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RESUMEN 

Se estudió el* efecto de la suplementación de lisina y triptofano al 

maiz común amarillo sobre la digestibilidad y biodisponibilidad de sus 

carotenos como fuente de vitamina A. Para ello se colocaron 10 grupos 

de 8 ratas cada uno en un período de depleción con una dieta libre de 

vitamina A. Se sacrificó un grupo de ratas al inicio del período de de-

pleción, a los 37 días del mismo período y a los 67 días para mantener 

un registro de la disminución de los niveles sericos y hepáticos de vi-

tamina A del conjunto de ratas. Una vez comprobada la depleción de las 

ratas se inicióunperíodo de repleción que duró 7 días. En este perío-

do se asignó cada uno de los grupos de ratas a siete dietas distintas: 

un control negativo (dieta sin vitamina A), dos dietas estandar de con-

tenido de retinol de 0.2 y 0.4 mg retinol/100 g y cuatro dietas experi-

mentales elaboradas a base de maiz: la primer dieta con nivel de carote-

nos alto (0.677 mg caroteno/100 g dieta) y proteina normal; la segunda 

dieta con nivel de carotenos más bajo (0.412 mg caroteno/100 g)debido a 

la adición de una fracción de maiz blanco y proteina normal; la tercer 

dieta con el mismo nivel de carotenos altos,-pero con suplementación de 

lisina (310 mg/100 g) y triptofano (100 mg/100g) y la última dieta con. 

el mismo nivel de carotenos bajos pero con la misma suplementación men-

cionada. Se colectaron heces durante el período de repleción para cuan-

tificar los carotenos presentes y calcular luego su digestibilidad. Al 

final del periodo de repleción se sacrificaron las ratas para determinar 

niveles sericos y hepáticos de retinol. Con el nivel de retinol hepáti- 

ix 



co se calculó la potencia de vitamina A de los carotenos de los dos tipos 

de muestra de maiz, obteniéndose valores de 0.150+0.091 mcg retinol/mcg 

caroteno para maiz normal y de 0.193+0.093 mcg retinol/mcg caroteno para 

maix sumplementado. Estos valores son comparables con otros reportados 

en literatura. El nivel de reservas hepáticas del grupo de ratas con die-

ta III mostró un aumento significativo respecto a los otros grupos. Esto 

indica que la suplementación si aumentó la deposición de carotenos como 

retinol. Las ratas hembras mostraron una mayor reserva hepática, pero 

niveles sericos más bajos respecto a los machos. La disgestibilidad de 

los carotenos de las cuatro dietas fue similar, obteniéndose un valor pro-

medio de absorción de 80% del total ingerido. 
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I. INTRODUCCION 

Es ya ampliamente conocido que la hipovitaminosis A es uno de los prin-

cipales problemas nutricionales del mundo (1-4). En 1976 se publicó una 

lista de 74 paises y territorios donde se consideraba que la hi.povitamino-

sis A era un problema de salud pública (5). En ese entonces se estimó en 

100,000 el número de casos de ceguera derivada de xeroftalmía aguda (en-

fermedad carencial por deficiencia de vitamina A) anuales, y en un millón 

el húmero de casos no agudos (6). Encuestas más recientes indican que só-

lo en Asia un cuarto de millón de personas quedan permanentemente ciegas 

debido a la deficiencia de vitamina A que presentan (2). 

América Latina, constituida principalmente por paises en desarrollo, 

presenta uno de los focos principales de este problema (7). Las encues-

tas nutricionales del INCAP entre 1965 y 1967 (8) confirmaron que en Gua-

temala y el resto de paises centroamericanos el problema de hipovitamino-

sis A era muy serio. Se encontró por ejemplo que uno de cada tres niños 

de edad preescolar en el área rural tenía niveles de vitamina A debajo 

de lo considerado normal. Esto motivó al INCAP a desarrollar el progra-

ma de fortificación con vitamina A para tratar de contrarestar el proble-

ma. Luego de varias investigaciones se decidió que el alimento adecuado 

para la fortificación era el azúcar, y se inició así el programa•de for-

tificación de este alimento (9). Los resultados obtenidos fueron muy 

buenos (10) y todos los paises centroamericanos emitieron leyes para que 

el programa se efectuara a gran escala. 

En 1979 las industrias azucareras presentaron resistencia al progra- 
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ma de fortificación debido a la baja del precio del azúcar y al aumento 

del precio de la vitamina A. Panamá interrumpió su programa y Guatemala 

y Honduras lo sostuvieron en pequeña escala. En la actualidad el progra-

ma de fortificación del azúcar practicamente ha dejado de funcionar (2). 

La OMS enumeró una serie de medidas a tomar para combatir la hipovi-

taminosis A. La aplicación de una u otra medida dependerá de las cir-

cunstancias particulares del problema. Las medidas a aplicar pueden ser 

(2): distribución de dosis masivas, enriquecimiento de alimentos (méto-

do que probó ser muy eficaz en Guatemala pero que lamentablemente ha ce-

sado) programas educativos para la población, atención primaria de salud, 

programas de rehabilitación nutricional y la promoción de horticultUra 

y actividades productivas afines. 

Esta última técnica de intervención es de particular ayuda en paises 

eminentemente agrícolas como lo es Guatemala. Ya se ha iniciado un pro-

grama de nutrición y huertas escolares que entre otras cosas pretende edu-

car a las familias para promover el cultivo y consumo de verdudas y fru-

tas ricas en nutrientes (11). 

En este tipo de programas es necesario promover el cultivo y consu-

mo de plantas genéticamente adaptadas a las condiciones del medio y que 

sean conocidas por los agricultores de la región. Debe además tener la 

planta la cantidad adecuada de nutrientes, en este caso vitamina A. Se 

ha advertido que existe hoy en dia grandes dudas sobre la exactitud de 

las cifras de las tablas de composición de alimentos en lo que respec-

ta al contenido de vitamina A. Esto se basa en descubrimientos recien-

tes de que métodos tradicionales para la cuantificación de carotenoides, 



como el método de la AOAC (12), presentan errores elevados al ser apli-

cados a ciertos tipos de alimentos (13). Por lo tanto es necesario vol-

ver a evaluar las fuentes de vitamina A que tradicionalmente han sido 

confiables, para poder desarrollar actividades de promoción. Se debe 

buscar además otras fuentes no tradicionales útiles por su abundante pro-

ducción y consumo adecuado en ciertas áreas rurales (2), 

. 	El maíz es el alimento básico para la mayoría de la población de Amé- 

rica (14-16). Se han desarrollado un sinfín de razas y variedades de don-

de es posible seleccionar aquellas que sirvan mejor a los objetivos que 

se deseen lograr (14), El consumo de maíz en Guatemala es elevado, y es 

de mucha importancia el hecho de que los niños preescolares, el sector 

poblacional mayormente afectado por la hipovitaminosis (8,9), consumen 

en su dieta el 30% en peso de maíz (17). 

El maíz contiene una cantidad de provitamina A en forma de beta-

caroteno. Se plantea entonces la interrogante: si el maíz contiene vi-

tamina A y es consumido en altas cantidades en Guatemala y América Lati-

na, ¿por- qué en esta región del hemisferio la carencia de vitamina A es 

un problema tan grande? Se puede presentar dos respuestas á esta inte-

rrogante: en primer lugar, el tratamiento al que es sometidb el maíz an-

tes de ser ingerido es bastante drástico, tomando en cuenta lo inestable 

de los compuestos con actividad de vitamina A. La tortilla es una de las 

principales formas en que se consume el maíz. Se ha encontrado (18) que 

en la elaboración de la tortilla se pierde un 40% de los carotenos. La 

segunda respuesta concierne a la calidad del maíz ingerido. No todas 

las variedades de maíz contienen provitamina A, y no en todas este com- 
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puesto está igualmente disponible, En Guatemala se presenta un consumo 

elevado de maíz blanco, variedad que no contiene vitamina A en lo más mí-

nimo. 

