentracion de nitrégeno en todo el carcass y la concentracion de
nitrégeno en el higado; sin embargo, no fue posible que el NPU calculado a partir
de la concentracién de nitrégeno en el higado discriminara entre las diferentes
calidades de proteina de la misma forma en la qgue lo logré el NPU calculado a
partir de la concentracion de nitrogeno del carcass. Se utilizaron como fuentes de
proteina; leche en polvo descremada, harina de soya, harina de trigo, harina de
ajonjoli y gelatina (Lachance and Miller, 1973; Sotelo and Lucas, 1978). Ei
presente trabajo propone la busqueda de otros tejidos que permitan simplificar,
aun mas, el método original utilizando una analisis estadistico mas profundo que

nos permita tener una mayor discriminacién en los resultados.

En la prueba del NPU, que se basa en el nitrdgeno retenido por el cuerpo de un
animal en experimentacién como una respuesta a la alimentacion de diferentes
fuentes de proteinas, las ratas se alimentan con la proteina problema, con una
dieta exenta de proteina durante un periodo minimo de diez dias, al término del
cual se sacrifican y se determina su nitrdgeno corporal por la técnica de Kjeldahl.
La pérdida de nitrégeno corporal de los animales alimentados con la dieta exenta
de proteina proporciona una indicacién de la cantidad de proteina requerida en el
mantenimiento antes del comienzo del crecimiento. Este indice es calculado a
partir de la ganancia de nitrégeno corporal con respecto al nitrégeno corporal del
grupo experimental alimentado con una dieta libre de nitrégeno. EI NPU fue
definido como:
' NPU = { Nep - (N¢ oun - Nowy) / Np } x 100

Donde: Ncp = Nitrégeno corporal det grupo de prueba.
Nc o = Nitrégeno corporal del grupo con fa dieta libre de nitrogeno.
N ows = Nitrageno ingerido por el grupo DLN.
Np= Nitrégeno ingerido por el grupo de prueba.
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Los factores que tiene importancia en el NPU son los pesos corporales de los dos
grupos experimentales (de prueba y control negativo) y ta proteina ingerida por el
grupo de prueba. En ciertas condiciones experimentales el NPU vy el NPR son
determinaciones mas precisas y validas que el PER, ya que estos métodos
poseen mayor sensibilidad para la lisina. Valores de NPR presentan una buena
correlacion con los determinados por el NPU en un amplio espectro de fuentes de
proteinas. Adicionalmente, el NPU tiene mayor sensibilidad para aminoacidos
azufrados. EI NPU también se puede determinar de manera indirecta con los
indices de valor bioldgico (VB) y digestibilidad (D), los resuitados obtenidos por

este procedimiento correlacionan bien con los obtenidos por el método clasico.

£1 error que se puede tener en la determinacion del NPU puede ser mayor al
obtenido en el PER y NPR si no se tiene una adecuada seleccion de los animales
experimentales. El NPU es un indice que se ve afectado tanto por la digestibilidad
como por la calidad de una proteina; por lo tanto, se puede considerar un indice
de mayor utilidad practica. Todas |as anteriores determinaciones biclogicas antes
mencionadas presentan la desventaja de que se aplican a fuentes simples de
proteina o a mezclas bien definidas, ademas de que los niveles de proteina se
encuentran dentro de las necesidades preestablecidas para obtener la mejor
respuesta nutritiva, en la actualidad se han descrito algunos métodos para
aplicarlos en dietas que se consumen normalmente como tales y donde entran en

juego otros parametros, como lo son:

¢ Lacomplejidad de las mezclas consumidas.

+ La naturaleza e intervalo de alimentacion.

+ Efecto de procesamiento y cocinado del alimento o dieta.

+ E!nivel de proteina y de otros elementos nutritivos.

+ El balance de la proteina con respecto a los demas elementos nutritivos

(relacién proteinas/ calorias).
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Tomando en cuenta o anterior, Plat y Miller propusieron alimentar a ratas con el
platillo sin ninguna modificacién, exclusivamente liofilizados; al misma tiempo,
Miller y Bender propusieron realizar la determinacién del NPU sobre la dieta sin
ninguna modificacion y asi  denominaron a este indice como NPU operativo,
adicionalmente definieron, el término \faior Neto Proteinico de la Dieta (NDpV), al
producto del NPU operativo por la concentraciéon de la proteina de la dieta,

expresada en términos unitarios ( % de proteina /100 = (% N x 6.25/ 100 g de
aliménto)).

FUENTES DE PROTEINA

La dependencia de una Gnica fuente de proteina puede dar lugar a una ingesta
proteinica insuficiente en algunos de los aminoacidos indispensables, por ejemplo,
ios cereales son deficlentes en lisina mientras que las legumbres lo son en
aminoacidos azufrados. Para cubrir las necesidades nutritivas, el hombre necesita
una fuente de proteina diversificada y, por tanto, es mejor considerar la
contribucién nutritiva global de la dieta en lugar de la contribucidn por articulos
aislados (Kay, 1979).

En los paises desarrollados las principales fuentes de proteina son la leche, el
pescado, los huevos, los cereales y las leguminosas. Basandose en el
conocimiento de la composicién en aminoacidos de las proteinas, las fuentes de
proteina se clasifican en buenas, adecuadas y pobres. Las buenas son los
productos lacteos, la carne, los huevos y el pescado; adecuadas los cereales y las
leguminosas; mientras que las pobres son la mandioca, las papas, camotes y
muchas frutas. También se han sugerido otras protefnas vegetales no
convencionales como fuentes alternativas de proteina para el consumo humano,

entre las que se incluyen las de semilla de algodon, las de hojas y microbianas.
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Proteinas Vegetales y Animales.

Desde el inicio de la civilizacién y a través de la historia, los cereales han sido la
mayor fuente de alimento. La humanidad ha sido asociada a la invencién de un
plan de cultivo desde hace 10,000 afios aproximadamente. Las formas primitivas
del arroz y trigo fueron los primeros cereales cultivados, junto con la cebada,
sorgo, mijo, avena, centeno y maiz. La razén de esto es que muchos cereales de
buenas caracteristicas nutritivas, se pueden producir a gran escala de manera
economica y pueden ser almacenados bajo condiciones controladas por largos
periodos de tiempo (Macrae, 1993).

Hoy aproximadamente el 50% de los alimentos energéticos y el 45 % de la
proteina en el mundo es suministrada por los cereales. Los cereales contienen
aproximadamente 75% de carbohidratos, de 10-15 % de proteina, 2% de grasa y
de 10-15 % de humedad; se pueden preseniar variaciones a causa del genotipo,
del medio ambiente y de las condiciones de cultivo. Los cereales mas
ampliamente usados son el arroz, el trigo y el maiz en Asia, Europa y América,
respectivamente. En Africa y Ia India lo es el sorgo y el mijo. Los cereales aportan
alrededor del 50% de la proteina consumida; sin embargo, la calidad de sus
proteinas es marginal, especialmente para los nifios. Ademas de que todos los
cereales contienen relativamente altos niveles de acido fitico, el cual liga a los
minerales, taninos como en el caso del sorgo, inhibidores de tripsina y saponinas y

compuestos antinutritivos (Macrae, 1993).

Las proteinas de los cereales no tiene un valor bioldgico alto al igual que las
proteinas de leguminosas, oleaginosas y nueces, en comparacién con las
proteinas de origen animal. Los cereales son deficientes en lisina y presentan un
bajo contenido en triptofano. Las diferencias encontradas en el contenido de
leucina, valina y metionina tienen una menor significancia. Las leguminosas son
una fuente vital de alimento que contribuyen al buen equilibrio nutritivo de diversas

dietas humanas. Estas plantas proveen elementos nutritivos esenciales y un alto
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nivel de proteina con niveles moderados de energia y fibra dietética. E! t&rmino
leguminosas se refiere directamente a las semillas secas y maduras de las plantas
de la familia Leguminosae. Sélo 20 de las aproximadamente 3,000 especies son
comunmente consumidas; la mayor parte en Centro y Sudamérica, Africa y Asia.
Se tiene una produccion anual que exceden 57 x 10° toneladas por afio. Estas
plantas se caracterizan por contener un alto contenido de proteina y de
carbohidratos; su contenido de aceite es generalmente bajo. Aungue algunos
miembros son inusualmente ricos en aceite los cuales pueden considerarse
atipicos como la soya y el cacahuate. Se caracterizan por tener un alto contenido
en lisina (2.6-8.6%) y un bajo contenido en aminoacidos azufrados (1.0-3.3%). La
utilizacién bicldgica de su proteina es medianamente baja, presenta una
digestibilidad menor al 76 %, o que puede deberse a la presencia de diversos
factores antinutricionales, como las lectinas, glucasidos cianogénicos e inhibidores
de tripsina, entre otros, que pueden ser removidos o destruidos durante su
proceso (Macrae, 1993).

Las proteinas animales son de mayor calidad que las proteinas vegetales como
alimento para monogastricos y para el hombre. Las proteinas vegetales son
deficientes en lisina y en metionina. Aunque existen algunas proteinas vegetales
que presentan un adecuado balance de aminoacidos, algunos aisladcs proteinicos

no son inferiores a las proteinas animales (Macrae, 1993).

Debido a que actualmente se tiene un problema de desnutricién proteico-calorica
principalmente en los paises en vias de desarrollo, se ha intentado sustituir a las
proteinas de origen animal por medio de la produccién de proteinas de origen
vegetal o subproductos de origen animal; sin embargo, es una tarea dificil ya que
la composicién de aminoacidos de las proteinas animales en general es muy
buena, conteniendo cantidades elevadas de aminoacidos indispensables. Las
proteinas de origen muscular, la leche, el huevo y los aislados de visceras, son
una excelente fuente disponible y eficaz de aminoacidos (Bourgeois y Le Roux,
1982).
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DESCRIPCION DE FUENTES DE PROTEINA UTILIZADAS

Huevo.

El huevo ha sido una importante parte de la dieta humana en la mayoria de los
paises alrededor dei mundo por mucho afios. La produccion mundial se ha
duplicado desde los 60's. En Europa se ha tenido el 30% de la produccién
mundial, sequida de Norte y Centro América y Asia. Hoy Asia tiene alrededor del
42% de la produccién mundial con Europa y América, en segundo y tercer lugar
respectivamente. Se producen anualmente 800,000 toneladas (Macrae,1993).

Aunque existen factores de salud que limitan el consumo de huevo, como lo es su
alto contenido de colesterol que contribuye en el desarrollo de la arteriosclerosis,
el huevo es una excelente fuente de proteina de muy buena calidad. Esta
compuesto por todos los componentes que la vida animal y humana requiere con
excepcion del acido ascérbico. Su composicidon en amincdcidos es muy
satisfactoria, tanto que incluso se ha considerado a la proteina del huevo
{integral) como la proteina de referencia, ademas de que su composicidn en
aminoacidos es muy constante, independientemente de la raza de gallinas que la
produzca, la alimentacién de estos animales y de la forma de produccién. La
deshidratacion del huevo es un proceso de conservacion del mismo que en
ocasiones debido al procedimiento que se efectua para su obtencién se puede
alterar su calidad nutritiva, debido a que se pueden presentar reacciones de
Maillard {reaccién entre 1a glucosa libre de la clara de huevo y de las proteinas, en
especial con la lisina) que se pueden producir durante ta conservacion del polvo
cuando se tienen malas condiciones de almacenamiento (temperatura y
humedad). Sin embargo, es posible limitar las reacciones de Maillard al eliminar
antes de la deshidratacion la glucosa contenida en ¢! huevo, que puede ser
mediante una fermentacién bacteriana efectuada por microorganismos presentes
de forma natural en la clara de huevo, fermentacion con  levaduras

(Saccharomices) o por desazucarado enzimatico con enzimas glucosa oxidasa.
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Leche.

Historicamente, la leche proveniente de las vacas y de otros mamiferos, ha sido
una importante fuente de elementos nutritivos , especialmente de proteinas para el
ser humano. La leche es un compleje fluido biolégico constituido por grasas,
proteinas, minerales, vitaminas, enzimas y azlcar. La composicién de la leche
varia de acuerdo a la alimentacion del animal, a la genética, al estado de lactacion,
fa calidad nutritiva con la que es alimentado el animal, |a frecuencia de la ordefa,
la incidencia de enfermedades tales como la mastitis y, en general, de las
condiciones ambientales. La mayoria de los cambios ocurren durante la lactacion.

E! calostro tiene una alta concentracion de grasa y proteinas (Macrae, 1993).

La leche es el alimento mas completo nutritivamente hablando, que puede existir
sea para el hombre o para otros mamiferos. Es un alimento completo que contiene
lipidos, glusidos, minerales, proteinas y vitaminas. Entre las proteinas de la leche,
la principal es la caseina que se encuentra presente en una concentracion de 25 a
27g por litro de leche, representando aproximadamente el 80% de las proteinas de
la leche. Las proteinas del suero representan apenas una quinta parte de las
proteinas de la leche; contiene dos fracciones principales: ias globulinas que son
dispersables en solucion de sal diluida y las albuminas, que representan
aproximadamente el 68% del total de las proteinas de! suero. El principal
constituyente de la fraccion de lacto-albimina de la leche se denomina beta-
tactoglobuiina (Charley, 1990).

Caseina.

La caseina es la principal proteina de la leche de vaca, existe en la leche en
combinacion con el calcio, fésforo inorganico y citrato como una suspencién
coloidal de complejas miscelas ; su produccion comercial tuvo lugar en el siglo
veinte. La caseina comercial es una mezcla de diferentes caseinas : alfa, beta y

kapa caseina, Cuando la leche se acidifica (pH 6.6 ) el calcio y el fasforo

38




GENERAL!IDADES

inorganico son removidos de la miscela haciendo que sean cada vez mas
inestables y, por lo tanto, precipite la caseina. El queso es caseinato de calcio. En
1973 la comisién de la Comunidad Econémica Europea {C.E.E.) reconocié la
produccién de caseina alimentaria, debiendo ser usada sobre todo como aporte ¢
como complemento de materias primas. Su empleo es primordialmente importante
en la produccién de quesos fundidos, en preparaciones dietéticas y en la
alimentacién infantil. Tiene una concentracion de proteinas de 94 a 95 % de
proteina en base himeda y de 97 a 98% de proleina en base seca. Sus
aminoacidos se encuentran bien equilibrados relativamente, encontrandose
pequefias difeciencias en cuanto a los aminoacidos azufrados (Bourgeois vy Le
Roux, 1982).

La caseina como tal tiene varias aplicaciones: en el siglo veinte y en afios atras
fue usada como adhesivo, en pinturas, en fibras, en plasticos y piel. La
introduccion de sustitutos de crema para café por la industria alimentaria de
Estados Unidos de América en 1960, logro ei arraigo de fa caseina como un
producto alimenticio. La caseina en sus diferentes formas, es la base esencial de
suministro proteinico de la alimentacién infantil y constituye un complemento
importante en el equilibrid proteinico de la alimentacién de los adultos. La alta
calidad nutritiva de la caseina que puede proveer a los alimentos no es su razon
principal de uso, es incorporado a los alimentos por las propiedades funcionales
que tiene (Bourgeois y Le Roux, 1982).

Aislado de soya.

La soya es originaria el lejano Oriente y ha sido una fuente de alimento para una
parte del mundo por miles de afios; sin embargo, sélo hace algunas décadas ha
tenido importancia como alimento en el Oeste. La produccidon de soya se ha
incrementado desde 1940. Nuevamente se ha reconocido su valor tanto del grano
de soya como de su aislado proteinico. El aceite de soya es ampliamente usado

en margarinas, botanas y como aderezo, mientras que la pasta residual se utiliza
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para alimentacién animal debido a su alto contenido de proteina. Estados Unidos
de América, Brasil, China y Argentina producen el 87% de la produccion mundial.
Estados Unidos repunté en los 40's, mientras que Brasil y Argentina empezaron
desde los 70's. China ha sido el principal productor durante un largo tiempo. En
comparacion con la produccién de otros granos, la produccién mundial de soya es
aproximadamente de 100 x 10° toneladas, mientras que la produccion de otros
granos como maiz y sorgo, es de alrededor 800 x 10° toneladas, en tanto que la
produccion de arroz y trigo es de 450 x 10° toneladas.

La soya ha sido utilizada primordialmente para la extraccion de aceite en el
mundo. Alrededor de la mitad de la produccion de aceite proviene de la soya. El
incremento en el uso de oleaginosas para la extraccion de grasas para la
alimentacion animal y humana ha provocado un crecimiento en la produccién de
semillas de soya. En Estados Unidos el incremento en la produccitn de aceite de
soya ha aumentando a un 75%. Este incremento ha repercutido en un aumento en
la reproduccion de pasta residual de soya 6 aislado proteinico de soya. El proceso
para obtener estos concentrados implica una precipitacién y extraccion de
azucares solubles (sacarosa, rafinosa y estaquiosa) con agua. La proteina puede
precipitarse por tratamiento térmico, por adicion de etanol o por modificacién del
pH {punto isoeléctrico 4.5). Con la extraccién del agua y, por lo tanto, de aziicares
complejos, la concentracion de proteina puede ser del 70%, clasificada entonces
como concentrado. Estos concentrados pueden ser usadds en panaderia y en
industrias carnicas por sus propiedades emulsificantes y humectantes (Macrae,
1993).

La proteina de soya en forma de harina o aislado proteinico es ampliamente usado
para la alimentacién humana. Los aislados de proteina de soya se producen en
grandes cantidades a nivel industrial y su consumo compite con el uso de la harina
de soya en muchas aplicaciones, a pesar de su alto precio, por su superioridad
con respecto a su contenido de fibra, color y su fuerza de adhesion. El aislado de

proteina es esencialmente proteina, mientras que en la harina lo es solamente en
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parte (aproximadamente la mitad), es superior respecto a éste en cuanto a color,
sabor, textura, viscosidad y propiedades gelificantes, es facil y versatil en su uso y
adecuada en el aspecto nutritivo. Asi mismo, es asimilable ya que esta libre de
fibra y de inhibidores, asi como de otros factores encontrades en la harina. Hasta
1948 el Unico producto comercial disponible era el aislado de proteina de tipo
nidrolizado alcalino, el cual no era recomendado para la nutricién humana; sin
embargo, en muchos ensayos fue utilizado obteniendo resultados satisfactorios y
a partir de esto se consider6 para la alimentacién humana. Suplementado con
metionina sirve como base para la alimentacion, siendo una proteina vegetal al
ser adecuada para el crecimiento de conejos y ratas, entre otros animales como
los puercos y los chimpacés. El aislado de soya nos ofrece una buena fuente de
aminoacidos indispensables para mejorar el valor nutriivo de las proteinas
vegetales. Se puede realizar una fortificacion con este aislado en productos tales
como quesos, cremas, helados, postres congelados, yoghurt, bebidas incluyendo
también a la leche; sin embargo, esto se considera como fraude o adulteracion si
es que no se especifica en la etigueta (Kay,1979).

Garbanzo.

Tiene una distribucion restringida en el mundo. India y Pakistan producen y
consumen el 90% de 1a produccion mundial, el resto es producido y utilizado por
algunos paises del Mediterrdneo y America Latina. Turquia, Etiopia, Marruecos y
Algeria también son importantes productores. México es importante productor de
garbanzo, a pesar de que el 80% del mismo es destinado a la exportacion; buena
parte de la produccién proviene del norte de los estados de Sinaloa y Sonora, ya
que para su cultivo requiere de climas frios a templados y de altas altitudes en los
tropicos y éubtrépicos {Sotelo, 1981; Macrae, 1993).