Se ha investigado bastante el contenido de carotenoides del maíz u-

tilizando métodos químicos, pero si se desea conocer la verdadera activi-

dad de vitamina A de estos, se hace necesario utilizar métodos biológi-

cos (40). Estos métodos toman en cuenta eficiencias variables en absor-

ción, conversión y utilización de fuentes precursoras de vitamina A (41), 

Sin embargo estos métodos son poco utilizados por ser costosos en tiempo 

y dinero, pero son los métodos finales que deben aplicarse para conocer 

el potencial de vitamina A de una muestra de alimento. 

Siendo la hipovitaminosis A uno de los principales problemas del he-

misferio, debe de ser atendido inmediatamente desarrollando programas 

adecuados a nuestro medio. Uno de los programas que mejor se adecúa es 

el de promover el cultivo y consumo de alimentos vegetales ricos en vi-

tamina A. Uno de estos alimentos bien puede ser el maíz, por lo que su 

potencial de vitamina A debe ser adecuadamente determinado,. Para apro-

vechar al máximo esta fuente de vitamina A se debe enseñar a la gente 

la forma de consumir el maíz de manera que la pérdida de vitamina sea 

mínima. Además se debe buscar formas de aumentar la disponibilidad de 

los carotenos y fomentar el uso de variedades más ricas en estos com-

puestos, no sólo por su mayor contenido de carotenos sino por su mayor 

biodisponibilidad. 



II. ANTECEDENTES 

A. Vitamina A / carotenoides  

Vitamina A es un término genérico que se aplica a todos los compues-

tos que tienen actividad biológica de vitamina A, Incluye los compuestos 

de retinol y los carotenos convertibles en retinol. Este último es el 

verdadero compuesto con actividad biológica, pero los carotenos son fá-

cilmente convertidos a retinol en el intestino e higado de todos los ani-

males con necesidad de vitamina A. 

Los carotenoides son pigmentos poliisoprenoideS altamente conjugados, 

generalmente con 40 átomos de carbono. Alrededor de 400 carotenoides han 

sido aislados e identificados a partir de plantas, animales y micro-organis-

mos. Una clasificación útil de los carotenoides los divide en dos grupos: 

los que al romperse pueden producir retinol con actividad de vitamina A 

(provitaminas) y los que no tienen esta propiedad. Al primer grupo, de 

interés central para el presente trabajo de investigación, pertenecen 

aproximadamente 20 compuestos, Entre estos, los más conocidos son los ca-

rotenos, alfa, beta y gamma, y criptoxantina (19,20). . 

De todos los carotenoides, es el beta-caroteno el que presenta la ma-

yor actividad como provitamina A. Esto resulta claro al estudiar su es-

tructura, donde se encuentra que la molécula es perfectamente simétrica 

y que al romperse por la mitad (en el enlace 15-15') producirá dos molé-

culas de retinol. En el resto de carotenoides activos sólo uno de los 

lados de la molécula representa una molécula de retinol. Es por ello que 

al beta-caroteno se le asigna el doble de actividad biológica que al res- 
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to de carotenoides (21). 

Por otro lado, los carotenoides con actividad biológica no llegan a 

tener nunca la actividad del retinol, que es el verdadero compuesto ac-

tivo. Esto es debido a dos razones: primero, la absorción de carotenoi-

des en el intestino es más baja que la de retinol (30% a 60% para los 

primeros: 75% para el último); segundo, la enzima encargada de romper 

los carotenoides para transformarlos a retinol no actúa con 100% de efi-

ciencia como es de esperar. Esta enzima es una oxigenasa que actúa a 

nivel de la mucosa intestinal (20,22), 

Una revisión de nomenclatura en 1965 (23) establecido que el término 

retinol debería de usarse para indicar el alcohol de vitamina A, y que 

el término vitamina A incluiría todos los compuestos con posible activi-

dad biológica. Para trabajar con las mültiples formas de vitamina A se 

ha establecido el término equivalentes de retinol, en el cual se trans-

forma de beta-caroteno a retinol dividiendo entre 6, y de otros carote-

noides a retinol dividiendo entre 12, Esto se hizo en base a la efecti-

vidad biológica de los carotenoides, aunque luego se encontró que esta 

actividad no era propia del compuesto en si, sino del alimento donde el 

compuesto estuviera contenido (20,24). 

Otro descubrimiento que suscité interés en la década pasada fue la 

existencia de una proteína acarreadora del retinol en el plasma, Aquí 

el retinol es enlazado a la proteina enlazante de retinol (RBP por sus 

siglas en ingles) para poder ser transportado. Se encontré luego que 

el metabolismo de la vitamina A involucra varios tipos de proteínas, 

sin las cuales no puede ser utilizada (2,20,22). 
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Aparte de la protelna de enlace de retinol (RBP), se encontró que el 

retinol intracelular se encontraba unido a otra proteina, la cRBP (c pot 

celular), completamente distinta. Se descubrió además que luego de ser 

transportada a su destino final, la vitamina A no se encuentra libre en 

solución en las celulas donde será usada; más bien se encuentra unida a 

proteínas celulares específicas, enzimas o agregados ricos en lípidos y 

membranas (20). Esto demostró que el metabolismo de la vitamina A pre-

senta una interrelación con una diversidad de compuestos y que para estu-

dios nutricionales se debe estudiar no sólo el contenido de vitamina A de 

los alimentos, sino sus otros componentes. 

Factores que afectan la utilización 

Se ha enumerado una serie de factores 

buena utilización de vitamina A (19): 

i. Adecuación de ingesta de proteínas: como ya se ha menciona- 

do, existe una estrecha relación entre el metabolismo de la 

vitamina A y el metabolismo de proteínas. Además de funcionar como trans-

portadores internos, las proteínas ayudan a la buena absorción de la vita-

mina A en el intestino. Una ingesta no adecuada de proteínas de buena ca-

lidad obstaculizará la absorción de la vitamina A (25). La presencia de 

cantidades de proteína entre el 20 y el 40% de la dieta ayudan a la forma-

ción intracelular del retinaldehido a partir de caroteno (20). 

Forma física de la vitamina A: la forma física de una dó- 

sis oral de vitamina A influenciará su velocidad de absor-

ción. Los estudios han revelado que las preparaciones acuosas de vita-

mina A son mejor absorbidas que las oleosas, 

de vitamina A. 

que pueden influenciar la 



iii. Influencias de la vitamina C;. los estudios sugieren que las 

concentraciones altas de vitamina C en la-dieta disminuyen 

la deposición de vitamina A en el hígado. En animales que sintetizan vi-

tamina C, como la rata, existen datos conflictivos en cuanto al papel de 

esta vitamina como reductora de los síntomas de hipervitaminosis A (2). 

iv. Papel de la vitamina E:- Los efectos antioxidantes de la vita-

mina E pueden ser benéficos para la absorción de la vitamina 

A (19,20). En animales experimentales la vitamina E aumenta la absorción 

intestinal y el almacenamiento en el hígado de las vitaminas (28). 

v. Antagonismo de la vitamina K: experimentos con ratas indican 

que cantidades excesivas de vitamina A aumentan el tiempo de 

cicatrización, lo que indica un posible antagonismo con la vitamina K 

(29). 

vi. Interrelaciones de minerales: la hipovitaminosis A está fre-

cuentemente relacionada con anemia en los niños mal nutridos 

y la corrección de deficiencia de vitamina A ha disminuido la prevalen-

cia de anemia. Las deformaciones de los huesos y la hipercalcemia en ca-

sos de hipervitaminosis A sugieren una posible relación de antagonismo de 

la vitamina A con el calcio. Finalmente se ha estudiado una posible re-

lación de vitamina A con zinc, en la que este último ayudaría a mejorar 

los niveles séricos de la proteína, 

2. 	Requerimientos de vitamina A de la rata, Los requerimientos 

de vitamina A para las ratas han sido estudiados más que para 

otros animales, El valor final recomendado depende de el estandar em 

pleado, ya sea niveles sanguineos, hepáticos, crecimiento o longevidad. 
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Considerando los estudios efectuados se estima que con 30 mcg de retinol 

por kilo de peso por día se obtienen animales de crecimiento normal (21). 

Sin embargo, otros estudios muestran que con dietas conteniendo el doble 

o el cuadruple de esta vitamina, la longevidad y el período reproductivo 

son mayores. Por otro lado, existen los peligros de una sobredosis en 

los animales. Uno de los primeros reportes al respecto fue dado por in-

vestigadores japoneses 50 años atrás. Ellos probaron concentrados cru-

dos de vitamina A en ratas y ratones, Grandes dosis orales producían 

pérdida de cabello, adelgazamiento y parálisis, con advenimiento de muer-

te después de varios días o semanas (30). Otros estudios sobre hipervi-

taminosis A en ratas corroboran los resultados de serios trastornos fi-

siológicos (31-33), 

B. El Maíz 

El maíz ha sido desde tiempos muy remotos el principal alimento en 

la dieta de los americanos. En estos paises y en otros de Asia se ob-

servan ingestas tan altas como 350 g por persona al día (14). En el 

área de Centroamérica se observa que en paises como Guatemala, El Salva-

dor y Honduras el maíz constituye la principal porción del alimento inge-

rido en el área rural, siendo así el más importante proveedor de nutrien-

tes en la dieta (8). 

La tabla 2.1 muestra la composición química de dos tipos de maíz en 

Guatemala. El alto contenido de carbohidratos hacen del maíz una fuente 

excelente de energía. Por otro lado se tiene un bajo contenido de pro-

teína total, con deficiencia en dos aminoácidos esenciales: lisina y trip- 

tofano, 	La ingesta de una dieta basada en maíz como fuente de proteínas 

llega a causar trastornos por su deficiencia. Se ha tratado de atacar 
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Tabla 2.1 

Composición química proximal promedio del maíz 

Blanco Amarillo 

Materia seca 80.1 87.8 

Extracto etereo 4.83 3.53 

Nitrogeno - 1,29 1.34 

Proteina 8,06 8.37 

Fibra cruda 1.58 1.33 

Ceniza 1.28 1,08 

Carbohidratos 70.04 73.86 

Carotenos (mg%) 0.30 

Calorías/100g 356 370 

Fuente: Bressani et al (34) 



esta deficiencia proteínica mediante el uso de dietas combinadas con fri-

jol o soya. Se ha experimentado también con formas de fortificación di-

recta de los aminoácidos deficientes. 

Uno de los descubrimientos más interesantes, emocionantes y signifi-

cativos ha sido el hecho de que la proteína del maíz puede ser sustancial-

mente mejorada empleando ciertos genes que afectan especialmente el con-

tenido de lisina (35). El suceso notable ocurrió a mediados de los se-

senta cuando Mertz y colaboradores reportaron (36) que la inclusión de 

un gen recesivo, opaco-2, en el maíz producía un aumento del contenido 

de lisina hasta en un 69%, 

Desde su descubrimiento, el maíz opaco-2 ha demostrado repetidas ve-

ces sus cualidades nutricionales en ratas, pollos,cerdos y humanos de to-

..das las edades (14). Los ensayos biológicos nutricionales han mostrado 

que en las especies experimentales el maíz opaco tiene un mayor valor nu-

tritivo. El gen se introduce fácilmente en distintas variedades, pero 

presenta dos problemas: baja la producción de algunas variedades y cam-

bia las características físicas del endospermo.haciéndolo más suave y ha-

rinoso, lo que limita su aceptabilidad popular. Estos problemas fueron 

notados desde el descubrimiento de los híbridos de opaco-2 (35,37,38,39). 

En los primeros trabajos de investigación de actividad de vitamina A 

de los carotenos del maíz, Weis y Bisbey (42) encontraron que el extracto 

metandlico de carotenoides de maiz (que contenía las xantofilas) no mos-

traba ninguna actividad de vitamina A en ratas. Sin embargo Fraps (43) 

encontró que las ratas vivían más tiempo cuando la fuente de carotenos 

se les administraba en aceite de algodón o de maíz que con aceite de hí- 
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gado de bacalao o alfalfa. Se ha determinado ahora que el maíz contiene 

pequeñas cantidades de beta-zea--caroteno y criptoxantina con alguna acti-

vidad de vitamina A (41). Sadana y Ahmad (44) usaron valores análiticos 

para calcular biopotencias esperadas de carotenos de maíz. Utilizaron pa-

ra ello la definición de UI y llegaron a estimar que 1 mg de carotenos de 

maíz tendría una biopotencia de 1041 UI para la rata. Wellenreiter y co-

laboradores (45) realizaron un experimento para determinar la biopotencia 

de carotenos de maíz utilizando cerdos. Reportaron un valor de 261 UI 

por mcg de caroteno. 

Los experimentos que han estudiado la relación proteína uso de caro-

tenos en el maíz se han centrado principalmente en -el efecto de la canti-

dad de proteínas y no tanto la calidad. Jagannathan y Patwardhan (46) con-

cluyeron de sus estudios que si el nivel de proteína de la dieta bajaba, 

el uso de betacarteno, tanto en su absorción como en su transformación, 

bajaba. Encontraron un nivel óptimo de proteína en la dieta de 12%. 

Stoecker y Arnrich (47) reportan que a mayor cantidad de proteína en la 

dieta ocurre mayor uso de carotenos, 



III, OBJETIVOS 

General: 

Determinar el efecto de la calidad de la proteína de el maíz común 

sobre la digestibilidad y biodisponibilidad de sus carotenoides. 

Específicos: 

1. Determinar la digestibilidad de los carotenos en maíz común y en 

maíz suplementado con lisina y triptofano, y establecer si hay di-

ferencia significativa en este aspecto para cada tipo de muestra. 

2. Determinar la disponibilidad biológica de los carotenos como pre-

cursores de vitamina A en maíz común y maiz suplementado con lisina 

y triptofano, 

3. Determinar el efecto producido por la suplementación del maiz común 

con lisina y- triptofano sobre la digestibilidad y disponibilidad de 

carotenos como precursores de vitamina A. 

4. Estudiar el efecto del nivel de dosis de carotenos en la dieta sobré 

la digestibilidad de carotenos y su posterior transformación a reti-

nol de reserva hepática. 



• 

`.1  

• 

y 

, 
-„ 	• ,2.4'1'.7.9 L 

wy 

1 

• 

•+. 