Los garbanzos son del género Caucasico, de la familia Leguminosae. Puede

variar considerablemente de tamafio y peso, se utiliza como un vegetal rico en

vitaminas. En Asia los vastagos frescos de las plantas jévenes se utilizan como
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un vegetal similar a las espinacas. Los garbanzos completamente maduros
presentan un contenido de proteina de aproximadamente 17%, los constituyentes
del garbanzo varian con el grado de maduracion de la semilla, de acuerdo a
estudios realizados se ha visto que el valor nutritivo del garbanzo aumenta con la
madurez. La composicion de los garbanzos varia de acuerdo a las caracteristicas
del terreno en el cual se cultivan y por las condiciones climaticas, por lo que su
contenido de proteina varia entre 12.3 y 31.6%. Son fuente rica de carbohidratos
complejos v fibra dietética, también son fuentes significativas de fésforo, calcio,
magnesio, potasio, vitaminas del complejo B y tienen un bajo contenido en sodio.
Los garbanzos son un producto alimenticio nutritivo y de sabor suave, son utiles
para incorporarlos en mezclas alimenticias ricas en proteinas, adecuada para la
alimentacién infantil. Sin embargo, son deficientes en aminoacidos azufrados vy
triptéfano (Kay, 1979; Sotelo, 1981).

Lenteja.

Pertenece a la familia Leguminosae, son las semillas de leguminosas mas
antiguas que se utilizan como alimento para el género humano. Se presume su
origen en Asia menor, extendiéndose rapidamente a Egipto, Europa central y
meridional, Etiopia, Afganistan, Norte de la India y Pakistan, actualmente se
producen en Estados Unidos, México, Chile, Peru, Argentina y Colombia. Crece
en climas frios en la region del mediterraneo y del cercano oriente donde son
cocinados como los chicharos y los frijoles. Las lentejas son un producto
alimenticio que se utiliza como ingrediente de sopas, presenta un contenido de
proteina de aproximadamente de 25%. Existen variaciones por las diferentes
condiciones climaticas y de cultivo, dando una variacion del 17 al 30% de
proteina. Las semillas secas son una excelente fuente de proteinas, fibra
dietética y carbohidratos complejos, asi como de calcio, fasforo, magnesio,
potasio y vitaminas del complejo B, pero tienen un bajo contenido de sodio. Las
semillas verdes son buenas fuentes de vitamina C. Cerca del 50% de la proteina

en la semilla esta compuesta por globulinas y sus proteinas son ricas en lisina.

42




GENERALIDADES

Sin embargo, los aminoacidos azufrados ( metionina y cisteina) y el triptéfano son
el primer y segundo aminoacido limitante, respectivamente. El porcentaje del total
de los aminoacidos indispensables en estas semillas varia de 8.4 a 10 .6 % sin
considerar la humedad (base seca). Comparando las proteinas de la lenteja y la
soya, las proteinas de la lenteja son generalmente de baja calidad, pero
contienen una menor cantidad de inhibidores de tripsina y fitohemaglutininas
activas que son facilmente destruidas por un tratamiento térmico. Las lentejas
sélo cuentan con una produccion mundial del 2% de la produccion de
leguminosas, cerca de la mitad de esta produccién proviene de la India y Turquia,
son cosechas de leguminosas importantes por su contenido de proteina

relativamente alta y por 1a facilidad con la que se digieren (Macrae, 1993).

Ajonjoli.

El ajonjoli es una de las semillas mas antiguas cultivada por el hombre. Su aceite,
harina y sus semillas han servido como base de la alimentacion de la gente
asiatica por muchas generaciones. Ha sido cultivada en Africa, Asia menor, China,
Mauritania, Japon y en algunas regiones de Europa Central, a partir de los anos
30’s se empezo a cultivar en Sudamérica, America central y México. Originalmente
el ajonjoli fue introducido a Estados Unidos por la emigracion negra proveniente
del este de Africa. El ajonjoli, Sesamun indicum, pertenece a la familia
pedialaceae, la cual consta de 16 géneros y 6 especies generalmente
encontradas en zonas tropicales y subtropicales. Estudios realizados con animales
(pruebas biologicas) resaltaron que el ajonjoli presenta una deficiencia como

fuente de proteina ya que es deficiente en lisina (Altschul, 1958).
Trigo.
Por 10,000 afios el trigo ha sido objeto de particular interés, en especial por su

valor nutritivo, asi como por su facil cultivo y almacenamiento. El trigo constituye

una tercera parte de la produccion mundial de cereales, esta produccion al final de
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los 80's excedio las 550 x 10 © toneladas. E! 90 % de la produccion es utilizada
para |a alimentacién humana, provee el 20 % de la energia consumida por el
hombre, ésta es consumida como pan principaimente. Existen alrededor de 20
especies y varios miles de variedades. La especie mas importante es Triticum
aestivum sobsp.vulgare y el trigo duro T. durum, econémicamente hablando. El
area global de cultivo de! trigo cubre 240 x 10 ® hectareas y aproximadamente el
90 % de esta superficie es ocupada por el T. aestivun. Las areas de cultivo de

trigo son localizadas en el hemisferio norte principalmente.

La composicién quimica del grano de trigo y de sus partes anatdémicas esta
determinada por condiciones genéticas y ecolégicas (clima, suelo, etc.), asi como
por los efectos quimicos y fisicos que ocurren dentro del grano durante su
almacenamiento y proceso. El principal componente del trigo es el almidon. Las
proteinas son la principal base nutritiva del grano; su cantidad y su caiidad esta
determinada por la aplicacién del grano y de sus productos. Las sustancias
proteinicas del trigo son divididas con base en su selubilidad (albumina,
globulinas, prolaminas y gluteninas). Sus proteinas son deficientes en lisina, pero
contiene cantidades apreciables de acido glutdmico y prolina. La grasa es el tercer
componente del trigo. Su procesamiento en harina conlleva un decremento en su
valor nutritivo debido a la oxidacion de los carotenoides. Las proteinas del trigo
han sido estudiadas exahustivamente por la importancia que representa el gluten.
El gluten estad compuesto de dos fracciones: gluteninas soluble en alcah y
gliadinas soluble en solucién acuosa de alcohol. Ademas el trigo contiene
cantidades significativas de albamina, leucosina y globulinas. Su valor nutritivo
también esta determinado por su bajo contenido de lisina, metionina y triptofano.
El grano de trigo presenta un pobre contenido de vitaminas, solo las vitaminas del
grupo B estan presentes en cantidades significativas. Su bajo contenido de grasa
tiene un papel significativo en el valor nutritivo tanto de la harina de trigo como de
sus productos (Macrae, 1993).
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Sorgo.

La produccién total de sorgo (Sorghum bicolor) esta clasificada como el quinto
de los principales cereales, con 59 x 10° toneladas en 1987. La produccion de
sorgo es alta en Estados Unidos, México, Nigeria, Sudan, Etiopia, India y China.
Pero también se produce en otros paises. La mayoria de los paises de Africa y
Asia utilizan al sorgo como fuente de alimentacion, forraje, combustible y material
de construccion. En el hemisferio Este, el sorgo es utilizado como alimento y
forraje principalmente. Especiales tipos de sorgo se utilizan como cereal. E! sorgo
es originario del Noreste de Africa, pertenece a la familia Gramineae, subfamilia
Panicoideae y tribu Andropogenae. Es de climas calidos, es una semilla de
estacion intolerante a bajas temperaturas. Es clasificado de acuerdo al color de su
pericarpio (blanco, amarillo o rojo), presencia o ausencia de pigmentacion en la
cabeza (presencia o ausencia de taninos), color del endosperma (amarillo, blanco
o heteroamarillo), tipo de endosperma, etc. Estas caracteristicas son
genéticamente controladas (Macrae, 1993).

La composicién del grano de sorgo varia significativamente de acuerdo a su propia
genética o a influencias ambientales. Su mayor componente es el almidén (75-79
%), seguido de proteinas (9-14.1%) y aceite (2.1-5.0%). Su contenido de proteina
es mas variable y usualmente mas alto que el de maiz {1-2%). Aproximadamente
el 80, 16 y 3% de la proteina esta en el endospermo, germen y pericarpio,
respectivamente. Generalmente contiene menos del 1 % de aceite que el maiz. La
principal porcién de proteinas son las prolaminas, sequidas de la glutelinas. La
mayoria de la fibra se encuentra localizada en las paredes celulares y en el
pericarpio. El germen y la capa de aleurona son los principales contribuyentes de
la fraccion lipidica, donde estan concentrados, al igual que en el pericarpio, la
mayoria de los minerales. Es rico en fosforo y potasio pero pobre en sodio. Todo
sorgo contiene acido fendlico y la mayoria contiene flavonoides. Solo el sorgo café
contiene grandes cantidades de taninos. El sorgo tiene una composicion

aproximada en aminodcidos y valor nutritivo a la del maiz. Sin embargo, tiene un
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bajo contenido de grasa, presenta baja digestibilidad y energia metabolizable. El
malteado y la fermentacién aumentan su valor nutritivo significativamente. El sorgo
café tiene un bajo valor nutritivo aun sin contener taninos, los cuales ocasionan
una baja digestibilidad de las proteinas y una deficiente alimentacion. La lisina y la
treonina son el primero y segundo aminodcido limitante, respectivamente
(Macrae, 1993).

Gelatina.

La gelatina es un producto obtenido por la hidrdlisis parcial de la colagena
presente en la piel, tejido conjuntivo blanco o huesos de los animales,
principalmente de ganado vacuno y porcino. El principal uso de la gelatina es
como agente gelificante y secante, o en altas concentraciones, como gel. Es el
principal agente gelificante utilizado en la industria de alimentos porque es
relativamente barato y se produce en grandes cantidades. El 14to. reporte del
Comité Mixto FAO/OMS, Ginebra (1970), reporta que “... |a gelatina es la proteina
que constituye un alimento si se obtiene en buenas condiciones de fabricacion...”.
En cuanto a su composicién quimica, se diferencia de las demas proteinas
animales por su alto contenido de glicina (33%) y de prolina e hidroxiprolina
(22%), que son aminoacidos ciclicos a los cuales se les atribuye un papel
importante en la rigidez de la gelatina. La gelatina contiene 19 de los aminoacidos
siendo muy notoria la ausencia de triptéfano, que impide que la gelatina se le
pueda nombrar como alimento proteinico completo, por lo que se le considera
como la Unica proteina de origen animal de mala calidad alimenticia. Existen
diferentes tipos de gelatina comercialmente disponibles: la obtenida de los huesos
(oseina) y de la piel de bovinos y porcinos. Es extraida de la colagena por una
hidrolisis acida o alcalina controlada. La fuente, la edad y tipo de colagena
influencian las propiedades de la gelatina derivada de ella (Macrae, 1993).
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SELECCION DE FUENTES DE PROTEINA
Y SU CARACTERIZACION

A
ELABORACION DE DIETAS
ISOPROTEINICAS E
1SOCALORICAS
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RESULTADOS
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FIGURA 1. DIAGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL.
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La figuras 1 nos muestra el diagrama del trabajo experimental que se siguid,
dandose posteriormente detalles del mismo. La figura 2 sefala los pasos que se
siguieron para llevar a cabo la caracterizacién de las fuentes de proteina, es decir,

su analisis proximal, su contenide de aminodcidos y, por dltimo, su contenido

caldrico.
COMPOSICION DE LAS
FUENTES DE PROTEINA
y ' :
ANALISIS DETERMINACION DETERMINACION
PROXIMAL DE AMINOACIDOS DE CONTENIDO
i CALORICO
INDISPENSABLES NO
l INDISPENSABLES
DETERMINACION
DE TRIPTOFANO

FIGURA 2. CARACTERIZACION DE FUENTES DE PROTEINA.

SELECCION DE FUENTES DE PROTEINA

Para obtener el mayor rango de calidad de proteina se seleccionaron diferentes
fuentes de proteina (tabla 5). Se considerd el huevo y la gelatina como limite
superior e inferior, respectivamente. La caseina se tomo como referencia. En total
se analizaran diez fuentes.

48




METODOLOGIA

TABLA 5. FUENTES DE PROTEINA.

S —
FUENTE CALIDAD ORIGEN OBSERVACIONES

NUTRITIVA
—
Huevo Buena Animal Huevo entero deshidratado en polvo “Campeén’”.

Alimentos Deshidratados, S.A. de C.V.

—— e

Leche Buena Animal Leche entera en polvo “'Nido™". Nest!é, S.A. de CV.

Caseina Buena Animai Caseina de leche bovina. Sigma Chem. C.O. # 3400

Soya Media Vegetal  Aislado de proteina de soya ""Suproplus® 651. Protein
Technologies International.

Garbanzo Media Vegetal “"El Labrador . Adquirido en lienda de autoservicio.

Ajonjoli  Baja Vegetal Universidad Auténoma de Nayarit (Pasta residual de
ajonjoli).

Trigo Baja Vegetal  Municipio de Jilotepe, Estado de México.

Lenteja Baja Vegetal  “San Lazaro”. Adquirido en tienda de autoservicio.

Sorgo Baja Vegetal  Municipio de Jilotepec, Estado de México.

Gelatina Baja Animal Gelatina comercial.

ANALISIS PROXIMAL

Para llevar a cabo una evaluacién en el aspecto nutritivo de una fuente de
proteina, es necesario elaborar una dieta isoproteinica e isocalérica con respecto
a la dieta de referencia (caseina), considerando como unica variable el arigen de
la proteina; por lo tanto, es necesario disefiar una dieta adecuada. Para llevar a
cabo lo anterior, fue indispensable caracterizar (analisis proximal, contenido
calérico y contenido de aminoacidos) cada una de las fuentes seleccionadas para
poder ajustarlas a nuestra dieta de referencia y hacer las comparaciones
pertinentes  (Helrich, 1990; lruegas, 1973). Contando con las cantidades
suficientes de cada una de las fuentes de proteina y tras su adecuado
acondicionamiento a harina, se tomaron muestras homogéneas y representativas

de cada una y se procedi6 a realizar su analisis proximal (figura 3).
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MUESTRA

———» HUMEDAD

[ EXTRACCIONETEREA | KJELDAHL |
<+ INCINERACION
LiPIDOS RESIDUO NITROGENO (N)
PROTEINA=NX
DIGESTIO FACTOR
ACIDA N CENIZAS
|
+
SUSTANCIAS RESIDUO
SOLUBLES EN -
ACIDO
DIGESTION
ALCALINA
SUSTANCIAS
RESIDUQO
SOLUBLES EN -)1 INCINERACION
ALCALI INSOLUBLE

L

FIBRA CENIZAS
CRUDA INSOLUBLES

FIGURA 3. ESQUEMA WEENDE DE ANALISIS.

Fundamento:
El analisis proximal o sistema analitico Weende, se desarrolld en Alemania hace

mas de cien afios, en la estacién experimental que lleva su nombre, Este sistema

se ha criticado mucho, pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro mejor que
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sea tan practico y aceptable. Este tipo de analisis se emplea en todo el mundo
para hacer descripciones de los alimentos y fa mayoria de los requisitos legales
para productos alimenticios se basan en el sistema Weende (Helrich, 1990). €l
analisis proximal se realizd de acuerdo al esquema de Weende (figura 3) con
algunas modificaciones en el material recomendado segin los métodos de la
A.Q.A.C. { Helrich, 1990).

Las modificaciones fueron las siguientes:

« En la determinacién gravimétrica de humedad se empled una estufa de presion
reducida {vacio) LAB-LINE DUQ-VAC a 15 infHg. Mod. 3620 y una temperatura
de 60-65°C, hasta peso constante.

« Se utitizd el digestor Tecator Model a/ b 20/40 (Serie 254) y el autoanalizador
KJELTEC 1030 (Serie 13417) para la determinacion de proteina.

« Para la cuantificacion de fibra se utilizaron filtros California de polietileno.
Labconco, 200-mesh stainless steel 5214-A10 y didmetro interno de 76 mm.

ELABORACION DE DIETAS

Para la elaboracion de las dietas experimentales fue necesario hacer un ajuste de
los macronutrientes de la fuente de proteina. Se manejoé un nivel de 10% de
proteina para todas las dietas, como el valor mas y un contenido calorico de 430
Kcal / 100 g (densidad caldrica = 4.3) adecuado (Hurt, 1975; Corbin, 1976).

Material:

Balanza granataria y analitica.

«+ Vaso de precipitado de 150 ml y pipeta graduada de 5 ml.

Monrtero con pistilo.

« Mezcladora.

Recipientes de plastico para guardar las dietas y etiquetas.
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Ingredientes:

Los ingredientes empleados para la elaboracion de dichas dietas fueron:

TABLA 6. INGREDIENTES DE LAS DIETAS.

INGREDIENTE OBSERVACIONES

Fuente de proteina Ver tabla 5.

Aceite de maiz Marca comercial “Maizola™.

Mezcla de sales INC Pharmaceuticals. Catalogo.

Mezcla de vitaminas  INC Pharmaceuticals. Catalogo.

Celulosa INC Pharmaceuticals. Catalogo.

Agua Agua destilada “'Electropura™.

Almiddn de maiz Marca comercial “"Maizena®’, fécula de maiz.

Procedimiento:

A partir del analisis proximal de cada una de las fuentes, se ajustarcn las dietas a
un mismo nivel de proteina (10%) y contenido calorico (430 Kcal / 100 g),

empleando las formulas que se muestran en |a tabla 7.

TABLA 7. DIETA BASAL.

INGREDIENTE FORMULA

Fuente

Aceite de maiz

Mezcla de sales

Y = 1.6 x 100/ %N de la fuente
8-(Yx%grasal/100)
5-(Y x %cenizas / 100 )

Mezcla de vitaminas 1

Celulosa 1 - (Y x %fibra cruda / 100)
Agua 5-{Y x %humedad / 100)
Almidon c.c.p. 100

1) Férmulas para preparar 100 g de dieta, base humeda.

52




METODOLOGIA

Cada una de las fuentes secas, molidas y tamizadas se homogenizaron junto con
todos los ingredientes sélidos, excepto las vitaminas. Enseguida se adiciond el
aceite y, por Ultimo, la mezcla de vitaminas manteniendo la dieta en la mezcladora
hasta su completa homogenizacion. Todas las dietas se guardaron en recipientes
de boca ancha, perfectamente identificados y cerrados, en refrigeracion (Helrich,
1990).

DETERMINACION DE CONTENIDO CALORICO

Fundamento:

Para obtener el contenido calérico, se somete una fraccion de la muestra a una
combustion total, dentro de un recipiente cerrado y en presencia de un exceso de
oxigeno que asegure una completa combustién. En el caso especifico de la
bomba calorimétrica Gallenkamp, 1a elevacion de la temperatura por efecto de la
combustién, es detectada por un termopar, el cual a su vez estd acoplado a un
galvanometro de alta sensibilidad, produciéndose una deflexion que se traduce en
una lectura, la cual, al interpolar en una curva patrén previamente establecida de
un material de densidad energética conocida, proporcionara su valor calérico. El
anterior dispositivo pertenece al grupc de calorimetros, denominado calorimetro

de medicién de un incremento de temperatura temporal.
Material y reactivos:

+ Balanza analitica.

« Bomba calorimétrica Gallenkamp.

« Galvanémetro GAM METRIC LTD.

« Crisoles de acero inoxidable de 2.54 cm de diametro.
» Mango metalico prensador.

« Mechas de algodén de 7 cm de longitud.
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+ Acido benzoico (estandar termoquimico de la British Chemical Standard; valor
calarico de 26,454 Joules/g 6 6.3184 Keal/ g).

+ Tanque de oxigeno grado industrial.

Procedimiento:

Las muestras se molieron finamente (aun cuando el secado es conveniente, éste
depende de las caracteristicas propias de la muestra). La cantidad de muestra se
determind por el tipo de material. Como referencia se pesd una cantidad de
muestra que proporcioné aproximadamente 4 Kcal. Para materiales de alta
densidad caldrica es suficiente 0.4g, mientras que para muestras de baja

densidad calérica, como la urea por ejemplo, se requiere de 1.59.

Dentro del crisol, se colocod una cantidad de muestra ligeramente superior a la
deseada, junto con fa mecha de algodon con aportacién calorica conocida. A
continuacién se compacté la muestra y la mecha con el mango metalico
prensador y se tomé el peso definitivo (cuando se trata de grasas se pesa
exactamente la cantidad de muestra requerida y la determinacion se debe hacer
rapido para evitar que la muestra suba por capilaridad y se moje la mecha al
grado de que gotee fuera del crisol). El crisol se coloco en la parte superior del
pilar central de la bomba y el extremo de la mecha se intradujo en el alambre de
ignicion. Se tuvo cuidado de que el anillo sellador de la bomba se hallara en
perfectas condiciones y flexible; en caso contrario se aplica un poco de grasa o,
dado el caso, se reemplaza. Se coloco el anillo sellador en el canal circular, se
levantd el anillo estriado y enrosco el cilindro de la bomba junto con el anillo
estriado sobre el anillo asegurador y se terminé de girar el cilindro hasta que se
cerrd completamente. Se introdujo la terminal del termopar en la parte superior del
cilindro de la homba.

Se abrio el tanque de oxigeno, previo ajuste de la valvula de reduccién de flujo. Se

gird la perilla de paso de oxigeno en el panel de control de la bomba y se dejd
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abierta hasta que se tuvo una presion dentro del cilindro de 25 atmosferas. De no
llegar a esta presion, se ajusta de nueva cuenta la valvula de reduccidn o se
verifica el contenido de oxigeno en el tanque. Se cerré la perilla de paso de
oxigeno y se cuidd que no hubiera reduccion en la presién, lo cual indicaria la

existencia de una fuga en alguna de las conexiones.

Se dejé que la temperatura del termopar se estabilizara con respecto a la del
cilindro. Se ajusto la escala en el galvanémetro a cero con el ajuste fino (perilla
central). Se verifico que la valvula dei lado derecho de la base del cilindro se
hallara cerrada. Se presiond el botén rojo de ignicién en el panel central de la
bomba y se esperd a que se iniciara la combustion, lo cual se vio por una notable
deflexion de la aguja del manémetro. La lectura en el galvanometro llega a un
maximo, después de lo cual baja un poco para volver a subir hasta estabilizarse
en una lectura maxima durante unos momentos. Esta ultima lectura es la que se
toma. Se abrio la valvula del lado derecho de la base del cilindro de la bomba para
dejar escapar los gases producto de la combustion y se quité el termopar y el
cilindro de la bomba en forma inversa a la descrita anteriormente. Se enfrio el
cilindro de la bomba a chorro de agua y se enjuagd con agua destilada. Se seco
para la siguiente determinacién. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Calculos:

Se elabord una curva patrén con acido benzoico de densidad calorica conocida.
Se recomienda tener suficientes puntos en la curva de modo que se cubra toda la
escala en el galvanémetro (0.1 a 0.8 g). Se realizé una grafica colocando en las
abscisas el contenido energético (Kcal) y en las ordenadas la lectura en el
galvanometro. El contenido energético del acido benzoico se obtuvo a partir de las
equivalencias que mas adelante se muestran. Se realizd la combustion
exclusivamente de la mecha empleada de modo que posteriormente se hiciera la
correccion en la lectura de las muestras (el valor de la mecha en el galvanometro

fue aproximadamente de 0.2) (Molinar, 1988).
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Por interpolacién a partir de la curva patrdn se determind el contenido calérico de
las muestras considerando lo siguiente:

1 g acido benzoico = 26,254.3 J

1 g &cido benzoico = §,270.7 cal

1 Kcal = 4.1868 KJ

DETERMINACION DE AMINOACIDOS

Fundamento:

La determinacién cuantitativa de los aminocacidos de una proteina guarda una
estrecha comparacion a lo que se realiza en el andlisis quimico elemental de una
simple molécula organica; es decir, una caracteristica primaria cuando se tiene
una proteina es determinar su composicion de aminoacidos. La cromatografia de
intercambio idnico con resinas especificas (resina de poliestireno sulfonatada),
acoplada a bombas especiales que mantienen un flujo constante de las
soluciones eluyentes y aparatos de registro electrénico automatico, han permitido
el desarrollo de los autoanalizadores de aminoacidos. El método particular de
hidrolisis de proteinas previo a el andlisis de amincacidos, es de considerable
interés, debido a que ciertos aminoacidos son destruidos v la liberacién de otros
es incompleta. La hidrdlisis 4cida es el procedimiento generalizado disponible
para la gran variedad de proteinas; es costumbre tratar la proteina con 2.5 a 5,000
veces su peso con HCI 6N y mantener la solucién bajo reflujo por espacio de 18 a
24 horas.

En la actuafidad, el método propuesto por Mooore y Stein es el recomendado y es

la técnica clasica de hidrolisis acida de una proteina para la cuantificacion de

aminoacidos: sin embargo, el procedimiento que se utilizdé usé la modificacidn del
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tiempo y temperatura de 145°C + 1°C por 4 horas, para su posterior purificacién y

separacion por cromatografia de intercambio idnico (Sotelo and Lucas, 1982).

Material y reactivos:

Microjeringa Hamilton Modelo 1001-LTN.

Membrana Millipore. Cat. No. GVHP 01300. Tipo GV. Tamano de poro 0.22 pM.
Adaptador para filtracion en jeringa Millipore XX30-012-00

Tubos de cultivo de pared gruesa con tapén de rosca y cubierta de teflon
PYREX No. 9826.

Equipo: Technicon Aminoacid Autoanalizer System NC-2P. (Serie 29367} y
colorimetro: Autoanalizer |l (Serie DCE 17620).

Potenciémetro Corning Model 10 (Serie D44676).

Digestor Tecator Model a/b 20/40 (Serie 254) y rotavapor Buchi Model R.
Parrilla de calentamiento y agitacion Model PC-320 (Serie B68830).

HCIEN.

Metilcelosolve al 50%.

Amortiguador de acetato de sodio 4N (2 ).

Sulfato de hidracina (b ).

Ninhidrina { c).

Solucion lavadora {(d ).

Amortiguador de dilucién (e ).

Amortiguadores de acetatos para regeneracion y elucién ( f).

Hidroxido de sodio 0.1N (f).

Elaboracion de reactivos:

a) Se colocod aproximadamente 3 litros de agua desionizada en un dispositivo de

agitacion, se adiciono 1,312 g de acetato de sodio anhidro y para prevenir la

cristalizacion se adiciond lentamente y con ayuda de calentamiento para su
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completa solubilizacién. Una vez fria la solucién se afadio 400 ml de acido
acético glacial lentamente y se dej6 enfriar. Por dltimo, se itevé a un aforo de 4
litros previo ajuste del pH a 5.65 £ 0.02 (Nota: para el ajuste del pH se usd
alcali o acido concentrado ya que 4g de NaOH apenas incrementan dicho
amortiguador en 0.04 unidades de pH).

b} Se disolvieron 1.049 g de sulfato de hidracina en agua destilada y desionizada,
a continuacioén se adicioné 0.4 ml de acido sulfarico concentrado (R.A.) y 30 ml
de solucién de Brij-35 al 20%. Se llevé esta solucion a un volumen de 4 litros;
para su conservacion se adicioné 0.8 ml de acido caprilico como conservador.

c) Se disolvié 40g de ninhidrina en 2 litros de metilcelosolve, a continuacion se
adiciond lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio 4N. Por ditimo,
se llevs a un volumen de 4 litros.

d) Solucién lavadora: Agua/Etanol (3:1; viv), con hidroquinona al 0.01% como
agente antioxidante.

e) Se preparé una solucidn de acido clorhidrico 0.2N {A) y una solucién de cloruro
de sodio 0.2M (11.69 g/l) (B).Se tomaron 50 mi de (A) y 33.3 ml de (B), se llevd
a 200 ml con agua desionizada adicionando hidroquinona al 0.01%. El pH de
este amortiguador debe ser de 1.50 + 0.05, sino se ajusta.

f) Amortiguadores para la corrida del hidrolizade &cido de una proteina.
Preparacion de soluciones amortiguadoras:

1) En un recipiente con agitacion se colocd la mitad del volumen de agua
desionizada (0.5 litros) y se disolvieron todos los componentes sdfidos (sales).
2) Después se adicionaron los reactivos liqguidos o las soluciones
correspondientes, a excepcion del acido caprilico, el cual se adiciond hasta
después de ajustar el pH.

3) Una vez disueltos todos los reactivos en la mitad de! volumen, se procedié a
adicionar mas cantidad de agua hasta llevar a un volumen aproximado de 900

mi con el fin de tener margen para ajustar ! pH.
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4) Se ajustd el amortiguador al pH deseado con la ayuda de un potencidmetro de
escala expandida; el cual se calibré previamente con un buffer de referencia
{(pH=4.00 £ 0.02).

5) Una vez ajustado el pH, el volumen se llevd en un matraz volumetrico de 1 litro
con la ayuda de unas gotitas de acido caprilico para romper la espuma
formada.

6) El amortiguador ya ajustado y aforado se filtré a través de papel filtro Whatman
No. 542 con ayuda de vacio, con la finalidad de eliminar cualquier particula
extraiia, ya que estas soluciones pasarian a través de la resina de intercambio
iénico.

7) En el recipiente final del amortiguador se adiciond la cantidad especificada de
acido caprilico como conservador y a continuacién se vacid et amortiguador ya

aforado y filtrado a dicho recipiente. Finalmente se montd en el aparato.

TABLA 8. ELABORACION DE AMORTIGUADORES E HIDROXIDO DE SODIO.
e e e T RIIEEER #7°  RIIEEER #3°  NaOH 0. 2N°
REACTIVO ANALITICO BUFFER #1' BUFFER #2° BUFFER #3° NaOH 0.2N

e ——————————————ee i e t———eee e —te—

Acetato de sodio (anhidrg) 419 459 87.0¢g -—
Acido acético glacial 20.0ml 150 ml 200 ml -
Solucién de acetato de zinc - 1.2ml 20mi
Atcohol etilico absoluto 78.0 ml 80 ml - -—
Alcohol benzilico - 11.0ml -
Hidroquinona (antioxidante) 0.11g 011g - -
Solucién BRIJ-35 al 20% 8.0 ml 8.0m! 80ml —
EDTA (Sal disbdica) 01g 1.0g
Hidroxido de sodio (lentejas) -—- - 80g
Acido caprilico (conservador) 0.2mi 0.2ml 0.2 mi -
Agua destilada y desionizada 1.01 1.01 1.01 1.01
pH 4.00+0.02 4.10+0.02 5.40+ 0.02
Concentracién de Na® (M) 0.05M 0.06 M 106 M 0.20M
Concentracion de Zn"" (M) 0.00 M 30X10°M 10X 10°M 0.00M

1) Regeneracion de la resina. 2) Elucidon de a.a. acidos y neutros. 3) Elucién de a.a.

basicos. 4) Lavar la resina.
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Procedimiento:

Se peso6 dentro de! tubo de hidrélisis la cantidad de muestra finamente molida y
desengrasada {siempre y cuando el conlenido de grasa sea mayor al 5.0%),
seguon la farmula que a continuacién se muestra. Se adiciond con mucho cuidado
la cantidad de acido requerida con ayuda de una bureta, tratando de que toda la
muestra se humedeciera con el reactivo de hidrélisis. En este paso se realizé la

modificacién de adicionar 100 mg de fenol por 100 ml de acido anadido (0.1%).
A =(0.05 x 100) ! %P B ={4x100)/ %P

Donde: A = Muestra, en gramos.
B = HCIBN, en mll

%P = Proteina en la muestra, en %.

Se insufld nitrdgeno de alta pureza y se cerr6 perfectamente con el tapén de rosca
y cubierta de teflon. Se colocd en el digestor a una temperatura de 145+1°C
durante 4 horas (contadas a partir del momento en que se coloco en el digestor
que ya debe estar a la temperatura indicada). Una vez transcurrido el tiempo de
hidrolisis se dejé enfriar el tubo y se filtrd en biichner y matraz kitasato, con vacio
(Papel Whatman No. 52) para eliminar residuos carbonizados, se lavé con el
menor volumen posible de solucion lavadora.

Se trasvaso el volumen a un matraz bola y se coloco en el rotaevaporador. La
evaporacion del acido se realizd en una hora maximo a una temperatura menar de
80°C (la relacion tiempo/temperatura es muy importante, lo ideal es corto tiempo
alta temperatura) y se evapord hasta sequedad para eliminar la mayor parte de
HC! en exceso y facilitar la neutralizacion. Se evaporé una sola vez. Con un
volumen maximo de 20 m! de solucién lavadora se lavd el matraz bola y se paso a
un vaso de precipitados de 25 mi, con agitacion constante. Con la ayuda de un

potenciémetro se neutralizé a un pH de 6.8 + 0.2 adicionando gota a gota NaOH

60




METODOLOGIA

5.0 N (cuando se estuvo cerca del punto de neutralizaciéon se diluyé un volumen
pequerio de NaOH con agua desionizada). No se debe rebasar el volumen de 25

ml durante la neutralizacion.

Ajustado el pH se aford a 25 mi y se filtrd de nuevo (el hidrolizado se guarda en
congelacion solo cuando no se inyecta el mismo dia); para inyectar el hidrolizado
en el autoanalizador se diluyé con amortiguador de dilucion (Buffer pH=1.50+0.02
con hidroguinona al 0.01%) en una proporcion de 1:1 (o sea que el aforo real del
hidrolizado fue de 50 ml). Esta dilucidn se filtré una parte a través del dispositivo
Millipore. Se descartaron las cinco primeras gotas del filtrado y el resto se utilizé

para inyectar en €l autoanalizador de 100 a 200 ul.

Condiciones del equipo y de Ja corrida (para estandar y muestras):

Para verificar las condiciones del equipo se corrid un estandar de aminoacidos,
mientras que las condiciones de la corrida (para estandar y muestras) fueron:

o Resina BIO-RAD AMIDEX A-9 altura de 410 mm.

Bufferr  a) No. 1 segiin manual, pH = 4.00 £ 0.02

b) No. 2 segitn manual, pH= 410+ 0.02
c) No. 3 seqgin manual, pH =540 + 0.02
Bomba peristaltica = flujo de 0.63 ml/ min (20.5 U).

» Temperatura de la columna = 60 £ 0.5°C.

Temperatura del bafio de reaccion = 89 + 0.5°C.
Sensibilidad del registrador = 2.5 U.

Calculos:

En los aminogramas tanto del estandar como de las muestras, el area de los

aminoacidos se asemeja a un triangulo, por lo que se calcula en forma similar:

Area = base x (altura/2)
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Los célculos se realizaron como a continuacion se describe, llevando a cabo el
control de los datos mediante una hoja de anotacién {(Apéndice I: Determinacién
de aminoacidos) y poder sacar la informacién de una manera rapida y facil:

« Se identificaron los picos correspondientes a cada uno de los aminoacidos en

el estandar y en las muestras, por su tiempo de retencion.

» Se calculd el area bajo la curva de cada uno de los picos correspondientes a
los aminoacidos, tanto en el estandar como en tas muestras.

+ Se determinaron los gramos del aminoacido correspondiente (aa ; g):
aa; g =(Aaam x Me x P.M. }/ (Aaae x 10%)

Donde: Aaam = Area del aminoacido correspondiente en la muestra, en mm?.
Aaae = Area del aminodacido correspondiente en el estandar, en mm?,
uMe = Micromoles del aminoacido comrespondiente en el estandar.

P.M. = Peso molecular del aminoacido correspondiente, en pg / pmol.

¢ Se determinaron los miligramos del aminoacido correspondiente por gramo de
nitrégeno (aaimg /g N ):

aa,mg/gN=(aa;gxAx1000)/{axgN)}
Donde: aa;g = gramos del aminoacido correspondiente.
A = Aforo, en ml.

a = Alicuota (inyeccidn al autoanalizador), en ml.
gN = Nitrégeno en la muestra, en gramos.
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DETERMINACION DE TRIPTOFANO

Fundamento:

Debido a que la hidrélisis acida (que se usa cominmente para la determinacion
de la mayoria de los aminoacidos de una proteina), destruye completamente el
triptofano, se hace uso de la hidrdlisis alcatina. En la actualidad ésta ha quedado
restringida para el caso particular del triptofano y tirosina. Aunque se ha reportado
una gran variedad de reactivos para llevarla a cabo dicha hidrolisis, el uso de
LiOH parece producir buenos resultados en muestras alimenticias. Una vez
obtenido el triptofano libre se determina espectrofotométricamente con el reactivo
de Erdich (Sotelo and Lucas, 1980; Aragdn y Lucas, 1991).

Material y reactivos: .

+ Hidréxido de Litio 4N.

» Solucién lavadora de agua : etanol {3:1).

« Acido fosférico concentrado R.A.

« Solucién estandar de triptofano (60 pg/mi).

« Acido clorhidrico concentrado R.A.

+ Solucion de p-dimetil-amino-benzaldehido al 0.5% en HCI 12N (DMAB,).

« Nitrito de sodio al 0.2% (wiw).

« Parrilla de calentamiento y agitacion Model PC-320 {Serie 868830).

» Agitador magnético y celdas de vidrio.

» Digestor Tecator a/b 20/40 (Serie 254).

+ Espectrofotémetro Squoia-Turner Model 340 (Serie 005948 TF) y

s Balanza analitica.

« Tubos de cultivo de pared gruesa con tapén de rosca y cubierta de teflon
PYREX No. 9826.

« Potenciometro Corning Model 10 {Serie D 44676).
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Procedimiento:

En un tubo de cultivo de pared gruesa y tapon de rosca con cubierta de teflon
(asegurandose que el teflén este en buenas condiciones y que selle bien el tubo),

se colocd la cantidad de muestra de acuerdo al contenido de proteina:
g de muestra = (0.1 x 100) / %Proteina

A continuacién se adiciond con mucho cuidado la cantidad de élcali, teniendo la

precaucién de no salpicar la muestra en la pared del tubo.

ml de alcali = {4 x 100) / %Proteina
Una vez que se tuvo la cantidad de muestra y alcali adecuada, se insuflo
nitrégeno y se cerré el tubo perfectamente, Se colocoé en el digestor que se

encontraba a 145°C. El tiempo de permanencia en el digestor lo determing el
%proteina de la muestra (tabla 9) (Sotelo and Lucas, 1980).

TABLA 9. TIEMPO DE HIDROLISIS.

Proteina (%) Tiempo (horas)

Q9a<35 8
35a<64
>aB5

Transcusrido el tiempo de hidrélisis, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
transvaso el contenido de! tubo a un vaso de precipitados de 25 ml, lavando el
tubo con la solucion (aproximadamente 20 mi). Se neutralizd el hidrolizado con
acido fosforico concentrado (pH = 6.9 a 7.1) y agitacién constante y se aforé a 25
ml. Se filtrd en cafiente sobre papel de filtracion rapida en un bichner con ayuda
de vacio (cuando no se realiza la determinacién el mismo dia, se guarda en

congelacion y se checa el pH antes de la determinacién).
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Se tomaron 3 alicuotas de 2 ml c/u del hidrolizado (uno de los tubos nos sirvio
como blanco); se adicioné a uno de los tubos 7.5 ml de HCI 12N, mientras que a
los otros dos tubos se les adiciono 7.5 ml de la solucion DMAB, se agitaron y se
dejaron en reposos 15 minutos en la oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo se
les adiciond 0.5 ml de nitrito de sodio, agitando nuevamente se dejo en la
oscuridad por otros 15 minutos, para que se desarrollara la coloracion; por Gltimo,
se leyo en el colorimetro a 590 nm (filtro verde), usando el tubo del blanco para

ajustar a cero el colorimetro.