• 

• .. 

N:Y 
4••• 

.. • 



TY DISEÑO wEITEENTAL 

Ya que el presente trabajo involucra dos variables distintas (diges-

tibilidad y biodisponibilidad), se plantean hipótesis separadas para ca-

da una de estas variables, 

En lo referente a digestibilidad, se estudia el efecto de dos facto-

res: calidad de proteínas y cantidad de carotenoides, Se plantea así la 

siguiente hipótesis nula:,  (cada hipótesis nula conlleva su correspondien-

te hipótesis alterna). 

"La calidad de la proteína yio cantidad de carotenoides en las die-

tas elaboradas a base de máíz común no afecta significativamente la di-

gestibilidad de los carotenoides presentes en dichas dietas". 

. Se diseñó un experimento factorial 2x2 con los siguientes factores 

y niveles: 1) calidad de proteína: nivel normal y mejorado; 2) cantidad 

de carotenoides: nivel bajo (0.412 mg/100 g dieta) y nivel alto (0.677 

mg/100 g dieta). Sé utilizó un diseño completamente al azar con ocho 

repeticiones para cada uno de los cuatro tratamientos, para dar un to-

tal de 32 unidades experimentales. El nivel de significancia para prue-

ba de hipótesis se estableció en 0.05. 

La biodisponibilidad de carotenoides en maíz es evaluada por la res-

puesta biológica de las ratas presentada para cada tipo distinto de die-

ta. Específicamente se utiliza el nivel de reservas hepáticas de vitami-

na A. Las dos variables usadas en la evaluación son: mcg de vit. A/g de 

higado y mcg totales de vitamina A en el hígado. Se estudia el efecto 

de tres faCtores: calidad de proteína, cantidad de carotenoides y sexo 
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de la rata. La hipótesis nula planteada es; 

"La calidad de proteina_en la dieta, cantidad de carotenoides en -la 

dieta y el sexo de la rata no afecta significativamente el nivel de reser-

vas hepáticas de vitamina A en las ratas". 

Se diseñó un experimento factorial 2x2x2 con los siguientes factores 

y niveles: 1) calidad de proteína: nivel normal y mejorado: 2) cantidad 

de carotenoides; nivel bajo (0.412 mg/100 g dieta) y nivel alto (0.677 

mg/100 g dieta); 3) sexo de la rata:. nivel 1 macho y nivel 2 hembra. Se 

utilizó un diseño de bloques completos al azar utilizando como variable 

de bloqueó la digestibilidad de carotenoides, Se formaron cuatro bloques 

para los ocho tratamientos, para.dar un total de 32 unidades experimenta-

les. Cada unidad experimental fue analizada con un submuestreo en tripli-

cado. El nivel de significancia para pruebas de hipótesis fue de 0.05. 

Para calcular un valor: numérico de disponibilidad de carotenoides o 

potencia de vitamina A de cada uno de los dos tipos de dieta (a base de 

maíz normal y a base de maíz suplementado con lisina y triptofano) se uti-

lizó un diseño de ensayo de radio de pendientes con seis puntos (dos es-

tandar y dos para cada dieta) y cero común de intercepto. Los dos pun-

tos para cada dieta representan dos niveles de dósis de vitamina A o ca-

rotenoides administrados. Se colocó además un grupo control con dieta li-

bre de vitamina A. Cada nivel de dósis para dietas estandar tuvo 6 repe-

ticiones y para dietas problema 8 repeticiones. En total 50 unidades ex-

perimentales. La variable de respuesta utilizada en el análisis fue con-

centración de retinol hepático expresado en mcg de retinol/g de higado. 

Se obtuvieron limites de confianza utilizando t de student con n.s. del 

0,05 (para una mejor explicación véase el apéndice B). 



V. MATERIALES Y METODOS 

A. Materiales: 

-2 Kg de maíz común amarillo obtenidos en el IOTA, 

-1 Kg de maíz común blanco obtenido en el ICTA. 

-80 ratas de la raza Wistar de ambos sexos (40 machos y 40 hembras) 

de 22 días de edad. 

B. Métodos: 

(Una descripción detallada de los métodos de análisis químico aqui men-

cionados se encuentra en el apéndice A) 

1. Análisis de muestras. Las 'Os muestras de maíz fueron molidas 

y pasadas por un tamiz número 30. Se realizó un análisis de ca-

rotenos totales y xantofilas totales dos días antes de preparar las die-

tas siguiendo el método AOAC (12). En el maíz blanco se hizo únicamente 

lá parte de extracción, comprobándose que no había carotenos detectables, 

Los maices fueron guardados a 4 C en la oscuridad hasta el momento de pre-

parar las dietas, 

2. Preparación de dietas, Para el período de depleción se utilizó 

la dieta libre de vitamina A utilizada por Wolzak y Bressani (48) en su 

estudio de biodisponibilidad de carotenoides, La composición de la dieta 

se muestra en la tabla 5,1. Esta dieta se preparó en dos batches ya que 

debido al número de ratas y al período de depleción tan largo la canti-

dad de dieta a preparar fue elevada, Esta misma dieta libre de vitamina 

A se utilizó durante el período de repleción como control negativo. Es-

ta dieta también sirvió de base para elaborar las dos dietas estandar 
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Tabla 5.1 

Composición de la dieta libre de vitamina A 
utilizada durante el periodo de depleción 

Ingrediente Contenido (100 g dieta) 

Caseína (g) 14.4 

Almidón (g) 76,6 

Minerales (62) 	(g) 4.0 

Aceite de algodón (ml) 5,0 

Solución de vitaminas 
del complejo B (63) (ml) 5.0 
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del periodo de repleción, adicionando a la misma cantidades conocidas de 

solución acuosa de palmitato de retinol (Merck) con una potencia calcula-

da de 2000 UI/ml (según.reporte del fabricante). Las composiciones de la 

dieta control y las dos dietas estandar se muestran an la tabla 5,2. Las 

dietas estandar fueron preparadas el mismo día de ser dadas a las ratas. 

Se prepararon además cuatro dietas a base de maíz según la composi-

ción mostrada en la tabla 5.3. Estas dietas también fueron preparadas el 

mismo día de ser dadas a las ratas, 

Puede observarse en la tabla 5.3 que el maíz blanco es agregado como 

un diluyente para mantener el mismo porcentaje de maíz, pero un nivel de 

carotenos más bajo. La-cantidad de maíz blanco agregado fue calculada 

para dar un nivel mínimo de carotenos adecuado para la rata. El porcenta-

je de maíz total agregado a las dietas es el máximo posible, ya que es 

necesario agregar a las dietas otros ingredieñtes como minerales, aceite 

y vitaminas para poder cubrir todos los requerimientos nutritivos de la 

rata (49). Las dietas III y rv fueron suplementadas con hidrocloruro de 

1-lisina grado alimenticio de la compañía Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd. con 

una concentración de 310 mg/100 g dieta y con DL-triptofano grado analí-

tico de la compañía Merck con una concentración de 100 mg/100 k dieta, 

Para mantener el contenido total de nitrogeno en niveles similares en 

las cuatro dietas se adicionó una cantidad calculada de glicina (ICN 

Pharmaceuticals, Inc.) a las dietas I y 

Una vez elaboradas las siete dietas para el período de repleción fue-

ron mantenidas a 4 C en la oscuridad. Se determinó el porcentaje total 

de nitrogeno de los siete tipos diferentes de dietas. utilizando el mé- 
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Tabla 5,2 

Composición de la dieta de control negativo 
y las dietas estandar para el periodo de repleción 

Ingrediente 
Composición por 100 g de dieta 
C.N. STD D.2 STD 6.4 

Caseína (g) 14,4 14.4 14.4 

Almidón (g) 76,6 76.6 76.6 

Minerales (62) 	(g) 4.0 4.0 4.0 

Aceite de algodón (ml) 5.0 5.0 5.0 

Solución de vitaminas 
del complejo B (63) (ml) 

5.0 5.0 5.0 

Solución vitamina A (ml)* 0.0 0.533 1.066 

*Concentración de la solución de vitamina A: 2000 UI/ml 

Concentración final de vitamina A en las dietas: 
Control negativo (C.N.): 0,0 mg retinol/100 g dieta 
Estandar 0.2 (STD 0,2): 0.2 mg retinol/100 g dieta 
Estandar 0.4 (STD 0.4): 0.4 mg retinol/100 g dieta 
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todo macro Kjeldahl. 