Se corrié al mismo tiempo, una curva estandar de triptofano de 0 a 100 ug
tomando alicuotas de 0.0, 0.4, 0.8, 1.0, 1.6 y 2.0 ml de la solucion estandar de

triptofano y llevando a 2.0 ml con agua destilada (Aragon y lucas, 1991).
Calculos:

El valor interpolado en la curva estandar fue en microgramos (ng), tomamos en
cuenta la aticuota, el aforo vy el peso de la muestra, para expresar el resultado en

gramos de triptofano por 100 g de proteina. Para realizar este calculo fue

necesario tener el dato de %proteina de la muestra (Aragén y lucas, 1991).

PREDICCION DE LA CALIDAD PROTEINICA POR METODOS
QUIMICOS

Score Quimico (5.Q.) o Calificacion Quimica:
Su fundamento se basa en sefialar la cantidad del aminoacido indispensable que

estd en mayor deficiencia en la proteina de estudio, al compararla ¢on el nivel

presente en una proteina de referencia. En nuestro caso se empled al huevo
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como proteina de referencia (Muller y Tobin, 1992). Se calcula empleando la
siguiente ecuacion:

$.Q. = el menor valor de la relacion [ (AA, TAAE, / AA, TAAE, ) * 100 ]

Donde:

AA, = Aminoacido esencial de |a proteina en estudio, en mg/gN.

AA, = Aminoacido esencial de 1a proteina de referencia, en mg/gN.

TAAE, = Total de amoniacidos esenciales de la proteina de referencia, en mg/gN
TAAE, = Total de aminoacidos esenciales de la proteina en estudio, en mg/gN.
Tiene que haber homogeneidad en unidades usadas, tanto de la proteina en
estudio como la de referencia. Se calculd el contenido total de aminoacidos
esenciales, no olvidando adicionar las cantidades de cisteina y tirosina, ya que es

conveniente reportar como total de aminoacidos azufrados y aromaticos,
respectivamente.

indice de amino4cidos indispensables {lLA.A.E.}

Dentro de los estandares recomendables para comparar la proteina de la muestra
estan la leche humana y la proteina de! huevo entero, esta comparacién deriva en
el célculo del indice de amino4cidos indispensables (IAAE), el cual esta basado
en la propercién minima del contenido relativo de aminoacido indispensables de la
muestra con respecto al que hay en una proteina estandar que puede ir de 1.0%
hasta un 100%. Se define como la media geometrica de las proporciones de los
aminoacidos de la muestra y los aminoacidos del estandar. Calculandose de la
siguiente manera:

aai muestra aai muestra
IAAE = _— XX —— (n)
aai std aai std
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Donde;
aai muestra = Aminoacidos indispensable en la proteina del alimento, en meg/gN.
aai std = Amincacido indispensable en la proteina estandar, en mg/gN.

n = Nimero de aminoacidos (debe considerarse como un solo valor la suma de
aminoacidos azufrados y de aromaticos).

PRUEBAS BIOLOGICAS

Para realizar las pruebas biolégicas se consideraron los siguientes criterios:

Animales:

Se emplearon ratas recién destetadas de la raza Wistar, de aproximadamente 21-

23 dias de edad, machos y con un peso inicial de 40-50 gramos. Seis ratas para
cada dieta.

Condiciones experimentales:

« Humedad relativa: 50%

+ Temperatura ambiente: 20-25°C

s lluminacion: 12 horas luz y 12 horas obscuridad.
+ Alimentacion: dieta respectiva y agua ad libitum.

» Tiempo experimental: 21 dias (excepto la dieta libre de nitrbgeno DLN, cuya
duracion es de 11 dias).

Distribucion de animales:

Al inicio del expesimento las ratas se pesaron en forma individual, cuyo dato

corresponde al peso inicial (P;) del experimento. Para una adecuada distribucion
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de los animales por lote, se procedid a repartirlos de acuerdo a la distribucion

japonesa (Delgado y Revuelta, 1993),siguiendo los siguientes pasos:

« Se pesaron los animales.

+ Se ordend por peso en orden creciente o decreciente.

» Se disefid una tabla en la cual se contempld el nimero de lotes utilizados
{columna por lote).

s Se distribuy6 el orden de pesos de izquierda a derecha, uno por cada lote. Al
terminar la primera fila, se continué distibuyendo de derecha a izquierda en la

segunda fila, y asi sucesivamente (zig-zag) hasta la sexta fila.

El rango de peso entre los animales no excedit de 10 gramos. Se manejaron &
ratas por-dieta (10 dietas) y éstos se colocaron en jaulas individuales. Debido a
que estos animales at comer tienden a desperdiciar alimento, se coloct debajo de

la jaula, una charola de papel manila, para poder recuperar este material.

Material y reactivos:

e Rack con el numero de jaulas de metal individuales necesarios, con su
respectivo comedero y bebedero.

« Balanza granataria (+ 0.1 g).

« Balanza granataria para animales de laboratorio OHAW, mod. 700.

« Tamiz metdlico y papel manila (pliegos).

e Mezctadora HOBART, mod. N-50.

e Caseina (INC pharmaceuticals).

« Dextrina y aceite de maiz comerciales.

» Mezcla de sales y vitaminas (INC pharmaceuticals).

« Celulosa en poivo (INC pharmaceuticals).
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RELACION DE EFICIENCIA DE LA PROTEINA (PER)

£n 1919 Osborne, Mendel y Ferry introdujeron el concepto de "PER’ (Protein
Efficiency Ratio), el cual, en varias formas modificadas, es el procedimiento mas
ampliamente usado de las pruebas biologicas para la evaluacion de una fuente de
proteina. Para esta prueba se recomienda ratas macho recién destetadas (20-23
dias), cuyo periodo de estudio sea de 3 a 4 semanas y su dieta con un contenido
de proteina del 10%, la cual provea de los demas nutrientes en cantidad
suficiente: tanto el alimento como el agua deben darse ad libitum (Chapman,
1959: Hurt, 1975; Yang and Michelsen, 1974).

Fundamento:

Generalmente se acepta que el incremento en peso de ratas destetadas
alimentadas con una dieta proteinica, bajo condiciones estandarizadas, provee
una medida confiable del valor nutritivo. Factores como la edad, sexo, periodo de
ensayo, nivel del proteina, entre otros, puede afectar la determinacién del PER,
las condiciones de experimentacion deben estar bien definidas, asi como el uso
de un grupo control de caseina (De Maeyer, 1975; Hurt, 1975 Yang and
Michelsen, 1974).

Esta prueba relaciona la ganancia de peso del animal en prueba con la proteina
consumida, asumiendo que el incremento en peso €3 exclusivo dei nitrdgeno

corporal (Biological assay methods for protein evaluation, 1963, Campbell, 1961).
Desarrollo de la prueba:

Una vez que se distribuyeron los animales en su respectiva jaula, se le colocod a
cada uno su respectivo alimento (pesado) y agua. Se pesaron tanto los animales
como el alimento de 2-3 veces por semana, teniendo la precaucién de recuperar

el alimento desperdiciado, haciendo uso de un tamiz para separar el alimento
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tirade de las heces de! animal. El agua del bebedero se cambid periddicamente
para evitar la aparicidn de hongos. La forma cronclogica det desarrollo del
bioensayo se muestra en el Apéndice |l: Ensayo Biclogico.

El estudic se mantuvo por espacio de 3 semanas, al final de las cuales se pesaron
tanto el alimento camo el animal, este ultimo dato correspondié al peso final (Pf).
Se realizaron las pesadas en el mismo horario para que a lo largo del estudio se
tuviera la menor variacion. Para llevar a cabo el control de los datos, se empled
una hoja de anotacion (Apéndice lll: Registro de datos para la prueba bioldgica) y

poder, al final dei experimento, sacar la informacion de una manera rapida y facil.

Calculos:

Se realizd la curva de crecimiento de cada lote, para lo cual se procedio a trazar la
grafica de Tiempo vs. Incremento de peso acumulativo. Esta gréfica nos permitio
visualizar la tendencia de la respuesta de los animales de estudio.

Incremento

acumulativo /

v

Tiempo (dias})

Se obtuvo el valor del PER, de acuerdo a la siguiente férmula:

PER = incremento de peso (g) / proteina ingerida (g)
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PER = (Pf - Pi)/ (ZAl x F)
= AP [ (ZAl x F)

Donde: AP = Incremento corporal (Pf - Pi).
ZAl = Alimento acumulativo ingerido total.
F= Factor que corresponde al contenido de proteina de la dieta,
expresado en fraccion decimal (%Proteina / 100 = 0.1).

Con cada uno de los valores individuales, se procedi6 a calcular ef PER promedio
del lote en estudio, para lo cual solo se manejaron los datos que fueron
promediables (CV < 15}.

PER promeDIO = Z".; PER/n

Cv= ( ol PERPROMED[O ) x 100

Para que nuestros datos fueran comparativos fue necesario expresarlos en
valores de PER ajustado, es decir, tamar como referencia el valor de 2.5 para la

dieta de caseina (lote control).
PER asustano = PER pruesa X { PER CASEINA ger. / PER CASEINA gxp,))

PER CASEINA (ger)=2.5

RELACION NETA DE LA PROTEINA (NPR )

Bender y Doell propusieron el uso del llamado ""NPR’" (Net Protein Ratio), como
una prueba biolagica nutritiva, en donde se hace uso de un grupo control negativo.
Basicamente el método involucra alimentar un lote de animales con una dieta
conteniendo una proteina de referencia (caseina), ademas se introduce un grupo

control de una dieta libre de nitrégeno (DLN); y se corre al mismo tiempo las
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dietas de prueba, que deben ser isoproteinicas e isocaléricas con respecto a la
dieta de referencia (Bender and Doell, 1857; Sarwar and Mc Laughlan, 1981}.

Con este tipo de calculo se menciona que se sobreponen las variaciones en
alimentos ingeridos encontrados en el PER, ademas de poder trabajar con dietas
que produzcan un pobre crecimiento. Se ha cbservado que el valor de NPR
correlaciona estrechamente con la determinacion de NPU (Net Protein Utilization),
incluso Bender y Doell han encontrado un factor experimental de 16 para

correlacionar ambas determinaciones (De Maeyer, 1975; Mc Laughlan and Kerth,
1975).

Fundamento:

Con esta determinacién, en donde hay un control con pérdida de peso, 1a cual se
suma al incremento o decremento de ia dieta de prueba, se asume que la proteina
requerida para prevenir la pérdida de peso de las ratas alimentadas con la dieta
libre de nitrogeno, es equivalente a las necesidades proteinicas para su
mantenimiento. Ademas cabe mencionar que dicho estudio requiere de un menor

tiempo (con lo cual se obtiene un ahorro econémico).

Procedimiento:

Se realizo en forma semejante al PER, pero adicionalmente se tuvo que preparar
una dieta libre de nitrdgeno, cuya formulacién se desarrolla basados en el
A.O.A.C. (Herlich, 1890). Se llevd a cabo un periodo de prueba de adaptacion
inicial de los animales que consumieron la dieta libre de nitrégeno, que consistio
en tenerlos en el bioterio, ingiriendo caseina durante los primeros 10 dias, bajos
las condiciones ambientales ya mencionados, al término de los cuales iniciaron la
ingestion de la DLN por once dias mas. Los demas lotes se alimentaron con su

respectiva dieta para su etapa de adaptacion (Apéndice Iir Ensayo Biologico).
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Céalculos:

Se requirié de un control adecuado del peso del animal, asi como del alimentoc

ingerido, ya que al final del estudio se usé la siguiente formula:
NPR = (AP del grupo prueba - AP’ del grupo no proteinico) / P.I. del grupo prucha

Donde:
AP = Incremento en peso, en gramos.
AP’ = Incremento en peso del grupo con la DLN (valor negativo), en gramos.

P.l. = Proteina ingerida, en gramos.

Se recomendo reportar el valor de NPR como NPR ajustado o corregido, para lo
cual una dieta de caseina con un nivel de 10% de proteina, dio como valor
promedio 4.16 de NPR, asi tuvimos que:

NPR correcioo = NPR prugsa) X { NPR CASEINA (rer ) / NPR CASEINA (exe))

NPR CASEiNA ger)=4.1

UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA ( NPU) ORIGINAL

Miller y Bender disefiaron un método para evaluar la calidad de una proteina
mediante la determinacion del nitrégeno retenido en el cuerpo del animal
experimental, analizando el cuerpo entero del animal; el nitrdgeno contenido en el
carcass al término el periodo de ensayo (10 dias), durante los cuales los animales
experimentales recibieron la dieta de prueba, reflejaron la ganancia de proteina
corporal por el crecimiento y mantenimiento después de la sustraccion del
contenido de nitrégeno de la canal del animal que han recibido una dieta libre de
nitrogeno. La eficiencia de nitrégeno de la dieta de prugba es expresada como

una relacién de la ganancia de proteina de la proteina ingerida durante el periodo
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experimental. El NPU es un parametro claramente definido para medir la calidad
de una proteina, el cual puede ser determinade de varias formas. El
procedimiento descrito por Miller y Bender ha sido utilizade en varios trabajos y

en muchos paises, pocas modificaciones han sido publicadas (Campbell, 1861).

El NPU no es afectado tedricamente por las pérdidas endégenas. Los valores de
NPU dependen sobre todo de la concentracion de proteina en la dieta; sin

embargo, ef NPU es constante cuando se determinan los niveles de proteina,

Procedimiento:

Se realizé en forma semejante al NPR, sélo que al término de los 21 dias (11 dias
de adaptacion y 10 de prueba (ver Apéndice il: Ensayo Biolégico), se sacrificaron
los animales, empleando una cdmara de biéxido de carbono. Una vez muerto el
animal se separ6 la piel, eliminando las visceras del mismo. E! carcass obtenido
de esta manera se pesoé en fresco y se sec6 en una estufa de circulacién forzada
a una temperatura de 60-65°C hasta peso constante, posteriormente se molié y
guardd en recipientes adecuados bajo refrigeracion.

Se determiné nitrégeno por duplicado por Microkjeldahl a todo el material
bioldgico (carcass), utilizando un aparato automatizado con una variabilidad en las

determinaciones menor al 5% (C.V. < 5%).
Calculos :

Para realizar el calculo del NPU se tuvo mucho control sobre los factores que
tienen mayor relevancia sobre el NPU, como son los pesos corporales de los
grupos experimentales (de prueba y de control negativo) y la cantidad de proteina
ingerida por los grupos de prueba. Para realizar los calculos se emplearon las

siguiente formula:
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NPU orignial = (N retenido gpo. prUEBA ! N ingerido gpo. pruesa ) X 100
El NPU se calculé a partir de la ganancia de nitrogeno corporal de la dieta de
prueba con respecto al nitrégeno corporal dei grupo de prueba alimentado con a
dieta libre de nitrdgeno (DLN), expresado en gramos, es decir:
NPU original = [(N¢ ;- Nc opuw + Ningerido pn )/ N ingerido p] x 100

Donde :

Nc , = Nitrégeno corporal del grupo de prueba, en gramos.

Nc o = Nitrdgeno corporal del grupo con DLN, en gramos.

N ingerido pn = Nitrageno ingerido por el grupo con DLN, en gramos.

N ingerido , = Nitrégeno ingerido por el grupo de prueba, en gramos.

El nitrégeno corporat y el nitrogeno ingerido, tanto del grupo de prueba como del

grupo con DLN, se determinaron de la siguiente manera:
Nc = N corporal = (Peso final x %N en carcass) / 100

N ingerido = Nitrégeno ingerido
= {(Alimento ingerido x Proteina de dieta) / (Factor x 100)

Dado que el nitrégeno ingerido por el grupo con DLN es igual a cero, la férmula

queda de la siguiente forma:
NPU original = [ (N¢ , - N¢ oy ) / Ningerido o] x 100

Cabe mencionar gue para la determinacion del NPU original, el nitrégeno corporal

del grupo de prueba (Nc ; } correspondio al contenido de nitrébgeno en e carcass.
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UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA (NPU) MODIFICADO
Procedimiento:

Se realizd en forma semejante al NPU original, s6lo que una vez muerto el animal
se realizd una incisién a la mitad del cuello bajando hacia el térax y demas
cavidades del cuerpo, extrayendo inmediatamente el higado, rifiones, bazo,
corazén e intestino (primera parte del intestino delgado, especificamente el
yeyuno, eliminando los primeros 10 cm) y separando ambas patas superiores.
Estos érganos y tejidos fueron pesados inmediatamente (en fresco) (tabla 10).

TABLA 10. TEJIDOS EMPLEADOS PARA LA PRUEBA.

“ORGANOS O TEJIDOS | OBSERVACIONES
ANALIZADOS
“Higado ______ Organo completo
Rifiones Organo completo
Corazén Organo completo
Patas delanteras Extremidades superiores, sin garras.
tntestino delgado Primera parte de! intestino delgado, especificamente del

yeyuno (eliminando los primeros 10 ¢m)
Bazo Organo completo

Los tejidos se guardaron en viales bajo congelacién. Se determinod nitrégeno por
duplicado por Microkjeldahl a todo el material bioldgico, utilizando un aparato
automatizado con una variabilidad en fas determinaciones menor al 5% (C.V. £
5%). Cabe mencionar que los remanentes de los 6rganos y tejidos frescos se

liofilizaron para su conservacion y posible uso futuro.




METODOLOGIA

Calculos :

Para realizar ¢l calculo del NPU se tuvo mucho control los pesos corporales de los
grupos experimentales (de prueba y de control negativo) y la cantidad de proteina
ingerida por los grupos de prueba. Para realizar los calculos se emplearon la

siguiente formula:
NPU modificado = (N retenido gpo. PRUEBA IN il"IQEI'idO GPO. PRUEBA }x 100

El NPU se calculé a partir de la ganancia de nitrégeno corporal de la dieta de
prueba con respecto al nitrégeno corporal del grupo de prueba alimentado con la
dieta libre de nitrégeno (DLN), expresado en gramos; sin embargo, para el calculo
del NPU modificado se realizé un andlisis estadistico completo, que mas adelante
se detalla, para determinar cual de todos los 6rganos © tejidos estudiados se
correlacionaban de manera significativa con el carcass en cuanto a concentracion
de nitrégeno mediante una ecuacion dada; de esta manera, una vez obtenido el
contenido de nitrégenc corporal del grupo prueba pero calculado a partir de la
ecuacién que involucraria @ uno 0 mas. érgancs o tejidos (al cual llamaremos
nitrégeno corporal calcutado del grupo prueba, Ncc ), se sustituyd en la férmula

para obtener el NPU modificado correspondiente.
NPU modificado = [ (Ncc - Ncon + N ingerido oiw)/ N ingerido ,] x 100

Donde :
Nce p = Nitrégeno corporal del grupo de prueba calculado, en gramos.
Nc pw = Nitrogeno corporal del grupo con DLN, en gramos.
N ingerido puy = Nitrégeno ingerido por el grupo con DLN, en gramos.

N ingerido , = Nitrdgeno ingerido por el grupo de prueba, en gramos.