3. Evaluación biológica: 

1. Disposición de los animales experimentales: Las 80 ratas 

fueron ordenadas de acuerdo a sus pesos y se formaron 10 

grupos de 8 ratas cada uno, lo más homógeneo posible entre si respecto 

a pesos. En cada grupo se colocaron 4 machos y 4 hembras. Los grupos 

fueron divididos físicamente colocando uno por cada hilera horizontal de 

jaulas de metal. 

ii. Periodo de depleción: Al inicio del período de depleción 

(el día en que se colocaron las ratas en sus jaulas) se sa-

crificó un grupo completo de ratas escogido al azar, El sacrificio en 

esta y en todas las etapas del experimento se hizo de la manera descri-

ta a continuación: 

Se durmió el animal con cloroformo, Se hizo un corte en el cue-

llo para tener acceso a la arteria yugular. Se hizo un corte en la arte-

ria y se colectó la sangré del animal sobre un plato petri plástico, cui-

dando de esparcir en la mayor superficie la sangre colectada, Una vez co-

lectada suficiente cantidad de sangre, se sacrificó el animal haciéndolo 

respirar cloroformo, La sangre fue dejada coagular por unos'15_Minutos 

hasta que separara el suero, El suero separado fue centrifugado en frío 

para clarificarlo (4000 RPM, 10 Min, 10°C) y luego fue congelado a -20C 

hasta el momento de su análisis. Se extrajo el higado completo de la ra-

ta sacrificada para pesarlo, Se cortó una fracción del extremo del lobu-

lo mayor para pesarla. Ambos, el higado completo y su fracción fueron 

congelados a --20 C hasta el momento de su análisis, 
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Tabla 5.3 

Composición de las dietas de prueba 
utilizadas durante el periodo de repleción 

elaboradas a base de maíz 

Ingrediente 

Composición por 100 g de dieta 

IV 

Maíz amarillo (g) 91.0 . 	55.4 91.0 55.4 

Maíz blanco (g) 35.6 35,6 

Minerales (62) (g) 4.0 4,0 4.0 4.0 

A.ceite de algodón (ml) 5,0 5.0 5,0 5.0 

Solución de vitaminas 
del complejo B (63) 	(ml) 5,0.  5,0 5,0 5.0 

Glicina (mg) 327,9 327,9 

Lisina (mg) (Hidrocloruro) 310,0 310.0 

DL-Triptofano 	(mg) 100.0 100.0 

Dieta I: 	Proteina normal y carotenos altos; 
Dieta II: Proteina normal y carotenos bajos; 
Dieta III: Proteina suplementada y carotenos altos; 
Dieta IV: Proteina suplementada y carotenos bajos. 
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Durante el período de depleción, se alimentó a las ratas con la dieta 

libre de vitamina A y agua ad libitum. Semanalmente se pesaron las ratas 

para mantener un registro del aumento de peso y se obtuvo el peso de ali-

mento ingerido para mantener un registro de eficiencias de alimento. Es-

te dato se calculó con la siguiente fórmula: 

Eficiencia de alimento = alimento ingerido/aumento de peso. 

Los datos de peso y eficiencia de alimento permitían controlar el es-

tado nutricional general de las ratas, 

A los 37 días de depleci6n se sacrificaron 8 ratas más para mantener 

un registro del nivel de depleción alcanzado hasta ese momento. Para es-

coger las ratas a sacrificar se calcularon las eficiencias de alimento de -

esa semana para todas. las ratas, Se ordenaron las eficiencias de menor a 

mayor- y se escogieron las 8 ratas (4 de cada sexo) de puntos equidistan-

tes, para obtener una muestra lo más representativa del grupo completo. 

iii, Periodo de repleción: A los 60 días las ratas mostraron signos 

de depleción completa de vitamina A. Se inició entonces a los 67 días 

el período de repleción con las dietas estandar y las dietas problema. 

Antes de iniciar el período de repleción se reorganizaron los grupos de 

ratas restantes (8 grupos) de acuerdo a las eficiencias alimenticias mos-

tradas en la última semana, para formar de nuevo grupos homógeneos. En 

el momento del inicio de repleción habían muerto 3 ratas, por lo que 3 

grupos debieron quedar con 7 ratas. Las 7 dietas fueron asignadas al 

azar a 7 grupos y el octavo grupo se sacrificó para obtener las concen-

traciones hepáticas y sericas de vitamina A para el inicio de repleción. 

Los grupos de 7 ratas fueron asignados al grupo de sacrificio y a los 
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grupos con dietas estandar, ya que los grupos con dietas de maices debían 

quedar completos para lograr un mejor análisis estadístico. En la asig-

nación al azar, si un grupo de 8 ratas era asignado a una dieta estandar 

la rata 8 de ese grupo era transferida a un grupo con dieta de maíz, cui-

dando de mantener la homogeneidad de los grupos. 

Los siete grupos reordenados para el período de repleción fueron or-

denados físicamente por hileras, Se les alimentó con la dieta respecti-

va y agua ad libitum por un periodo de 7 días. Durante este tiempo se 

recolectaron las heces de cada rata, Estas fueron secadas a 60 C con 

aire circulante por 24 horas y luego fueron pesadas y guardadas en re-

frigeración hasta el momento de su análisis. 

Al finalizar el período de repleción se sacrificaron todas las ratas 

para obtener muestras de suero e hígado de la manera ya descrita. Las 

muestras fueron analizadas en un tiempo no mayor de 15 días. 

Se determiné el nivel de retinol en los sueros e hígados de los 10 

grupos de ratas siguiendo el método descrito originalmente por Besey y 

colaboradores (50). La muestra de hígado se homogenizó con solución de 

glicerol-agua 50+50 (v/v) en un homogenizador de Potter-EIvehjem (51). 

Se determinó la cantidad de carotenos totales en las heces siguien-

do el método desarrollado por el autor basado en el método descrito por 

Nozenko (32). Se analizó una muestra representativa de heces del total 

colectado para cada rata durante los 7 días de repleción. Con esto se 

encontró la concentración de carotenos expresada en mcg de caroteno por 

gramo de heces. Este valor se multiplicó luego por el peso total de he-

ces colectadas en el periodo de repleción, para obtener el valor de ca- 
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rotenos totales excretados. 