El nitrégeno corporal calculado y el nitrogeno ingerido, tanto del grupo de prueba

como del grupo con DLN, se determiné de la forma siguiente:
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Ncc = N corporal calculado = (Peso final x %N en carcass calculado) / 100

N ingerido = Nitrégeno ingerido

= (Alimento ingerido x Proteina de dieta) / {Factor x 100)

Dado que el nitrogeno ingerido por el grupo con DLN es igual a cero, ta formula
queda de la siguiente manera:

NPU modificado = [ (Ncc ;- Nc oy }/ Ningerido ] x 100

ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos (concentracién de nitrégeno) se procedié a derivar el
mejor modelo predictor (*) de acuerdo al siguiente plan:

Q(carcass) =bg+byx;+baxs+baxs+byxg+bsxs+bgxg+ ...
bo + by X1% + bg X1 Xz + baXs X3 + BioXy Xa + b1y X1 X5 + brz X1 Xs + ...
bo+ by3Xg® + BraXaXa + DisXaXs + DigXaXs + bz XaXe + ...
bo + b1g Xa? + Dyg XaX + Dag X3 Xs+ D21 X3 Xe+ ...
bo+ D22 Xa® + b2 XaXs + Doa Xa Xg+ ...
bo+ bas Xs” + bos XeXe+ ...

bo + bar Xe 1)

Donde: x; = higado, x; = manita, X3 = 1ifién, x4 = corazon, xs = intesting

Xs = alimento {sefalado de 1 a 10), ? = carcass.
Debe hacerse notar lo extenso del modelo buscado. El modelo (1) comprende:

* Un término constante (1).

* Seis términos lineales (b . be).
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« Todas las interacciones posibles entre los seis factores principales. Esto es, los

productos X1 X1 , X1 Xz2...X1Xe ¥ asi para todos los factores.

Con lo anterior se buscd medir la importancia individual de cada factor (b1 bg); la
importancia de las interacciones de cada factor con los demas (byz, by ...efc) y

esa importancia consigo mismo (b, bzz...etc.).

En modelos tan avanzados es importante tener cuidado de diferenciar los efectos
reales y fisicos de aquellos resultados meramente matematicos, pero sin realidad
fisica, que es la que nos interesa. Por eso recurimos a un programa

computacional especial que describimos a continuacion.
Programa Computacionat:

En este programa se come-nzé sefialando dos limites de significancia y un limite
de error por redondeo. Los limites de significancia se dieron como la estadistica F
de Fisher, que se le exigié a cada variable para ser admitida en e} modelo de
regresion (F de entrar). Asi mismo, se fijo un segundo limite para que cada

variable ya en la regresion siga en ésta al entrar una nueva variable.

Conscientes de que mucha de la confusion que reina en la literatura del caso es
debida a que en modelos tan complejos como el modelo (1), los pequeiios errores
de redondeo que tienen ain computadoras avanzadas, pueden transmitirse y
acumularse, dando lugar a resultados confusos. Decidimos establecer el siguiente
limite: si un numero es inferior al limite que fijaremos no podra ser usado en la
divisién al invertir matrices. De esta forma evitamos divisiones que produzcan
cocientes artificialmente grandes y que, al final de la regresion, dan lugar a
términos con coeficientes falsos (por lo grande). Es el FENOMENO DE
INFLACION DE COEFICIENTES (Draper and Smith, 1966; Chaiterjee and Price,
1977, Fabila, 1998).

ESTA TES® RE DREE
. SAUR B8 LA BELUOTECH
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La estadistica de Fisher (F) es la relacion de la variabilidad del modelo respecto
del error experimental. Por consiguiente, una F=1 significa que el modelo tiene
una variable igual al error experimental y no es significativa. En el modelo se eligio
una estadistica F de 1.1 exigiendo que la variabilidad este ligeramente arriba del
error experimental. Esta exigencia o limite se impuso tanto a tas variables para
entrar al modelo como para salir del mismo. Estos limites expresaron cuantas
veces es mayor una cantidad respecto del error experimental. Esto es, si damos
valores de 1.0 estaremos considerando significativas cantidades iguales al error
experimental. Desde luego, limites inferiores a 1.0 admitiran como significativas
cantidades menores que el error experimental. Como en nuestro caso buscamos
cantidades fisicamente reales, establecemos un limite de significancia superior al
error experimental. Para que una variable sea admitida en el modelo deben de
tener cuando menos una F de 1.1: a su vez, variables ya existentes en el modelo
seran sacados del mismo si su F disminuye de 1.1. La tolerancia en divisores, se
fijo en 0.000001. Esta cifra esta de acuerdo con las cifras signiﬂcativas' de la

mayoria de las microcomputadoras actuales.
Operacion del programa:

El programa comenzé suponiendo que ninguno de los factores son significativos.

Esto es, que el modelo es sencillamente:
AN~
y=y 2

Donde: y = Promedio de las respuestas o resultados experimentales.

El modelo {2) que no hay en realidad ninguna influencia de los factores y que los
varios valores experimentales son debidos al error experimental. De hecho el
programa calcula este error experimental y lo informa al usuario.

A continuacion el programa buscé cual variable o transformacion era significativa
para entrar y, al mismo tiempo, explico lo mas posible. Con esta variable se

calculd el siguiente modelo:
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S=bo+bx (3)

Donde: bg = Término constante

b = Coeficiente de regresion de la variable encontrada significativa.

Entonces el programa volvid a buscar otra variable o transformacion significativa y,

como antes, ai encontrarla se calculd el modelo:
~
? =bp +bx+b'x’ (4)

Donde: b' = Coeficiente de regresién de la variable {x ') ahora encontrada

significativa

Entonces el programa verifico si al introducir (x") en (4), {x) continuaba siendo
significativa. Si su significacia resultara INFERIOR a la F-SALIR, se quita esta
variable, proponiendo el modelo:

$=bg+b'x' (5)

En caso contrario, se propone le modelo (4) y el programa continua detallado
como antes. De esta forma nos aseguramos de obtener un MODELO
PARSIMONIOSO, lo que significa que el modelo explica o mas con los menos
coeficientes de regresian. Esto es, un modelo lo mas realista posible (Draper and
Smith, 1966; Chatterjee and Price, 1977, Fabila, 1998).

ERROR EXPERIMENTAL Y ERROR DE EXPERIMENTACION

Con frecuencia confundimos error experimental con error de experimentacion.
Este citimo es el que puede resultar de un mal ajuste de nuestros equipos, de

nuestra inexperiencia, de pequefios accidentes, etc. Su caracteristica esencial es
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gue es minimizable y en buena parte evitable. No asi el error experimental, el cual

se origina de nuestra impotencia de medir exactamente variables fisicas.

La teoria Estadistica Fundamental nos ensefa que:

» Esas medidas tienen un valor promedio, fijo y tipico de la medicion y su
ambiente. A esta permanencia del error se le llama Humoscedasticidad.

« Esas medidas tienen una varianza, también caracteristica.

» Siguen los errores una distribucién normal; esto es, el 95% de las mediciones
caen dentro de +2 desviaciones estandar del promedio, y el 99% de ellas caen
dentro de 15 desviaciones estandar. Casi e! 65% de esas medidas estan en el

range de + una desviacion estandar.

El error experimental es sélo aproximable por replicacion del experimento, ésto es,

replicando una o mas veces un mismo experimento (Fabila, 1998}.

ANALISIS DE VARIANZA

Una vez calculado el NPU original se realizé el analisis de Varianza (AN.OV.A)
para determinar la existencia de diferencia significativa entre las medias de los
valores de NPU correspondientes a las 9 dietas; se procedio de la misma forma
con el NPU modificado.

El analisis de varianza es un indice cuantitativo de la significancia; es decir, de la
credibilidad de nuestros calculos, es una técnica estadistica que, con base al
principio de t de Student, nos permitié estudiar la existencia de diferencia
significativa entre la media de las calificaciones asignadas a mas de dos
muestras. Esta técnica de analisis puede desarroliarse para explicar en diversos
niveles, el comportamiento de los datos propios de un experimento. En nuestro

caso se empled el nivel de una via, ya que sdlo se explico la diferencia entre una
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variable de estudio (NPU original, asi como NPU modificado) (Pedrero y
Pangborn, 1988).

Una vez determinada la existencia de diferencia entre las muestras, fue necesario
evaluar entre si cuales eran diferentes. Para ésto se aplico la prueba de la
diferencia minima significativa de Fisher (DMS o LSD). Se calculd un factor
equivalente a la distancia minima permisible que una muestra puede alejarse de
otra. La distancia entre una muestra y otra se calculé restando el valor de la media
de dos muestras. Si esta diferencia fuera menor que el valor calculado de DMS,
se concluye que no hay diferencia significativa entre esas medias; pera si el vaior
es mayor que el de DMS, entonces si hay diferencia significativa entre ambas
muestras, con un nivel de significancia equivalente at utilizado en el calculo de
DMS (Pedrero, 1989).

CORRELACION Y REGRESION

También se realizaron diferentes correlaciones: entre indices biologicos teoricos y
experimentales, entre indices quimicos tedricos y experimentales, etc. El
estadistico coeficiente de corretacion (Pearson} nos permitid analizar el nivel de
relacién existente entre dos variables. Cuando se da una buena relacién entre las
variables podemos esperar que los datos se comporten en forma de una linea

recta. El coeficiente de correlacion ( r } se desplaza dentro del siguiente rango:

Desde + 1 = indica correlacion perfecta
0 = indica que no hay relacion alguna

Hasta + 1 = indica perfecta corretacion negativa

Al graficar determinados datos que presenien una r =1 obtendremos una linea
recta .con pendiente posiliva; o sea, 3 medida que aumente la variable
independiente  (abscisas), la variable dependiente tambien aumentara

(ordenadas). Una r =-1 indica que la pendiente es negativa; o sea que a medida
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que una variable aumenta, la otra disminuye {Pedrero y Panghorn, 1988). Para el

calculo del coeficiente de correlacién se utilizé la siguiente fdrmula simplificada:
r=[N(ZXY) - (ZX) (ZV)] [ [V{NZXE-(ZX)*)INZY? - (V)7 ) 1)

Donde: X, Y = valores de los datos que han de correlacionarse.
N = nimero de datos de X 0 Y, peroc no de X +Y; este dato también
indica el nimero de jueces que participaron en el analisis.

La correlacion lineal nos permite entender si el grado de asociacion que existe
entre dos series de datos es o no de tipo lineal. Por otra parte, nos permite saber
qué tipo de linea describe mejor el comportamiento de una serie de datos. De ahi

que la regresion lineal se base en la ecuacién de la linea recta:

Y=aX+b
Donde: Y X = valores dependientes e independientes de un experimento.
a = pendiente que describe la recta.

b = punto de interseccion de la recta en el gje "Y".

Asi, nuestras incognitas son la pendiente y el punto de interseccién. Cuando se
quiere encontrar un valor de Y para una X dada, se sustituye en la ecuacién
calculada (Pedrero y Pangborn, 1989). Aqui describimos su férmula para caicular
{a curva que mejor describa los datos:

as= {IXY-IXIYIN} 1 {ZXF - (X IN}
b= {YY-aYX} IN
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CARACTERIZACION DE LAS FUENTES DE PROTEINA

ANALISIS PROXIMAL,

En las tablas 11 y 12 se presentan los datos obtenidos a partir del analisis
proximal de cada una de las fuentes de proteina que se seleccionaron, tanto en
base humeda como en base seca, respectivamente.

TABLA No. 11 ANALISIS PROXIMAL DE LAS FUENTES DE PROTEINA'.

ANALISIS PROXIMAL BASE HUMEDA ( g / 106 g de muestra)

FUENTE HUMEDAD PROTEINA GRASA CENIZAS FIBRA CHO'S’
CRUDA CRUDA CRUDA

HUEVO EN POLVO  2.56 a787° 3610 393  — 953
LECHE EN POLVO 242 24.08°" 23.95 5.87 4367
CASEINA 261 8546° 0.14 0.51 - 11.28
AISLADO DE SOYA 462 71.13° 0.53 9.69 14.02
GARBANZO 7.10 19.46° 5.41 2.55 3.40 6208
TRIGO 11.13 9.74° 1.83 1.82 273 7271
AJONJOLI 6.02 28.36° 24.99 7.42 517  28.03
LENTEJA 10.34 2297° 0.93 2.01 493 5881
SORGO 15.42 7.94° 2.61 1.67 216 7018
GELATINA 3.50 88.17' 0.07 1.87 6.37

I Todos los resultados se realizaron por duplicado, con una diferencia entre el duplicado
no mayor al 3.0%.

2 CHO'S = Hidratos de carbono asimilables calculados por diferencia.

a) Factor de conversion de nitrdgeno total a proteina cruda: 6.25; b) 6.38; ¢) 5.71;
d) 5.30; e) 5.83; f} 5.55
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TABLA NO. 12. ANALISIS PROXIMAL DE LAS FUENTES DE PROTEINA'.

ANALISIS PROXIMAL BASE SECA( g / 100 g de muestra)

FUENTE PROTEINA GRASA  CENIZAS FIBRA CHO'S§*
CRUDA CRUDA CRUDA

HUEVO ENPOLVO _ 48.13° 3705 403  — 978
LECHE EN POLVO  2468° 24.54 6.02 - 44.76
CASEINA 87.75° 0.14 0.53 — 11.58
SOYA 74.58° 0.56 10.16 — 14.70
GARBANZO 20.94° 5.82 2.74 3.66 66.83
TRIGO 10.96 ¢ 2.06 2.05 3.08 81.81
AJONJOLI 30.18° 26.59 7.90 5.50 2982
LENTEJA 25.62° 1.04 2.24 5.50 65.59
SORGO 9.39° 3.09 1.98 255 82.97
GELATINA 91.37' 0.07 1.94 6.61

ﬁ
3. Todos los resultados se realizaron por duplicado, con una diferencia entre el duplicado
no mayor al 3.0%.

4. CHO'S = Hidratos de carbono asimilables calculados por diferencia.

a) Factor de conversion de nitrégeno total a proteina cruda: 6.25; b) 6.38; ¢) 5.71,
d) 5.30; e} 5.83; ) 5.55

En el caso de que alguna fuente presentara una restriccion en cuanto a su
contenido de proteina, no se descartd la posibilidad de usar un nivel de proteina
diferente al 10% para la elaboracitn de las dietas isoproteicas. Se decidit eliminar
al sorgo como fuente de proteina desde el inicio ya que dicha fuente presentd un
nivel de proteina muy bajo (7.94%), en la bibliografia se reporta para el sorgo un
contenido de proteina promedic de 11 %, aunque pueden presentarse contenidos
de proteina dentro del rango comprendido de 7.3-15.6 %, razén por la cual se le
habia elegido como una de las fuentes de proteina de baja calidad, su
composicion varia, principalmente deperfdiendo de la variabilidad de la semilla, es
decir, debido a su propia genética y de las condiciones ambientales que se hayan
tenido para su cultivo, cosecha y almacenamiento. Se pudo haber elaborar una

dieta con un nivel de proteina del 8% pero esto habria representado otra varable
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mas en nuestro estudio. El nivel de proteina en una dieta de prueba es de
importancia critica {Macrae, 1993).

Por otra parte, el sorgo también presentd otra limitante, su contenido de factores
antinutricionales (taninos) y aungque los tratamientos tecnolégicos (sobre todo los
térmicos), inactivan en gran parte dichos factores, si éstos no se llevan a cabo
adecuadamente, los factores antinutricionales aun presentes pueden alterar su
disponibilidad biolagica, como en el caso del sorgo café que tiene un bajo valor
nutritivo alin sin contener taninos. Por estas razones se sustituyd el sorgo por otra
fuente de proteina de la misma calidad como lo es el garbanzo, cuyo analisis
proximal también se incluye en las tablas 11 y 12. En el caso del trigo, aunque
también presentd un nivel de proteina menor al 10% (9.74%), no se eliminé como

fuente de proteina ya que su menor contenido de proteina no fue tan critico como
el del sorgo.

Todos los resultados se encuentran dentro de los rangos reportados para las
diferentes fuentes de proteina. Las pequeiias variaciones existentes son debidas
en parte, como ya se habia mencionado anteriormente, a las condiciones
ecoldgicos en que se producen los alimentos; lo anterior debe considerarse
principalmente en el caso de las proteinas de origen vegetal, pues su composicion
varia dependiendo de las condiciones climatologicas, de la composicion del suelo
donde se desarrollan, de las condiciones de cultivo, del estado de madurez que
tengan cuando se cosechan, entre otros. Por ejemplo, la concentracion de los
principales constituyentes del garbanzo es mayor si la semilla esta completamente
madura. Claro que las semillas inmadura son superiores en el aspecto nutritivo si
consideramos valores en base seca. En el caso de las proteinas animales se
puede tener variaciones debidas a la raza del animal (Kay, 1979). Si comparamos
estos valores con los reportados en la bibliografia (F.A.O., 1970) observamos
variaciones en determinadas fuentes de proteina, a saber el huevo entero
deshidratado, la leche entera en polvo, la caseina, el aislado proteinico de soya y

la pasta residual de ajonjoli; debemos considerar como origen de dichas
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variaciones los procesos tecnolbgicos de transformacion a los cuales son
sometidos estas fuentes de proteina para lograr su obtencion, ya que durante su
transformaciéon pueden haber variaciones de temperatura, humedad, tiempo de
proceso, secado o extraccion de la grasa, por ejemplo. El contenido de grasa que
se reporta para el ajonjoli (48 - 52%) es mayor al determinado experimentalmente
(26.59%), resultando obvio ya que se empled la pasta residual del ajonjoli, la
fuente original se someti6 a una extraccién de grasa para la obtencion del aceite

de ajenjoli.

CONTENIDO CALORICO.

Para tener una mejor informacién sobre la composicion de las fuentes de proteina
y lograr una estandarizacion del contenido calérico de las dietas a probar para la
determinacion de indices biolégicos, tales como PER, NPR y sobre todo NPU,
donde las fuentes de variacién a estudiar son las fuentes de proteina y el tejido

animal en estudio, es importante conocer su contenido caldrico (tabla 13).

TABLA No. 13 Contenido calérico de las fuentes de proteina.

FUENTE Contenido calérm(Kcall 10mestra}_
TUEvOENPOLVO . 60930
LECHE EN POLVO 583.95
CASEINA 561.19
SOYA 493.10
GARBANZO 460.73
TRIGO 545.57
AJONJOLI 427.78
LENTEJA 433.22
GELATINA 487.31

1} EL coeficiente de correlacion de la curva estandar de &cido benzoico fue
r=0.993877891, con un nive! de significancia p< 0.005.
1. Se realizé por duplicado, con una diferencia entre el duplicado no mayor al 15.0%.
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El contenido calorico de las fuentes de proteina se obtuvo experimentalmente
empleando el calorimetro e interpolando en una curva estandar de acido
benzoico. Estos valores variaron en un rango que fue desde 699.3 Kcal/100 g de
muestra (huevo) hasta 427.8 Kcal/100 g (ajonjoli). El proceso tecnologico del
ajonjoli repercutid6 enormemente en su contenido caldrico ya que el informado
(548 Kcal) es mayor en mas de cien unidades (428 Kcal) al determinado
experimentalmente.

DETERMINACION DE AMINOACIDOS .

En necesario contar con varios métodos de andlisis para medir el valor nutritive de
una proteina en una dieta, directa o indirectamente. El contenido de aminoacidos,
tanto indispensables como no indispensables, de cada una de las proteinas
estudiadas se muestra en tabla 14. Los valores obtenidos caen dentro de los
limites informados en la bibliografia (F.A.O., 1970).

El valor bioldgico de una proteina depende en absoluto de su contenido de
aminoacidos indispensables v de su balance, asi como, de su relacién con los
aminoacidos no indispensables. El valor biologico de una proteina es limitado
genera'mente por {Macrae, 1993):

Lisina : deficiente en las proteinas de los cereales.

Metionina : Deficiente en proteinas de leche bovina, carne y leguminosas.

Treonina : deficiente en trigo y centeno.

« Triptéfano : deficiente en maiz, arroz y ausente en gelatina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos de estos datos se corroboran con la tabla de composicion de
aminoacidos de las fuentes de proteina utilizadas en este estudio donde
observamos que efectivamente un cereal fue el que presento el contenido mas
bajo de lisina {trigo) con un valor de 167.61 mg / g de N, en comparacidn con las
demas fuentes utilizadas; el ajonjoli también presenté un bajo contenido de iisina
(185.76 mg / g de N). Por otro lado, el trigo también presenté un bajo contenido de
treonina (180.32 mgfg de N) y si comparamos con los demas contenidos de
treonina del resto de las dietas, e! trigo fue el que presentd el valor mas bajo. La
composicidn del grano de trigo esta determinado por factores genéticos y
ecoldgicos, asi como por los efectos quimicos y fisicos que actian en el grano
durante su almacenamiento y procesamiento.