Se calculó la cantidad total de carotenos ingeridos en base a el con-

tenido de carotenos de cada dieta y al peso de alimento ingerido durante 

la semana de repleción. Conociendo la cantidad de carotenos ingeridos y 

excretados se calculó la digestibilidad de estos mediante la fórmula 

Carotenos ingeridos - carotenos excretados 
D - 

carotenos ingeridos 
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VI, RESULTADOS 

La tabla 6,1 presenta el contenido de carotenos totales y xantofilas 

totales del maíz común utilizado según los resultados obtenidos por las 

cuatro réplicas de análisis efectuadas. Estos cuatro resultados dan un 

promedio de 7.4 + 0.9 mcg de beta--caroteno por gramo de maiz húmedo (in-

tervalo de confianza al 95%). El contenido de xantofilas totales prome-

dio fue de 11.9 + 2.4 mcg de luteina por gramo de maiz húmedo. 

La tabla 6.2 presenta el contenido de nitrógeno, proteína, carotenos 

y vitamina A de las dietas usadas durante el estudio. La dieta de deple-

ción se preparó en dos batches, como ya se indicó en la sección de méto-

dos, por lo que se presentan dos datos para la dieta libre de vitamina 

A. La dieta marcada como nivel 0.0 tiene la-misma composición que la die-

ta de depleción, pero al ser elaborada en distinta fecha el contenido de• 

nitrógeno varió ligeramente. Las cuatro dietas elaboradas a base de maíz 

tuvieron un porcentaje de proteína de alrededor de 8.4%, mientras que las 

dietas usadas como estandares y de depleción tuvieron un porcentaje de al-

rededor de 12.8%. 

Las concentraciones de carotenos en las dietas son calculadas cono-

ciendo el contenido de carotenos del maíz amarillo (tabla 6.1)-y el por-

centaje de maiz amarillo en cada dieta (tabla 6.3) de la siguiente mane-

ra: 

Carotenos dieta = carotenos maiz (mg/g) x % de maiz en dieta. 

La tabla 6.3 muestra los cambios en los niveles hepáticos y séricos 

de las ratas durante el período de depleción. En el sacrificio inicial 
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Tabla 6.1 

Contenido de carotenos totales y xantofilas totales 
— - del maíz amarillo utilizado 

Réplica 

carotenos totales 	xantof1Jas totales 
(como beta-caroteno) 	(como luteina) 

mcg/g 	 mcg/g 

1 6.64 11.7 

7 7.58 

8.07 11.0 

4 7.47 12.9 

Promedio 7.4+0.9* 11.9+2.4* 

*intervalo de confianza al 95% 
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TABLA 6.2 

Contenido de nitrógeno, proteína, carotenos  y vitamina A 
de las dietas utilizadas durante el estudio 

%N1  %Pl Carotenos 
mg/100 g 

VitaminaA3  
mg/100g 

UI/100g 

2.14 13.3 0.0 0.0 0.0 

2,08 13.0 0.0 0.0 0.0 

2.05 12.8 0.0 0.0 0.0 

2.02 12,6 0.0 0.2 667 

2.04 12.8 0.0 0.4 1333 

1.35 8.4 0.677 0.0 1128 

1.35 8.4 0.412 0.0 687 

1.33 8.3 0.677 0.0 1128 

1.36 8.5 0.412 0.0 687 

.Dieta 

De depleción 

De depleción 

estandar 0.0 

estandar 0.2 

estandar 0.4 

maíz 1 (prot.normal)4  

Maíz II (prot..normal) 

Maíz III -(prot.mejorada) 

Maíz IV (prot.mejorada) 

Notas: 

1: Promedio de dos réplicas. El % de proteína se obtiene al multiplicar 
%N por 6.25. 

2. Carotenos totales expresados como beta-caroteno 

3. El estandar de vitamina A fue agregado como palmitato de retinol, pe-
ro esta concentración está expresada como mg de retinol/100 g. 

4. Para las cuatro dietas a base de maíz, los números I a IV corresponden 
a los números  en la tabla 2. 
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de ocho ratas no se logró obtener muestra de suero suficiente para hacer 

el análisis. A pesar de haberse utilizado un análisis micro, se necesi-

taban por lo menos 200 microlitros de suero. Por ser las ratas de muy 

corta edad, la cantidad de sangre obtenida fue poca, y el suero separado 

aún menos, e insuficiente. Las ratas sacrificadas en ese momento pesaron 

entre 40 y 48 g. Este grupo de ratas presentó una concentración de reti-

nol hepático con una media de 22.1 mcg/g con un rango de variación de 17.2-

31.0 mcg/g. Las ratas sacrificadas después de 37 días de depleción mos-

traron una concentración media de 1.2 mcg/g con rango de 0.3-1.9 mcg/g. 

Las ratas sacrificadas al final del periodo de depleción mostraron una 

concentración hepática media de 1.1 mcg/g. con rango de 0.7 a 1.5 mcg/g. 

Aunque la diferencia en reservas hepáticas es mínima entre estos dos gru-

pos, sus concentraciones de retinol en suero si varían significativamente 

y a los 67 días las 4 ratas que se pudieron analizar mostraron una con-

centración menor que el limite de detección del método de análisis usado 

(Smcg/dl (51) ). 

La tabla 6.4 presenta los datos de niveles séricos de reti-

nol en las ratas alimentadas durante el periodo de repleción. La rata 

3 de la dieta estandar 0.2 y la rata 5 de la dieta estandar 0.4 murie-

ron antes de iniciar el experimento, No se presenta el valor de el ni-

vel sérico de vitamina A para la rata 5 de la dieta control. negativo 

(nivel 0.0) debido a que no fue posible separar completamente el suero 

de esta muestra de sangre. Las ratas.marcadas con un asterisco mostra-

ron en sus sueros un ligero nivel de hemólisis. Dos asteriscos signi-

fican un nivel de hemólisis un poco mayor. 
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La tabla 6.5 presenta los valores promedio totales y por sexo de rata 

de los niveles séricos de retinol de los grupos alimentados durante el pe- 

ríodo de repleción. 

La tabla 6.6 presenta la concentración de retinol hepático expresado 

como mcg de retinol/g de hígado de los grupos de ratas del período de re-

pleción. Esta concentración es la que se determinó en la porción de híga-

do trabajada (extremo inferior del lóbulo mayor). 

La tabla 6.7 es similar a la anterior, pero con la concentración de 

retinol hepático expresada como mcg de retinol total en el hígado. Este 

valor se obtuvo de multiplicar las concentraciones de retinol 
de la tabla 

6.6 por el peso de hígado total correspondiente. 

La tabla 6.8 presenta los promedios totales y por sexo para cada gru-
po de los valores mostrados en las tablas 6.6 y 6.7. 

La tabla 6.9 presenta las eficiencias de alimento de las dietas ela-

boradas a base de man utilizadas durante el período de repleción. Es-

tas eficiencias son calculadas sobre el período total de repleción de 7 

días. Una sola rata mostró disminución de peso sobre este periodo (rata 

7 dieta II), por lo que su eficiencia resultó negativa. Este valor ne-

gativo no fue utilizado en el cálculo del promedio del grupo. 

La tabla 6.10 presenta las eficiencias de alimento de las dietas es-

tandar y la dieta control negativo utilizadas en el período de repleción. 

La tabla 6.11 presenta las digestibilidades de los carotenos conte-

nidos en las cuatro dietas a base de maíz, calculadas durante el período 

completo de repleción. 