Sin embargo, hay que hacer notar que no por que el perfil de aminoacidos, en
especial, de los cereales se encuentren dentro del rango establecidos para estos,
quiere decir que sean adecuados nutritivamente hablando, ya que en generél los
cereales muestran una digestibilidad aparente de proteina en un rango
comprendido entre 80-90%. En el caso del sorgo, esta digestibilidad es muy baja
por su contenido de taninos condensados. La digestibilidad también se ve
afectada por su contenido de fibra (hemilcelulosa, celulosa vy lignina). Muchos
polisacaridos de las paredes celulares asociados a la lignina presenian grupos
cargados, los cuales pueden interactuar con las especies ionizadas en la fase
acuosa, lo que ocasiona la restriccion de la biodisponibilidad de los elementos
nutritivos cuando son transportados por las células de la mucosa intestinal. Se
incrementa el volumen vy la frecuencia de la evacuacion de heces, es decir, tiene
efectos laxante como resultado de una aceleracion de motilidad del colon par un
incremento de la masa intraluminal. Dietas con un alto contenido de fibra causan

una mala absorcién de las proteinas {(Macrae, 1993).
Comparando !as fuentes de origen animal, tenemos que la leche fue la que

presentd la concentracion de metionina mas baja (137.42 mg / g N), exceptuando

a la gelatina. Si consideramos proteinas, tanto de origen animal como vegetal,
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RESULTADOS Y DISCUSION

encontramos que una leguminosa fue la que presentd el menos contenida de
metionina, la lenteja, con un valor de 42.95 mg/g N). Las leguminosas presentan
variaciones en el contenido de proteina entre 20% y 40% presentan altos niveles
de acido aspartico y serina y una baja concentracion de cisteina y metionina. Su
utilizacién bioldgica es relativamente baja, presentan una digestibilidad menor al
76 % por la presencia de numerosos compuestos antinutricionales que pueden
ser removidos o destruidos durante el proceso de coccion. Ei perfil de
aminodcidos de las leguminosas se caracteriza por su alto contenido de lisina
(2.6-8.6 %), su bajo contenido de metionina (0.5-1.4 %) y un contenido total de
aminoacidos azufrados de 1.0- 3.3 %,comparando con el patrén de la FAO. La
metionina es 50% mas bajo del requerimiento del total de aminoacidos azufrados

lo que agrava aun mas su bicdisponibilidad (Macrae, 1993).

En el caso del huevo la composicion total varia ligeramente con el tamario del
huevo y, en mayor grado, el huevo de diferentes gallinas. El contenido total de
sélidos puede ser alterado significativamente y la proporcion de yema y clara.
Para la gelatina se encontré una concentracion de triptofano de 11.865mg/gdeN,
siendo que tedricamente la gelatina no contiene este aminoacido; sin embargo, en
alguna bibliografia se informa que pueden encontrarse trazas. En nuestro caso se
presentaron trazas debido a que se trabajé con una gelatina comercial y
brobab!ememe durante su fabricacion se procesaron restos de tejido muscular
ocasionando la presencia de trazas de triptofano, obteniendo de esta manera este
resultado ( Bourgeois y Le Roux, 1982).
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RESULTADCS Y DISCUSION

ENSAYO PRELIMINAR

Para fines practicos, en el ensayo preliminar sélo se detallaran aquellos datos que
se consideren reelevantes, detallandose otros mas sélo en el ensayo final, como
por ejempio el peso de las ratas empleadas, la elaboracién de las dietas, etc. La
seleccion de una fuente de proteina no se hace exclusivamente basandose en su
contenido de aminodcidos, sino también en las pruebas de caracter experimental
basadas tanto en seres humanos como en animales; el ensayo preliminar fue de
mucha utilidad para corroborar la adecuada seleccién de fuentes de proteina y asi
evitar cualquier sesgo en la informacién obtenida en el ensayo final. En esta parte
se manejaron diez dietas, incluyendo !a DLN. El contenido de proteina de las
dietas elaboradas en e} ensayo preliminar se muestra en la tabla 15, apreciandose
claramente en la figura 4, contrastindolo con el contenido de proteina de su

fuente original respectiva.

TABLA NO. 15 CONTENIDO DE PROTEINA DE DIETAS DEL ENSAYO PRELIMINAR'.

DIETA % PROTEINA
HUEVO 10.40
LECHE 9.39
CASEINA 9.89
SOYA 9.77
GARBANZO 10.82
TRIGO 9.46
AJONJOLI 9.41
LENTEJA 10.99
GELATINA 9.55

1) Todos los resultados se realizaron por duplicado,
con una diferencia entre el duplicado no mayor al 3.0%.
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FIGURA NO. 4. CONTENIDO DE PROTEINA DE FUENTES Y
DIETAS DEL ENSAYO PRELIMINAR

Para corroborrar que las fuentes de proteina utilizadas tuvieran una adecuada
respuesta biologica, sélo se realiz6 la prueba bicldgica de Relacion de Eficiencia
de la Proteina (PER) para tener la certeza de que las fuentes empleadas en el
ensayo preliminar proporcionaran la respuesta esperada como fuentes de
proteina. Dicho indice biolégico se muestran en la tabla 18, éstos mostraron un
buen coeficiente de correlacion con respecto a valores tedricos, con un nivel de

significancia de p < 0.005.
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TABLA NO. 16. RELACION DE EFICIENCIA DE PROTEINA (PER)
OBTENIDOS EN EL ENSAYO PRELIMINAR.

iNDICES BIOLOGICOS

PER ajustane PER rerortapo
HUEVO EN POLVO 3.90 EE
LECHE EN POLVO 3.35 3.09
CASEINA 2.50 2.68
SOYA 1.80 2.32
GARBANZO 155 1.68
TRIGO 1.56 1.53
AJONJOLI 1.19 1.77
LENTEJA 1.10 0.93
GELATINA -1.30 125

1) La correlacion entre datos tedricos y experimentales mostré
un buen coeficiente de correlacién {r = 0.98190235), con un
nivel de significancia p< 0.005.

2)EIC.V. fue menor al 15 %

Desde un principio se queria tener la certeza de que el huevo y la leche
deshidratados no tuvieran dafios, principalmente por el tratamiento térmico al que
son sometidas para su obtencidn, pues sabemos que en general los tratamientos
termicos y quimicos alteran el valor nutritivo de un alimento; sin embargo, su
respuesta fue la esperada (tabla 16), por lo tanto su uso se continud en el ensayo
final. En el caso del ajonjoli, en la bibliografia se reporta un PER (1.77) superior al
reportado para el garbanzo y el trigo, hecho que no ocurrié experimentalmente ya
que se sabia de antemano el tratamiento térmico al cual fue sometido vy, por
consiguiente, el dafio que representaria en el aspecto nutritivo, por lo que no fue
sorprendente obtener un PER menor al reportado (1.19) ya que el ajonjoli se
selecciond desde un principio como una fuente de proteina de baja calidad, por lo
que su respuesta fue la esperada en cuanto a su biodisponibilidad como fuente de

proteina de baja calidad; por lo tante, se continud su useo en el ensayo final.

96




RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez corroborada la respuesta bioldgica adecuada de las fuentes de proteina
utilizadas en el ensayo preliminar, se obtuvieron las concentraciones de nitrogeno
de los diferentes érganos y tejidos mencionados en la metodologia (tabla 10),
estas concentraciones de nitrdgeno (tabla 17) fueron sometidos a un analisis
estadistico completo, que mas adelante se reporta ( ANALISIS ESTADISTICO
DEL ENSAYO PRELIMINAR), contando con 40 observaciones por cada uno de
los tejidos analizados, ademas del carcass, para asi derivar un Modelo Predictor a
partir def conjunto de datos experimentales.

TABLA 17. CONCENTRACIONES DE NITROGENO (%} EN ORGANOS Y TEJIDOS'
ENSAYO PRELIMINAR

CONCENTRACION DE NITROGENO (%)
DIETA [CARCASS RINON CORAZON HIGADO INTESTINO PATAS® BAZO

T e e e e ——————————
HUEVO 28234 27821 28558 2.5553 2.5481 41375 2.9982

LECHE 26280 28921 2.8044 2.5898 2.2026 4.2593 3.1451
CASEINA 26069 2.6874 27903 2.5853 2.3779 3.8673 2.8948
SOYA 27603 28933 27605 2.5195 26744 3.7325 *
GARBANZO 27373 30786 28144 2.6265 2.6502 34132 *
TRIGO 2.4428 25548 2.7799 2.3093 2.5328 41418 "
AJONJOLI 27652 2.8597 2.8456 2.7805 2.3880 4.1337 "
LENTEJA 27579 27054 29585 2.5145 1.9595 3.7299 3.2523
GELATINA 26239 24702 28406 2.6540 2.5588 3.9779 3.8455
DLN 27984 26882 3.0387 2.1680 2.3312 4.0882 3.3250

— e —————————————————— e ———————r e —m
_——————

* Valor no determinado.
1) El valor corresponde al promedio de los datos, en base humeda.

A) Patas delanteras, tanto la izquierda como la derecha; se homogeneizaron.
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ENSAYO FINAL

Asi como fue importante conocer la composicion proteinica de las fuentes de
proteina al momento de su seleccion, también se considerd importante realizar
nuevamente el andlisis de proteina de las dietas elaboradas en el ensayo final
{tabla 18}, asi como su contenido caldrico ({tabla 19); ésto con la finalidad de
obtener datos reproducibles y comparables. La concentracion de proteina de las
dietas, comparandolas con la de su fuente original correspondiente, se apretian
en la figura 5.

TABLA 18. CONCENTRACION DE PROTEINA DE LAS DIETAS DEL ENSAYO FINAL'.

CONCENTRACION DE PROTEINA EN LA DIETA (%)

HUEVO 10.12
LECHE 10.72
CASEINA 11.39
SOYA 9.20
GARBANZO 10.89
TRIGO 87
AJONJOLI 9.01
LENTEJA 10.66
GELATINA 8.98

1) Todos los resultados se realizaren por duplicado, con una

variabilidad entre el duplicado menor al 5.0 %.
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FIGURA 5. CONCENTRAGION DE PROTEINA DE FUENTES Y DIETAS
DEL ENSAYO FINAL.

El contenido calérico de las dietas (tabla 19) es homogéneo, no existe diferencia
significativa entre ellas. Hay que hacer notar que la dieta de gelatina presentd un
contenido calérico por abajo de o requerido; sin embargo, esto no afecto nuestro

ensayo, como lo veremos mas adelante en la discusion.,
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TABLA 19. CONTENIDO CALORICO DE LAS DIETAS DEL ENSAYO FINAL.

Contenido caldrico  (Kcal / 100 g de muestra)

DIETA
HUEVO EN POLVO 436.16
LECHE EN POLVO 452.89
CASEINA 422.45
SOYA 428.24
GARBANZO 44399
TRIGO 421.34
AJONJOLI 439.40
LENTEJA 440.58
GELATINA 41379

1) La curva estandar de acido benzoico Me de

correlacién (r=0.993877891), con un nivel de significancia p< 0.005.

2) Todos los resultados se realizaron por duplicado, con una diferencia
entre el duplicado no mayor del 15.0%.

Las pruebas biologicas del ensayo final (PER, NPR Y NPU) se realizaron en las
mismas condiciones experimentales en las que se llevd a cabo el ensayo
preliminar (descritas en la metodologia: Pruebas bioclogicas), es decir,
estandarizando el nivel de las proteinas, la especie y sexo del animal, la edad de
los mismos, la duracion del ensayo, el método de alimentacion, a temperatura y
las condiciones de humedad; ademas, se contd con la experiencia en la
manipulacion y obtencién de tejidos de los animales de experimentacion que se

obtuvo en el ensayo preliminar.

En la tabla 20 se puede observar el peso de cada una de las ratas empleadas en
la prueba biolégica, asi come su distribucién en cada uno de los 10 lotes de 6
ratas cada uno. El peso promedio de las ratas fue de 43.4 + 3.03, con un

coeficiente de variabilidad menor de 7.
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TABLA 20. PESO DE LAS RATAS DEL ENSAYO FINAL.

Peso de las ratas { gramos )

Lote 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dieta Garb. Lent. Cas. Leche Soya Gelat. Huevo DLN Ajon. Trigo
Raal1 381 082 306 0388 389 301 398 400 400 400
Rata2 420 419 415 412 412 M2 412 40.0 400 400
Ratald 421 423 424 425 426 426 432 432 435 438
Rata4 445 444 443 440 439 438 438 437 437 436
Rata5 445 447 448 448 448 453 453 453 455 461
RataG6 498 495 488 486 485 485 483 478 471 465
Prom. Global 43.4 + 3.03
C.v. 6.99

Las dietas se elaboraron de acuerdo a ta A.0.A.C., salvo dos modificaciones, Ia

de la celulosa y el agua, ésto debido a que las cuatro fuentes vegetales

empleadas en el ensayo contienen mas del 1% de fibra cruda, es por ésto que se

aumento a 3% como maximo contenido de celulosa, por consiguiente, se redujo

hasta 4% el contenido de agua. En la tabla 21 se encuentran las cantidades que

se pesaron de cada uno de los ingredientes, tomando como base 100 gramos de

dieta (base humeda). En el caso del trigo, como su contenido de proteina (tabla

15) fue menor al 10%, el mayor ingrediente de la dieta fue la fuente misma, por lo

que ya no se agrego otros ingredientes, tales como: ta celulosa, agua y almidon

de maiz. Ain asi excedimos el 100% pues fue necesario agregar la mezcla de

sales y vitaminas, que son esenciales.
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TABLA 21. ELABORACION DE DIETAS DEL ENSAYO FINAL.

DIETA INGREDIENTES (gramos / 100 gramos de dieta)’
FUENTE ACEITE MEZCLA MEZCLA CELULOSA’ AGUA® ALMIDON
DE MAIZ DE SALES DE VIT. DE MAIZ
'HUEVO 2089 042 448  1.00 300 346  67.04
LECHE 42.39 --- 2.51 1.00 3.00 297 48.13
CASEINA 11.94 7.98 4.94 1.00 3.00 369 67.45
SOYA 12.84 7.87 375 1.00 3.00 34 68.12
GARBAN. 51.39 541 3.46 1.00 1.56 0.35 36.83
TRIGO 95.73 517 3.25 1.00 ann - -
AJONJOLI 2990 1.03 3.50 1.00 1.53 2.20 60.83
LENTEJA 43.52 7.46 4,12 1.00 1.57 --- 42.32
GELATINA  10.07 7.98 481 1.00 3.00 3.65 69.49
DLN 8.00 5.00 1.00 3.00 4.00 79.00

e ——————————————————————————————————————————————
e e — et

1) Base hurmeda.

2) Se modificé la formula para obtener la cantidad necesaria de celufosa, de acuerdo a la
siguiente formula: 3 - (X * %fibra cruda 7 100).

3) Se modifico la férmula para obtener la cantidad necesaria de agua, de acuerdo a la
siguiente férmula: 4 - (X * %humedad / 100).

Relacién de Eficiencia de la Proteina (PER).

En la tabla 22 se observan los valores de PER del ensayo final, la correlacién
entre los datos reportados (F.A.Q., 197Q) y los experimentales fue buena

{r=0.9923571), con un nivel de significancia p<0.005.
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TABLA 22. RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA (PER) DEL ENSAYO FINAL.

—_—— e
P ER

AJUSTADO REPORTADO’
"HUEVO EN POLVO  3.47:0.12 382
LECHE EN POLVO 2.98 + 0.08 3.09
CASEINA 250+ 0.25 2.68
SOYA 189+ 028 2.32
GARBANZO 1.73+ 027 1.68
TRIGO 144+ 0.20 1.53
AJONJOLI 1.32+ 0.1 1.77
LENTEJA 0.67 + 0.07 0.93
GELATINA 122+ 0.16 -1.25

1} La correlacidn entre el PER reportado y el PER ajustado fue sigﬁ’lcativa
{r= 0.8923571) con un nivel de significancia p<0.005.
2) FAD, 1970.

Las proteinas de origen vegetal contienen fibra, componente que afecta la
digestibilidad y la absorcién de muchos elementos nutritivos, incluyendo la
proteina, pues incrementan la eliminacién de nitrégeno fecal, ademas de ser
deficientes en metionina, cisteina y lisina, principalmente. Por otro lado, la
gelatina, a pesar de ser una proteina de origen animal, fue la fuente gue menor
calidad nutritiva presenté ya que carece de un aminoacido indispensable
{triptofano), a pesar de contener los 19 amincacidos indispensables restantes,
teniendo entonces el PER mas bajo, lo cual es bien conocido. Como era de
esperarse, la leche presentd un PER mayor que la caseina pues contiene

proteinas de mayor calidad, como son la albuminas y globulinas.

Si observamos las curvas de crecimiento de las diferentes dietas (figura 6),
apreciamos claramente el diferente incremento en peso logrado por cada una de
las dietas, lo que nos muestra el amplio espectro de calidad proteinica utilizado; el

huevo logrd el mayor incremento en peso a lo largo de los 21 dias, mientras que la
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gelatina obtuve el menor incremento en peso, llegando incluso hasta valores
negativos después del tercer dia.
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FIGURA 6. CURVAS DE CRECIMIENTO DEL ENSAYO FINAL.

Como se observa, las fuentes de proteina de origen animal, tales como el huevo y
la leche, son una excelente fuente de aminoacidos, mientras que proteinas
deficientes en algin aminoacido, como la gelatina que es deficiente en triptofano,
Jimitan la disponibilidad del resto de las aminoacidos indispensables, trayendo

como consecuencia una reduccion en su incremento en peso. Toda fuente de
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proteina insuficiente en uno o mas aminoacidos indispensables provoca que el
crecimiento se reduzca o incluse este no se presente. Cuande un animal en
experimentacion no obtiene los aminoacidos necesarios para incrementar su peso
recurre a su proteina corporal para seguir subsistiendo, ésto ocurrio en el caso de
la gelatina y loégicamente en la DLN pues se obtuvieron valores negativos de
incremento en peso. La leche y la caseina reflejaron incrementos en peso
simitares durante todo el ensayo, asi como el garbanzo y la soya. El trigo y €l
ajonjoli tendieron a mostrar semejanza en su incremento. El incremento en peso
de la lenteja fue menor a todos los mencionados anteriormente, pero mucho
mayor al de la gelatina. El crecimiento es un indice sensible a la disponibilidad de

aminoacidos, por lo que lo usamos para evaluar el efecto global de las dietas.

Relacion Neta de la Proteina (NPR).

A partir del ensayo final también se obtuvo otro indice biologico: la Relacién Neta
de la Proteina (NPR).
TABLA 23. RELACION NETA DE PROTEINA (NPR) DEL ENSAYO FINAL.