La tabla 6.12 presenta la digestibilidad de materia seca de las cua-

tro dietas a base de maíz. 
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TABLA 6,5 

Promedios total y por sexo de los niveles 
séricos de retinol (mcg/dL) para cada 

grupo alimentado durante el período de 
repleción 

Dieta Machos Hembras Total No. 	20mcg/dL1  

Maíz I 32.9 34.2 36.1±4.62 

Maíz II 22.2 15.1 18.6±4.8 5 

Maíz III 49.9 21.6 35.8±16.5 

Maíz IV 35.9 26.8 31.4±9.0 1 

0.0 9.0 7.0 8.0±3.2 6 (todas) 

0.2 49.2 33.0 39.9±9.6 

0.4 36.0 29.4 32.7±6.3 

Notas: 

1: Número de ratas dentro del grupo con nivel sérico de vit. A. 
debajo de 20 mcg/dL 

2:. El intervalo es la desviación estándar del grupo. 
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TABLA 6.8 

Promedios total y por sexo de los niveles 
hepáticos de retinol para cada grupo 

alimentado durante el petiodo de repleción 

Dieta2  MACHOS 
mcg/g 	mcg total 

HEMBRAS 
mcg/g 	mcg total 

TOTAL 
mcg/g 	mcg total 

Maíz I 1.5 14.4 4,8 1  33.7 3.1±2.1 24.0±12.1 

Maíz TI 1.1 10.8 4.9 35.4 3.0±2.5 23.1±18.2 

Maíz III 2.2 19.9 7.1 51.8 4.6+2.7 35.8±18.6 

niíz IV 1.4 14.6 5.5 44.1 3.5±2.5 29.3±19.1 

0.0 0.35 3.5 0.24 1.6 0.29+0.15 2.4±1.4 

0.2 7.8 91.0 14.1 97.2 11.4+3.4 94.6+17.4 

0.4 20.1 226.0 35.6 210, 27.8±10.3 218.0±46.0 

Notas: 

1: El intervalo es la desviación estándar del grupo 
2: Véase la descripción de la dieta en la tabla 6,2 



en 

14O- 

- 171 > 
H • 	II 

C") 
0 o 

n 	tr) •-•,• H • 

o 
0 

CD 

0 	pi 

H • 
O 0 

A) 	r+ 
0 

CD 

O
9 S9 

o o 
rt- 

1-1 	O 
O 

O P) 
>-4  
H • 	

II 

O > 
`CI 	Cc> CD 
O 

O
r+ CD 
O 

CD 	 r+ C- 	 O 
1-4 • 
O 

CD 

O • 

t=j 
P 
r+ II 
O 

ua
 o

p e
z -
p
u
u

l  
ou

  

. 3 

Cn 
O 

CD 

O 

1ñ 

14. 

LO 

co 

C
 =

 Eficiencia
 alim

en
ticia 

tid 

oo 

te
(  

"."‘ 

riC1 

H • 

r+ 

H• 

r+ 
áv 

1-1 
Ha 

trl 
133  Ft> 

H• 
o 

133 H• 

O 
tri 

o 

cD 
cn 

f3-)  A) 

NI • 
5 

fa. 0 

• H • 
• n 
rt• Nr 
• Pi 

• C1, 

	

(I) 
CD 	- 

> 
O 1-1 	ui 

CN 
• H• 

O ▪  0 

• (1) 
1'd r+ 

CD 
cD (n 

H 

• r+ 
aPi 
CD (n 

0.(71 

os- . 

- 

----I 	-I. 	-... 	---. 	-1. 	▪  . ...-1 
-r.• 	CN 	-i.• 	0\ 	cn 	C,..1 - 	-P. 	-P• Ni 1,1 en --.. A. aN O O 

-_. 	N 	Ni 	Ni 	---x 	-_‘. 
Cr,  er-1 O --,..] -A A N CO 

Ni 	 __I 	-_, -......] 	---.1 	G.1 	CJ\ 	(.0 	_,, 	-,I • 
- N 	0 	A 	,.....] 	--_,J 	CJ1 

- -1. 	--1. 	—a 

Ni 
Ni 	 CO 

- -k 

Cr% 
O 

-L 	--1 	 -1 

Cr1 Co 	Un "7,  -A Ni (Ji 

W Ni C".1 W (-4 
(O 

1.17 	 • 	co 	(,I' 
(JI O CO A Crs O V Co 

--fl 	 -k - ON CO u1 
O 	 -P• 

O P W ▪  CO 

Ni Ni 0,1 
-P. 	Cr, 	(XI 	(7.1 

O\ O\ cri cr,  
O\ 	eri 	 e.n1 

N- i 	 ▪ 	-a 



"r1 
co 	 O) 

tz) r 1 CO 

C1-  N d 	 1 nt 

  

\ 	 CD CO 
br) 	11-7 	 t"") 

- 39 - 

4-> 
cd 

C
 
=
 
ef
i
ci
en
c
i
a
  
de
  
a
l
im
en
to

  

tn CD 
1-r) 

1--  r t-- 

1— 

1-- 
0) o-, 4 k.o tn 0.1 al t".> 
O Lf) 1 •d-  Cr) t"--- t`. O) 

:i-  ti) 1 tn t- t--. ••,zi- 

Lr) 

1-n 	S- 
`Zt 

CO 	 CO 

CD N O) N Cr) 
CO 	t_r- ) 	1 	CO 	tr̀) 	OD 	CO 

1--  

rti 
\ D 	C 	"71" 	,...0 	 O) 	 LO 
C) 	Cr) 	t- 	LO 	.1"' 	l'r) 	1.- 

	

1»• 	. 

D 	'',:f 	Ci- 	 \D 	\D 	1-. 	r',  
1- 	 1- 

'O 	 (3) CO co r ,C) 
rq 	tr) ▪ 	Cr) 	br) 	 1-- 

t-r) 	 r- 	L/) 	N 	"1- 1/4.1D 	 tn 

	

1-  1- 	 n— 1— e— 

V) 

+ 

	

Cs.1 	Cr) 	Lr) 	1.0 	CO 	1 ><  

U) 

bC O 

Ñ 	 •
U 

 

0 0 	 a) 
a) O 

(1.) 

(1.) 	• r-4 V) 

d 
O 

O 	
0 

- "ti 
o 

0 0 

1-4 
a.) 

I I 	
rO 

44 u°  <5  
r-1 

(1) - •H 
(f) 

. .-. 

V) 	II 	 1di 
o • H 	V) 

• H 	•123 

e) 

	

(i) 	 u, 

	

. H 	 O d 
O U 	 "d xcl) 

•H 
-u 
O 	4-4

" 	 (1) 
to 	1....,  W.  

	

4--) 	ci) 

. 	- 	 d4 i-i 	 u> 	4-a 
d d 	F-4 

	

4-) 	d 
O «• 	 U 

	

ni-1 	 _ $-4 
e) 	tn 

tn 
O d 	 '1:3

o 

g ro 	 u) 	U) 
tn 	 d d 
O 

nti  
d 
	

-1-) 
4 

	

(_) 0 	tn 	49 	rM 
r.1 

	

14 U 	c 

	

,--4 	4-1  

	

CCI 	 .9 	o . 