N PR
AJUSTADO REPCRTADC

HUEVO EN POLVO 470+ 0.32 *
LECHE EN POLVO 486+ 0.19 3.65
CASEINA 410+ 0.28 401
SOYA 366+ 0.30 3.78
GARBANZO 354+ 0.56 413
TRIGO 3.02+ 0.37 1.99
AJONJOLI 269+ 0.15 :
LENTEJA 229+ 0.41 *
GELATINA 0.84 + 0.15 *

* \/alor tedrico no encontrado en la bibliografia (F.A.O., 1970).
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Las dietas que presentaron el mayor PER y NPR fueron las correspondientes a
fuentes de proteina de origen animal, éstas tienen mejor calidad nutritiva en
comparacion con fas fuentes vegetales que son deficientes en lisina y azufrados,
principalmente, como ya es conocido. Hay que considerar que algunas fuentes de
origen vegeta! tienen un buen perfii de aminoacidos, sin embargo, no  son
superiores a las de origen animal, a excepcion de la gelatina. Algunos aislados de
proteina de origen vegetal no son superiores a las proteinas de origen animal,
como es el caso del aislado de proteina de soya (PER=1.86) y de! ajonjoli
(PER=1.44), ésto puede deberse a que las proteinas de origen animal tienen un
mejor perfil de aminodcidos indispensables. Realizando la cormrelacién entre los
indices NPR y PER ajustados, tenemos que si es significativa dicha correlacion (r
=(.98903302), con un nivel de significancia p<0.005.

indices Quimicos de calidad proteinica.

Si consideramos los indices quimicos, tales como la calificacion quimica (S.Q.) e
indice de aminoacidos indispensables {(I.A.A.E.) (tabla 24), determinados ambos a
partir del contenido de aminoacidos indispensables (tabla 14), observamos que
existen pequefias variaciones entre el S.Q. experimental y el S.Q. reportado de
ciertas fuentes de proteina; a pesar de ello, la correlacion entre ambas fue buena
(r=0.98362629). Los valores experimentales son concordantes con la bibliografia,
con excepcion de la gelatina. No obstante, hay muchos factores que pueden influir
en la composicién de una fuente alimenticia, nos referimos a factores intrinsecos
tales como: el suelo de cultivo, la alimentacion, el clima, la variedad, etc., estos
factores influyen en la composicidn de una determinada fuente de proteina donde
ciertos aminoacidos, especialmente la metionina, cistina y triptofano, presentan un
coeficiente de variabilidad entre 20 y 30%, en cuanto a su concentracién (F.A.O,,
1970).

106




RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 24. INDICES QUIMICOS DEL ENSAYO FINAL.

INDICES QuUIMICOS *
FUENTE IAAE? 5.Q.° S5.Q. AMINOACIDO AMINOACIDO
TEORICO LIMITANTE LIMITANTE TEORICO

HUEVO 0179 8120 100  SC - -
LECHE . 80.35 61.07 69 S-C S-C
CASEINA 9203 5468 59 s-C s-C
AISLADO SOYA 7271 5745 62 s-C s-C
GARBANZO 7318  54.36 53 s-C $-C
TRIGO 56.84 62.76 68 Lisina Lisina
. AJONJOLI 6229  66.68 63 Lisina Lisina
LENTEJA 6710 4151 41 s-C s-C
GELATINA 60.50  15.86 0 Triptofano -

1) La correlacion entre S.Q. reportado y el experimental fue significativa (r= 0.98362629),
con un nivel de significancia p<0.005.
2) Patron de referencia: huevo entero.
3) Patron de referencia: F.A.Q., 1970.

4) S-C indica aminoacidos azufrados, a saber metionina y cisleina.

En el caso de la leche, observamos que su LA AE. fue menor al de la caseina;
sin embargo, el S.Q. de la leche si fue mayor al de la caseina. Debemos
considerar gue el $.Q. es un indice mas confiable que el I.AAAE. pues el S.Q.
utiliza como patrén de referencia la propuesta por la F.AQ,, patrén que se adecua
a las necesidades de todos los seres humanos; en tanto que el huevo, patron de
referencia utilizado para determinar el S.Q., no representa los requerimientos de

todos los seres humanaos.

Como era de esperarse, el S.Q. y el L AAE. presentan valores mas altos para el
caso de las proteina de origen animal en comparacion a las de origen vegetal, de
estas ultimas el garbanzo obtuvo e! mayor valor (73.19); la mayoria de las fuentes

son deficientes en aminoacidos azufrados (S-C): metionina y cisteina,
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exceptuando al trigo que es deficiente en lisina. Hay que resaltar que la gelatina
presentd un $.Q. de 15.68, siendo que este valor deberia de haber sido nulo,
ésto se debi6 a que se empled gelatina comercial, la cual presenté una
concentracidn de triptofano de 11.65 mg/g N, concentracién que es nula en el
caso de gelatina U.S.P. Una gelatina de origen comercial puede presentar
cantidades minimas de triptofano ya que durante el proceso de su elaboracion
cabe la posibilidad de quedar trazas de tejido muscular adherido a huesos o
despojos utilizados para su elaboracion. Existié concordancia con los datos datos
reportados en la bibliografia (F.A.Q., 1970) en la determinacién del aminoacido

limitante, con excepcién de la gelatina por razones antes mencionadas.

UTILIZACION NETA PROTEINICA (NPU) ORIGINAL

En la tabla 25 se observa el promedio de las concentraciones de nitrbgeno
retenido en el carcass (%N carcass) obtenido a partir del ensayo final de todas las
dietas empleadas, estas concentraciones de nitrégeno en el carcass se
sometieron a un andlisis de varianza, el cual revelé que si hay diferencia
significativa en las concentraciones de nitrégeno en el carcass entre los grupos,
por lo que podemos decir que tanto €l peso de las ratas como la concentracion de
nitrégeno en el carcass estuvieron afectados por la calidad de las dietas. Con el
%N en el carcass y otros datos contenidos en la misma tabla {peso final y
alimento ingerido) se calculd el nitrégeno ingerido y nitrbgeno corporal del carcass
(Nc), necesarios para calcutar el NPU a partir de la concentracion de nitrégeno en
el carcass, empleandose las siguientes formutas (ver metodologia: Utilizacion
Neta de la Proteina (NPU) original):

NPU original = [ (NG 5 - Nc o }/ N ingerido 5] x 100
Nc = N corporal = (Peso final x %N en carcass)/ 100
N ingerido = Nitrégeno ingerido
= (Alimento ingerido x Proteina de dieta) / (Factor x 100)EI
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TABLA 25. DATOS PARA CALCULAR EL NPU ORIGINAL DEL ENSAYO FINAL .

PESO %N DEL

ALIMENTO

NITROGENO

NITROGENO

FINAL (g) CARCASS® INGERIDO {g) INGERIDO (%) CORPORAL Nc (%)

HUEVO 137.78
LECHE 108.56
CASEINA 108.83
SOYA 84.96
GARBANZO  20.38
TRIGO 12.83
AJONJOLI 10.26
LENTEJA 2.88

GELATINA -1.95

2.8550
2.8620
2.8500
2.8843
2.9244
2.6476
2.7009
2.8767
2.5422

147.94
104.06
105.48
103.64
88.24
85.99
74.42
55.16
35.73

2.39586
1.7480
1.8841
1.6701
1.5381
1.2852
1.2652
0.9410
0.5784

3.9418
3.1004
3.1041
2.4511
2.6402
1.8080
1.7078
1.4712
0.9098

1) Valores promedio. 2} La concentracion de nitrogeno se calculd en base humeda.

El NPU original del ensayo final se muestra en la tabla 26, junto con el NPU

reportado en la bibliografia (F.A.O., 1970), ambas se correlacionan de manera
signigicativa (r=0.98945641).

TABLA 26. UTIL!ZACION NETA PROTEINICA (NPU} ORIGINAL DEL ENSAYO FINAL.

DIETA NPU original NPU reportade
HUEVO 916 93.5
LECHE 780 816
CASEINA 726 721
SOYA 56.4 61.4
GARBANZO 54.6 52.0
TRIGO 48.5 40.3
AJONJOLI 418 46.2
LENTEJA 307 29.7
GELATINA 7.8 25

1} La correlacién entre el NPU reportado y el NPU origin-él mostré un buen coeficiente de
correlacion (r=0.98945641), on un nivel de significancia p < 0.005 (F.A.Q., 1970).
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ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO PRELIMINAR

A continuacion se reporta el analisis estadistico al cual fue sometido las diferentes
concentraciones de nitrogeno (%) en los érganos y tejidos obtenidos en el ensayo
preliminar (ver tabla 17), para asi derivar un Modelo Predictor a partir del conjunto
de datos experimentales, que nos permita obtener el % nitrégeno en el carcass
pero calculado. E! Modelo Predictor se derivé realizando una Regresién
Multivariable por Etapas, la cual puede realizarse con cualquier modelo
matematico, en funcién de la complejidad que se quiera en la ecuacion final, en
este caso se empled el modelo cuadratico completo, éste incluyd los términos
lineales, los productos de éstos de dos en dos y los cuadrados de aquellos.

Una vez derivado el Modelo Predictor, el paso siguiente fue investigar la calidad
de tal Modelo, ya que un modelo puede contener uno o varios defectos, tales
como errores experimentales, los cuales son muy utiles identificarlos pues
representan una pieza de informacién muy valiosa del fenémeno en estudio;
también estan los errores propios de la experimentacion y cuyo conocimiento nos
puede conducir a desarroltar mejoras en nuestros métodos de observacién. Por
otro lado estan las faltas de ajuste por modelo matematico inadecuado y la accion
de factores influyentes espCreos (falsos que no tienen significado y uno no se da
cuenta de ello) y desconocidos que nos permiten proyectar el futuro de la
investigacion de una manera metddica y segura. En el ensayo preliminar se derivo
un Modelo Predictor principalmente para eliminar aquellos 6rganos que no
guardaron correlacion con el carcass, en cuanto a concentracion de nitrégeno,
obteniéndose el siguiente Modelo:
%N carcass calculado = 1.6781 + 0.3121 RC
Dende: %N carcass calculado = concentracion de nitrégeno en carcass
calculado, en %.
R = concentracion de nitrogeno en los rifiones, en %.
) C = concentracion de nitrégeno en el corazén, en %.
Estadistica de Durbin-Watson (D.W.) = 3.550186 (Fabila, 1898).
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La ecuacidn consta de un término constante y una variable que involucra
unicamente a los rifiones y al corazén, cuyo coeficiente de regresion (0.3121)
presentd un error estandar de 0.0359, el cual nos indica la confiabilidad del
coeficiente. En otras palabras, el coeficiente de regresion calculado a lo largo de
todos los datos cae 95% de las veces dentro de + 2(0.0359) del valor promedio,
pues este tipo de errores siguen una distribucion normal.

Un indice muy importante y sensible para detectar autocorrelacion, es la

estadistica de Durbin-Watson (D.W.). La interpretacién de este indice (d) es la

siguiente:

« Si el indice D.W. cae dentro del rango 1.5 < d < 2.5 los datos son normales
libres de autocorrelacion .

« Valores de d < 1.5 sefialan autocotrelacion posiliva.

» Valores de d > 2.5 sefialan autocorrelacién negativa.

Una autocorrelacién positiva significa que el error experimental tiende a aumentar
conforme mas se experimenta, en tanto que una negativa significa que ese error
disminuye, seguramente por aprendizaje del investigador; en nuesltro caso hay
entre los residuos una autocorrelacion negativa (D.W. = 3.550186); o sea, que a
un cierto residuo tendi® a seguirle otro menor que él Esto indica que el
experimentador estuvo aprendiendo a hacer mejor las cosas (Fabila, 1998).

La ecuacién obtuvo un porcentaje de explicacion de 26.29% (%explicacion), este
porcentaje representa el porcentaje tota! del fenémeno que logra ser explicado con
los factores; en otras palabras, el 26.29% de los puntos totales se predicen de
manera confiable mediante el Modelo; el resto de este porcentaje pertenece a
otros factores explicativos no incluidos en la ecuacion, tales como el diferente
metabolismo de los animales entre si. El %explicacion obtenido por el Modelo fue
confiable, considerando que se trata de una prueba biologica.

Ahora lo méas indicado para investigar la calidad del Modelo es probar como
trabaja dicho Modelo prediciendo nuestros propios valores experimentales. Esto
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es, sustituyendo en dicho modelo los niveles de los factores y calculando otras
tantas Y-calculada (Yc). Estos valores se comparan con los correspondientes
de las Y-observada (Y). Esta comparacion se hace tradicionalmente estudiando
las diferencias o residuos:

d;=Y,; -Yc, donde: i = 1, m {(nimero total de datos)

Estas diferencias o residuos son los que de alguna forma, contienen ia historia que
nos permite diagnosticar la bondad de nuestro modelo. A partir del analisis
residual del Modelo, podemos obtener una grafica de errores de pronodstico (figura
7} dado en términos de error expérimental, el cual como sabemos se origina de
nuestra impotencia de medir exactamente variables fisicas, que son errores
inherentes al experimento que siguen una distribucion normal y que, ademas,
refleja la confiabilidad de las determinaciones realizadas. Muchas mediciones que
se hacen en forma natural se asemejan a una curva nomal porque la naturaleza
tiende a promediar los efectos de las diversas variables que intervienen en una
respuesta determinada. Si la variabilidad es muy alta, esto es, que no caiga dentro
de +2 desviaciones estandar, significa que no existe control sobre el proceso.
Segun la figura 7, el 95% de las mediciones caen dentro de 12 desviaciones
estandar promedio, lo cual significa que los errores sl estan siguiendo una
distribucién normal, lo cual refleja un buen manejo experimental en todos los
aspectos,

De! analisis estadistico preliminar, se descarté el uso de las pata delanteras, el
bazo, intestino e higado como posibles érganos para simplificar el método original.
Por fo tanto, en el ensayo final sélo se manejé el % nitrégeno de los dos 6rganos
antes sefalados (corazén y rifiones), ademas de la concentracion de nitrbgeno en
el carcass (% N carcass), que se empleara como referencia.

112




RESULTADOQS Y DISCUSION

=
o
43}

O~ s D)

s

-0BS

.8863
.7582
. 8054
.8436
. 6087
L7277
.5754
L6000
.6008
.6286
. 7580
.B0O05
L7157
.8574
.6624
-8058
.6782
.7691
.B002
.8472
.2318
.3373
.5ET1
.6149
L7201
. 8654
.6353
-B8399
.6390
.8221
.7537
.81686
.48619
.7687
.5667
.6883
.8450
.8430
.6585
.7470

NI\JK\JI\)I\JNNNI\JNN[\)NNNNNN[\J[\J[\)NNNNP\)NNMNNNN[\)NNI\)NNN

FIGURA 7. ANALISIS RESIDUAL Y GRAFICA DE ERRORES DE PRONOSTICO DEL

Y-CAL

NMNNMNONNDNNNNONDNMNMNDNDORN NN NNDINNDN

.6893
.B6773
. 7541
L7780
L7250
. 7347
.7409
.8017
.7028
.B730
.6801
.6101
.7618
.6387
. 7636
7703
L7123
.8010 -
.7255
.6533
.5391
.B176
.8176
.6968
.8165
.8081
.6854
.7046
L1363
.7668
L7224
L7061
.5841
.56749
.8477
.6167
.8335
.8549
.B316
L7162

RESIDUO

oCoCooOC

.1970
.0809
.0513
.0646
.1183
.0070
.1655
.2017
.1022
.0444
.0B879
. 1904
.0461
.2187
.1012
L0355
.0341
.0318
L0747
.1839
.3072
.2803
-0,
-0.
-0.
.0573
-0.
.1353
-0.
.0553
0.
L1105
-0.
.1938
-0.
.og1e
.0115
.0881
.0288
.0308

0305
0819
0964
0501
0973
0313
1222

0810

HHHJ“HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHV—‘HHHHH
T T S S T T T T

GO P bt e
. .

A

T

tam o+ + o+ T

ENSAYO PRELIMINAR.

13

+ 4+ o+

+ +

PR N T Tk T T 2 T T T A N B N O

oo

= D e bt b
Vb e oy e

!

.. v v S L ‘

[ e L e e e Ll e R e BN R e R

[
»

» .

Poe o4

P

O e b e e
.

Ve

Do o

T N
»

IR

LK.
Xoe. .
1.X.
X
L Xe .
Lt
£
XL+
D CIE
R R
+10 +

.

N A R R T T T T S e

a’

FEFER R R R A

P L
P T T
P A P P

. P s v s e
b L L s e e
mHMHHHHHHHMMHHHHHHHHMHHHHHH




RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO FINAL

En el ensayo final se contaron con 120 datos por cada érgano seleccionado
(rifones y corazén) (tabla 27).

TABLA 27. CONCENTRACION DE NITROGENO (%) EN CORAZON Y RINONES
DEL ENSAYO FINAL.

CONCENTRACION DE NITROGENO (%) '

DIETA RINONES {R) CORAZON (C)
"HUEVO 24330 2.3612
LECHE 21286 2.3339
CASEINA 2.5423 2.3365
SOYA 2.5959 2.5704
GARBANZO 2.3268 2.4585
TRIGO 2.4211 26178
AJONJOLI 2.6427 24292
LENTEJA 2.4737 2.3070
GELATINA 2.4831 2.4545
DLN 24518 2.4880

1) La concentracion de nitrégeno se calculd en base humeda. Son valores promedio.

En la tabla 27 se muestran los promedios de los %N contenidos en el corazon y
en los rifiones de todas las dietas empleadas, estas concentraciones de nitrégeno
se sometieron a un andlisis de varianza, el cual revelé que si hay diferencia
significativa en las concentraciones de nitrégeno, tanto en el corazén como en los
rifiones entre los grupos. Se derivaron 4 Modelos, abarcande cada vez un mayor
numero de datos, seleccionandolos aleatoriamente. De la tabla 28 podemos
definir que el Modelo que mejor analizé el fendmeno fue el tercero, pues tuvo el
mayor %explicacion, abarcando ademas dos variables significativas (C y R),

representado asi la mayor parte de los datos.
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TABLA 28. MODELOS PREDICTORES DEL ENSAYO FINAL.

MODELO NUMERO DE NUMERO DE VARIABLES  EXPLICACION

PREDICTOR OBSERVACIONES ABARCADAS ' DEL MODELO (%)
1 20 R 16.05
2 38 R.C 23.66
3 53 R,C 24.47
4

83 R 8.72

1) R =rifdn y C = corazén.

Este %explicacion del tercer modelo nos indica que el 24.47% de los puntos

totales se predicen de manera confiable mediante el tercer modelo, el cual se

definié de la siguiente manera:

%N carcass calculado = 9.0565 - 0.1010 C - 4.4868 R + 0.8254 R?
Donde: %N carcass calculado = concentracion de nitrégeno en el
carcass calculado, en %.
R = concentracion de nitrégeno en los rifiones, en %.
C = concentracion de nitrégeno en el corazon, en %.
Estadistico D.W. = 1.139109 (Fabila, 1998)

La ecuacién consta de un término constante y tres variables que involucran
Gnicamente a los rifiones y al corazoén. Cabe mencionar que el %explicacion del
Modelo Predictor final fue ligeramente menor al obtenido en el ensayo preliminar.
La estadistica de D.W. del dltimo Modelo nos sefialé autocorrelacion positiva de
nuestros datos, indicandonos que el error experimental tendid a aumentar
conforme mas se experimentaba, debido probablemente a un efecto causado por
el deterioro de las muestras ya que el andlisis para obtener la concentracién de
nitrégeno de todas las muestras no se realizé en un sdlo dia, a pesar de que su
almacenamiento fue adecuado (refrigeracion); otra posible causa pudo deberse a
un progresivo desajuste de los aparados de medicion. El andlisis residual

correspondiente al Modelo Predictor del ensayo final se aprecia en la figura 8.
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ENSAYO FINAL.

116




RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 8 se observd que el 96% de los datos cayeron dentro de las +2
desviaciones estandar, indicando ésto que gracias al entrenamiento obtenido en
el ensayo preliminar se mejoré el manejo experimental tanto de los animales
como del experimento mismo. En dicha figura se presentan las Y-calculadas que
son equivalentes a la concentracidn de nitrégeno del carcass calcilado (%N
carcass calculade). Estas diferencias o residuos son, como ya se habia
mencionado anteriormente, los que de alguna forma contienen la historia que nos
permite diagnosticar la bondad del modelo. La grafica de errores de prondstico del
ensayo final (figura 8) dado en términos de error experimental, errores originados
de nuestra impotencia de medir exactamente variables fisicas, inherentes al
experimento, muestran que el 96% de las mediciones caen dentro de 12
desviaciones estandar promedio, lo que significa que los errores si estan
siguiendo una distribucién normal, lo cual refleja un buen manejo experimental en
todos los aspectos. Si existiera una variabilidad muy alta, esto es, que no cayeran
dentro de +2 desviaciones estandar, significaria que no existe control sobre el
proceso. Si pudieramos realizar una cantidad muy grande de observaciones
podriamos reunir todos las concentraciones de nitrégeno de carcass calculados
(%N carcass calculado) medidos en una superficie, esta superficie recibe el
nombre de superficie de respuesta y es, ni mds ni menos, que el conjunto de
todas las posibilidades del fenémeno dentro de los rangos de factores
expetimentados. Conociendo la superficie de respuesta conoceriamos
practicamente todo lo referente a nuestro fenémeno. Sin embargo, la importancia
de lo anterior se veria disminuida si para conocer un contorno de respuesta
tuvieramos que hacer una infinidad de experimentos. Es precisamente el objetivo
del Disefo Estadistico de Experimentos hacer esto con un nimero fimitado y
minimeo de experimentos, donde en 2 dimensiones se muestre lo esencial de la
superficie de respuesta. Nuestra representacién ha ganado en claridad, precision
y sencillez. Los contornos de respuesta son representaciones bidimensionales de
la superficie de respuesta. Es pues una seccion de la superficie de respuesta
original {Fabila, 1998). El contarna de respuesta correspondiente al modelo final
se muestra en la figura 9.
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FIGURA 9. CONTORNO DE RESPUESTA DEL MODELO PREDICTOR FINAL.
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A partir de dicho contorno de respuesta podemos obtener graficamente un
resultado similar al que se obtendria a partir de la ecuacion del ensayo final para
calcular la concentracion de nitrégeno en el carcass calculado (%N carcass
caculado = 9.0565 - 0.1010C - 4.4868R + 0.8254R 2. Si consideramos en la
figura 9 cierta concentracion de nitrégeno del corazon, representado en el eje de
las abscisas como %N corazén y cierta concentracion de nitrégeno de los
rifones, representado en el gje de las ordenadas como %N rifiones, podremaos
obtener en su interseccion cierta concentracion de nitrégeno de carcass calculado.
Por ejemplo, si en cierto experimento se determina una concentracion de
nitrégeno en el corazén de un animal de experimentacion de alguna dieta en
particular de 3.17% y una concentracién de nitrogeno en los rifiones de 2.3%,
tendremos que interpolar dichos valores localizandolos en ambos ejes hasta su
interseccién, donde encontraremos una letra determinada, denominada letra
clave, en el ejemplo corresponde a fa letra K, una vez conocida la letra clave se
hace uso de la tabla auxiliar que es la tabla 29, entonces locatizamos en dicha
tabla la letra clave para asi obtener el %N carcass calculado correspondiente, que

en este caso es de 2.788%.

TABLA 29. CONCENTRACION DE NITROGENO EN CARCASS CALCULADO
A PARTIR DE LETRA CLAVE.

LETRA %N carcass LETRA %N carcass LETRA %N carcass
CLAVE calculado CLAVE calculado CLAVE calculado

_____———'—_—__—_=——"——-_——_"——_—-

A 2.000 H - 2553 o] 3.105
B 2.079 ! 2.632 P 3.184
Cc 2.150 J 2.1 Q 3.263
D 2.237 K 2789 R 3.342
E 2.316 L 2.868 S 3.421
F 2.395 M 2.947 T 3.500
G 2474 N 3.026
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Sin embargo, debe quedar muy claro que el contorno de respuesta y, por lo tanto,
la tabla 29, son sdlo una herramienta de apoyo que no se puede emplear para
calcular el %N carcass calculado de manera confiable y/o exacta, pues habran
valores que no intersecten puntualmente con una letra clave. Cabe mencionar que
la figura 9 representa sélo una parte de la superficie total de respuesta del Modelo
Final, aunque en la tabla 29 se incluyan letras claves mas de las necesarias
(letras que van desde |la A hasta la T).

UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA (NPU) MODIFICADO

En la tabla 30 se muestra el promedio de los valores de % nitrégeno de carcass
calculado, a partir de las concentraciones de nitrégeno del corazdn y rifiones,
mediante el uso de la ecuacién del modelo final (%N carcass calculado = 9.0565 -
0.1010C - 4.4868R + 0.8254R ), correspondiente a cada dieta.

TABLA 30. CONCENTRACION DE NITROGENO (%) EN CARCASS CALCULADO
ENSAYO FINAL.

T DIETA % N ENCARCASS CALCULADO ®
HUEvo 2.7877 —
LECHE 3.0343

CASEINA 2.7592

SOYA 2.7406

GARBANZO 2.8466

TRIGO 2.7869

AJONJOLI 27357

LENTEJA 2.7855

GELATINA 2.7909

DLN 2.7803

1) Calculada mediante la ecuacion:
%N carcass calculado = 9.0565 - 0.1010 C - 4.4868 R + 0.8254 R?
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Estas concentraciones de nitrégeno en el carcass calculado se sometieron a un
andlisis de varianza, el cual reveld que si hay diferencia significativa en las
concentraciones de nitrdgeno en el carcass calculado entre los grupos. Con el %N
en el carcass calculado (tabla 30) y otros datos contenidos en la tabla 31 (peso
final y alimento ingerido) se calcularon el nitrégeno ingerido y nitrégeno corporal
del carcass calculado (Ncc), necesarios para calcular el NPU modificado a partir
de la concentracién de nitrébgeno en el carcass calculado, empleandose las
siguientes formulas (ver metodologia: Utilizacion Neta de la Proteina (NPU)
original}.

NPU modificado = [ (Ncc - Nepn }/ Ningerido ;] x 100
Nce = N corporal calculado = (Peso final x %N en carcass calculado) / 100
N ingerido = Nitrdgeno ingerido

= (Alimento ingerido x Proteina de dieta) / {Factor x 100)

TABLA 31. DATOS NECESARIOS PARA CALCULAR EL PNU MODIFICADO
DEL ENSAYO FINAL ',

PESO  ALIMENTO NITROGENO  NITROGENO CORPORAL
FINAL (g) INGERIDO [INGERIDO (%)  CALCULADO Ncc (%)

(9}

"HUEVO 13778 147.94 2.3956 3.8403
LECHE 108.56 104.06 1.7480 3.2875
CASEINA 108.83 105.48 1.8841 3.0029
SOYA 84.96 103.64 1.6701 2.3269
GARBANZO  20.38 88.24 1.5381 2.5808
TRIGO 12.83 85.99 1.2852 1.9034
AJONJOLI 10.26 74.42 1.2652 1.7271
LENTEJA 2.88 55.16 0.9410 1.4236

GELATINA -1.95 35.73 0.57e4 1.0001

1) Valores promedio.
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El NPU modificado del ensayo final se muestra en la tabla 32, junto con el NPU

reportado en la bibliografia (F.A.Q., 1970), ambas se correlacionan de manera
signigicativa (r=0.96482103).

TABLA 32. UTILIZACION NETA PROTEINICA (NPU) MODIFICADO
ENSAYO FINAL.

DIETA |NPUmodiﬁcado NPU reportado

HUEVO 88.8 935
LECHE 87.7 81.6
CASEINA 71.2 72.1
SOYA 50.4 61.4
GARBANZO 51.0 52.0
TRIGO 52.2 40.3
AJONJOLI 44.7 46.2
LENTEJA 276 29.7
GELATINA 13.8 25

1) La correlacidn entre el NPU reportado y el NPU modificado
mostrd un buen coeficiente de correlacidn (r=0.96482103),
con un nivel de significancia p < 0.005 (F.A.O., 1970).

UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA (NPU)
ORIGINAL Y MODIFICADO

Debemos considerar que un valor alto de NPU (ya sea original o modificado)
implica un mayor contenido de nitrégeno retenido en el carcass o en los diferentes
tejidos u érganos a partir del nitrbgeno ingerido, resultando entonces gque este
indice biologico tenderd a aumentar conforme se incremente la calidad de la
proteina,
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Si consideramos que tanto el NPU original como el NPU modificado se
correlacionan de manera significativa con el NPU reportado en la bibliografia,
entonces la correlacion entre el NPU original y NPU modificado también es
significativa (r= 0.97890384), esto lo podemos ver en la tabla 33. Debemos
considerar que pruebas de balance de nitrogeno, como lo es el NPU, estan
afectadas por muchos factores tales como el nivel de proteina, el desbalance de
aminoacidos, la ingesta calérica, hormonal y la estacion del afto. La mayoria de

estas variables se consideraron en el ensayo.

TABLA 33. UTILIZACION NETA DE LA PROTEINA ORIGINAL Y MODIFICADO '

DIETA NPU original NPU modificado
HUEVO 916 88.8
LECHE 78.0 87.7
CASEINA 726 71.2
SOYA 56.4 50.4
GARBANZO 54.6 51.0
TRIGO 48.5 52.2
AJONJOLI 418 447
LENTEJA 30.7 276
GELATINA 78 13.8

—_—
1) La correlacion entre el NPU original y NPU modificado mostrd
un buen coeficiente de correlacion (r=0.97890384), con un

nivel de significancia p < 0.005.

Realizando el anilisis de varianza del NPU original encontramos que existe
diferencia significativa entre 'a media de los valores de NPU original
correspondiente a cada una de las dietas en estudio (tabla 34), esto nos indicé
que este indice bioldgico si logroé discriminar significativamente las diferentes

fuentes de proteina en funcién de su calidad nutritiva.
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TABLA 34. ANALISIS DE VARIANZA DEL NPU ORIGINAL.

Andlisis de varianza de un factor

Datos: NPU criginal

Nivel de confianza: 95 Prueba: LSD
mSuma de cuadr, df Prom, cuadrados F = Nivel de sig.
Entre grupos 56840.244 8 7105.0305 35.633 0.0000
Dentro de grupos 16948.544 85 199.3946

Total 73788.788 93

Una vez determinada la existencia de diferencia entre los valores medios del NPU

original, se evalud cuales eran diferentes entre si, aplicando la prueba de la
diferencia minima significativa de Fisher (DMS ¢ LSD) (tabla 35). La manera
grafica de apreciar esta discriminacién se observa en la figura 10.

TABLA 35. ANALSIS DE RANGO MULTIPLE DEL NPU ORIGINAL.

Método: 95 % LSD

Nivel Dieta Nimero  Promedio W
9 Gelatina 12 7.793644 X
8 Lenteja 10 30.712120 X
7 Ajonioli 10 41822849 X X
6 Trigo 10 48.480180 XX
5 Garbanzo 10 54 576103 X
4  Aislado de soya 10 56.381588 X
3 Caseina 12 72.606242 X
2  Leche 10 77.976259 X
1 Huevo 10 91.607825 X
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FIGURA 10. PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DEL NPU ORIGINAL.
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De acuerdo al analisis de rango maltiple, empleando el método LSD, podemos
constatar que, para el caso de valores de NPU original, el huevo es la proteina de
mejor catidad nutritiva, diferenciandose de las demas fuentes de proteina de
manera signifiacativa, en tanto que la leche sefald una calidad nutritiva
significativamente menor con respecto a la del huevo, mas no con respecto a fa
caseina. La soya, el garbanzo y el trigo no se diferenciaron entre si de manera
significativa, pero mostraron una calidad nutritiva significativamente menor can
respecto a la leche y caseina y mucho menor con respecto a la del huevo. La
pasta residual de ajonjoli mostré una calidad nutritiva significativamente menar
con respecto al garbanzo, soya, caseina, leche y huevo, mas no con respecto a
del trigo, en tanto que la lenteja mostrd una calidad nutritiva significativamente
menor con respecto al trigo, garbanzo, soya, caseina, leche y huevo mas no con
respecto al ajonjoli. Finalmente, la gelatina indicd una calidad nutritiva
significativamente menor con respecto al resto de fas fuentes de proteina, con un
nivel de significancia del 5%.

TABLA 36. ANALISIS DE VARIANZA DEL NPU MODIFICADO.

Andlisis de varianza de un factor

Datos; NPU modificado

Nivel de confianza: 95 Prueba: LSD
Origen de Suma de cuadr. d.f. Prom. Cuadr. —F—N_i;m
variacion

Entre grupos 47332.287 8 5916.5359 42276 0.0000

Dentro de grupos 10916.245 78 139.9519

Total 558248.533 86

Por otro lado, también se realizé el andlisis de varianza del NPU modificado y
encontramos que también existid diferencia significativa entre la media de los
valores de NPU modificado correspondiente a cada una de las dietas en estudio
(tabla 36), por lo que podemos afirmar que nuestro indice modificado también
iogro discriminar significativamente las diferentes fuentes de proteina en funcién
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de su calidad nutritiva (ver figura 11). También se aplico la prueba de la diferencia
minima significativa de Fisher {DMS o LSD} (tabla 37).

TABLA 37. ANALSIS DE RANGO MULTIPLE DEL NPU MODIFICADO.

Método: 95 % LSD

m_ Nimero Promedio Gruposhom
9 Gelatina 8 13.768958 X
8 Lenteja i0 27.616090 X
7 Ajonjoli 10 44.709630 X
4 Aislado de soya 10 50.3722377 X
5 Garbanzo 10 51.000719 X
< Trigo 9 53.016561 X
3 Caseina 10 71.217714 X
2 Leche 10 87.674387 X
1

Huevo 10 88.855620 X

Segun el analisis de rango multiple empleando el método LSD, podemos afirmar
que en el caso del NPU modificado, el huevo y la leche fueron las fuentes de
proteina que mostraron la mejor calidad nutritiva y no se diferenciaron entre si de
manera significativa; en tanto que la caseina mostré una calidad nutritiva
significativamente menor con respecto a la del huevo y la leche. La soya, el
garbanzo, el trigo y el ajonjcli no se diferenciaron entre si de manera significativa,
pero mostraren una calidad nutritiva significativamente menor con respecto al
huevo, leche y caseina pero significativamente mayor con respecto a 1a lenteja y
gelatina. La lenteja mostrd una calidad nutritiva significativamente menor con
respecto al ajonjoli, trigo, garbanzo, soya, caseina, leche y huevo. Finalmente, la
gelatina indicé una calidad nutritiva significativamente menor con respecto al resto

de las fuentes de proteina, con un nivel de significancia del 5%.
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FIGURA 11. PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DEL NPU MODIFICADO.
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Una forma grafica de sefalar las diferencias anteriores, tanto del NPU original
como del modificado es la siguiente:

TABLA 38. DISCRIMINACION ESTADISTICA DE LAS DIETAS.

DIETA

Huevo Leche Caseina Soya Garban. Trigo Ajonjoli Lentej. Gelatina

NP —
original 916  78.0 726 564 54.6 485 41.8 307 78

NPU
modif. 88.8 87.7 71.2 50.4 51.0 52.2 447 276 13.8°

Distinta linea indica diferencia significativa (p < 0.05), en forma horizontal,

Por dltimo se realizé la correlacidon del NPU modificado con los demas indices,
tanto biologicos como quimicos que se calcularon con los datos del ensayo final
{tablas 22, 23 y 24), teniendo lo siguiente: el NPU se correlaciondé de manera
significativa con los indices biologicos PER y NPR (r =0.95612037 y r
=0.94920751, respectivamente), con un nivel de significancia de p < 0.005. Esta
correlacién nos indicé que los ensayos biologicos son métodos con los que
podemos obtener una adecuada discriminacion estadistica entre los resultados
obtenidos para evaluar la calidad de una proteina. Ensayos biolégicos basados
tanto la ganancia en peso como la retencion de nitrogeno, mostraron tener una
buena correlacién, por lo que a su vez podria correlacionarse con la calidad y la
cantidad de la ingesta de proteina (Monchi and Rerat, 1993).

En NPU modificadoe también se correlaciond de manera significativa con los
indices quimicos S.Q. e LAAE. { r =0.8634148 y r=0.7957044, respectivamente)
con un nivel de significancia p<0.005. Claro que debemos recalcar que los indices
quimicos no consideran la digestibilidad de las proteinas pues existen una gran
diferencia entre 1a cantidad total de aminodcidos y los aminoacidos disponibles en
una proteina. Del total de [os aminoacido presentes en una proteina, sélo parte

son disponibles y, por lo tanto, capaz de ser absorbidos, cuando existe algun
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aminoacido limitante o existe algun factor que impida su disponibilidad total. Todo
esto ocasiona un sesgo al comparar los métodos quimicos con los metodos de
balance de nitrégeno, los cuales si consideran tanto la disgestibilidad como la
concentracién de cada uno de los aminoacidos indispensables y su adecuacion al
organismo animal. Los indices quimicos pueden sobreestimar la calidad de una

proteina.

130




CONCLUSIONES

La caracterizacion completa de cada una de las fuentes de proteina (analisis
proximal, contenido de aminoacidos y el contenido caldrico), incluyendo los
indices quimicos (calificacién quimica (5.Q) e indice de aminoacidos
indispensables {LA.AE.) y los indices bioldgicos de crecimiento corporal (PER,
NPR y PNU), concordaron con los reportados en |a bibliografia.

Se determiné en el ensayo preliminar que los tejidos que mejor predicen la
concentracién de nitrégeno en el carcass son: el corazén y los rifiones,
descartando el uso de los siguientes tejidos: patas delanteras, bazo, intestino e
higado; mediante una regresion multivariable por etapas empleando un modelo
cuadratico completo.

Se desarrollé el disefio experimental del ensayo biolégico de la Utilizaciéon Neta de
la Proteina (NPU) modificado y se realizo su evaluacion estadistica encontrandose
el Modelo Predictor para determinar la concentracion de nitrégeno en el carcass
calculado a partir de las modificaciones propuestas, €s decir, de la concentracion

de nitrégeno en el rifidon y el corazon:

°%N carcass calculado = 9.0565 - 0.1010C - 4.4868 R + 0.8254 R®

Donde:
%N carcass calculado = concentracion de nitrégeno en el carcass
calculado.
R = concentracion de nitrégeno en los rifiones, en %.

C = concentracién de nitrégeno en el corazén, en %.
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CONCLUSIONES

Mediante el modelo anterior se realizé el calculo del NPU moadificado que mostro
una adecuada correlacién con el NPU original (r = 0.97890384 ), con un nivel de
significancia de p < 0.005, observada en un amplio rango de calidad de proteina,
que va desde el huevo como proteina de mejor calidad hasta la gelatina de menor
calidad, pasando por la leche, caseina, soya, garbanzo, trigo, pasta residual de
ajonjoli, trigo y lenteja. '

Se determiné la existencia de diferencia significativa entre la media de los valores
correspondiente a cada una de las dietas en estudio, tanto del NPU original como
del NPU modificado, mediante el andlisis de varianza correspondiente, logrando
discriminar las diferentes fuentes de proteina en funcion de su calidad nutritiva.
Ademas, de acuerdo a la prueba de rango multiple se observo que el NPU

modificado discriming, en términos generales, de forma similar al NPU original.

El NPU modificado se correlacioné de manera significativa con el indice biologico
de Relacion de Eficiencia de la Proteina (PER) ( r = 0.85612037 ) y con el de la
Relacion Neta de la Proteina (NPR) ( r = 0.94920751 ), con un nivel de
significancia de p < 0.005.

El NPU modificado se correlacioné de una manera adecuada con los indices

quimicos de prediccion biologica: Calificacion Quimica (S.Q.) {r=0.8634148 ) e
indice de Aminoacidos Indispensables (LA.AE.) (r=0.7957044 ).
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