•‹ 0 	 .G e-  N 

a) 
U) 

O 

O • In 
U d 

4-> 
• d 
• 1-+ 

el tí; 

4-3  r-1 

•H 
• -rJ 

E 

U  U) O 
d 

4-> 
o 0 

• C./ 

11-) 

"O 
▪ o 

E
d 

O 
Uy lf) 

• O 
U y-4 

• H 

4--)  

O 4-> 

• H 

r-I 

H 
• e> 

U d 

o • o 
r1 wi 
U 4-1  
• 1-4 tr) 
1-1-4 O 



Cf) 
(D 

O 

(-+ 

Grd 

cl) 
• a' 
• H.• 
cri 

• p, 
al fa, 
rib 

O. 
rn CD 

0) O 

5 
• n • p 
N 

•••• 

n (1) 
P 

2• N  
n 

P O 

t./1 • CD 

it) 	• 
O c., 
cr o 

(1) 
cci 

pu Vi 
tí) 

(D 
ti^ 

• ,•1 
0) O 

P. 
(1) H • 
n CD 

o\ 

n 

CD-. 

Os 

S
O
p
W3
. 0
1
D
X
G
  

so
p u
o
i
o
x
a
  s
o u
n
o
i
m
  
=
  
a
  

— 40 — 

n 
II 	II 

n n • p 
O o 

et-
(1) 

O O 
Vi 	In 

O H • 
Cr" 

DcD 
O (D 

P. O 
O t.") 

CD 

:
r
I n
tu

ój
  
E
I
  

>< 1 	Co 	V 	O\ 	U-1 	U) 1 + 
 V) 

LO 	--- 1 	LO 	C:- ,  ▪ 	0- 	LO 	10 	1..0 O\ CD Co LO 4 N.) .p. .p. 
-a 	-P 	N.) 	op 	L,...1 	...., 	co 	oo 

_I 	t.) 	h.) 	—1 	h.> 	—1 	h.) 	t.) 1.0 O 1.0 L4 ( ji --I (11 LO In O u.) CO 	 ----1 O 0 
CJI 
4-1- 	co 	CO 	V 	LO 	CO 	---.1 	--I 	as --1 	O 	-p. 	.p. 	C) 	_p. 	t...) 	-.-k 	(.0 (.1.1 	

In V CD 0 -P• Co co 

---.1 
00 	co 	----1 	----1 	Co 	co 	--...4 	--.1 	.--...1 (...1 	Q\ 	(T 	t..) 	C> 	Co 	(Ji 	U..1 CO 	 . 
I+ 	6 	- - O\ 	Cr! 	oN"  w ----I 	CT 

(..r1 	O\ 	-.4 	C../1 	V 	(Ji 
1.0 -.4 -a Cr! LO LO V LO O 

1,0 	 —, 	—1 - 	.4.- • 	CJ- I ▪ 	••—/ - 	ko Inco 	(_,I 	cri 	LO 	--1. 	co 	-a C.n 
.' 
C-el 	4 	-r-, 	-p. 	(Ji 	ui 	-P• 	O\ 	c,.) I+ 
LO N 

CO  U...1 	c) P 	CD 	O\ 	.—...1 	1.0 

od LO co CO V ▪  co CT CD CD 

▪ 1..0 	 O\ 

x 
	 —a 	—1, CO 	 —- a- 	h....) 	_ 1- • 	0 	0 	t_, I r.„.1 	N.) 	0 	-P. 	V_. 	LO 	t..) 1-0 LO -P. 0\ Co a \ 0 ---.1 

—1 	 N N N N N ON 
0 LO V O U•1 Co 

co co co co 
(_".1 	W 	U-> 
j, 

O' 	-.i 01 (Ti cn 
Cr] 	 e-ri 	V 	LO 	co 	1,./ CO O\ P C1i V u.] vz>  

...— \ 	—.I. 	.—.1 	 --I 	....1.—. \ 	..—I. (_,1 	-P• 	coN.) 	 -4 	N.) 	.i.. 	-.....j Ni 	4. 	......j 	-a 	-F. 	0‘ 	CO 	cp 

(J 	(fi 	O' 	(Ji 	_p. 	4 	.4. 	(Ji N 	Ni(..n1 	V 0 O\ -P. --I N V -P. (A ---1 0 (Ji 

Co 	--.1 	CO 	CO 	Co 	,...j 	--.1 	......1 O co (,) V 0 co -P. a \ 
0 --u N..) O\ N.) Co  

	

----1 	00 

p u
pT

IT
qT
1 s
a 2
T
p
  

LO 
(O 

co LO O 

O 

CO 	----I 	co 	--a 
(-,1 	...P. 	N 	....a 
Lf1 co CD (Ji 

   

V
V

T-
L '
08

 

CO 

CD 

tri 
N) - 
-P. 
14- 

\ 

co 
O 

U. 

O 

z 



rn 

v.) 

CTI 0) 

LJ) N N C•-) V) U) cd• 
r- 	 1- 1- r- 

• 0 	 - 
r- 
0) 0) 0) - 0) 

+ 1

o  

CC) 	•.0 	CV 	01 	CO 	ts-. 	ir) • • 	 . .4— o CD CV N r- 1.  
01 Cl 0) 0-1 al al Cr) 

cl 	c71 
cr) 

ojo 

Cr) 

0) 

O 
O 

41 

C
 
=
 
D
i
g
e
s t

i
b
i
l
i
d
a d
 
c
a
l
c
u l
a d
a
  
p
o
r
  
l
a
  
f
ó
r
m
u
l
a
  

1:1,9 

173 
7:5 
.H 
1-4 

b0 

• H 

Cij 
4J 
Cu 
• H 

o 

o 
U 

o 
tn 

r2L, 
u 	II 

P
e
s o
  
s
e
c
o
  
d
e
  
h
e
c
e
s
  

o
 

D
i
g
e
st

i
b
i
l
i
d
a d
 
=
  

A
l
i
m
e
n
t
o
  
e
x
c
r
e
t
a
d
o
  

O 
• r1 

tv 
1-4 

bO 

• H , 

o 

A
l
i
m
e
n
t
o
  
i
n
g
er
i d
o
  
-
  CO O o 

1- 	r_... 

td 

ti 

a) 
U) 

• tr) u7 \ 	 CO Lo 
-1- 1 
>< 

r"--• 	 CO 	•d- 	CO N Lo v.) N O <---) 

XID 	C,J 	CI) 

r-- 
c)-) 	cr-b 	Lr) 

Cr) 	CO V) N r- 
\CD 

O C31 r- 	e-- r-- 	r- 

CO 	 0 CV 
1,-) 	N 	•,j- 
I-- 	 v-- 

rn 

e-- 	. C31 

G C) 
0) 01 

CO 

G 	f = 	Q1 	r 	r..-1 
o o 	.-- 

a) a) a) a)- a) 

‘,C) 

O 
r 

a) 
• 

+1
O  

1'2 

rn 

- 41 - 

cc) 

tO 
• 1-1 

(1) 
ctl 
4-) —1 

1:5 

0 0..) 
1-1 "ri 
4-) 
Ct3 V) 

-d 
V) 
c: 
r-1 

C)  ir) 
O 

ei 
J Cil I. 

▪ c
o 

7.1 
• H 
Ir In 

cd 
Ctj tú 
E 
• 1:5 

▪ c'J 
"J U 
cS 
ti 

-  
• e-1 Crl 

• H 
4-> Q) 

9:5 
1) 
br) 

.H U) 
C) 

ctt 

01 	e-- 	N 	e- 	•CI- 	ol- 	Cr) 	.7}. - in V) •ozt- N in 01 S- CO 
• 

•of CV CV •o-j- CV O CD 
r- e- e- e- e-- e-- e-- 

LI) 	CO 	•-d- `1D 	1') 	 Lf) 	r) 	Csl 
r-- 	 - 1-  1- 



- 42 - 

La tabla 6.13 presenta los niveles séricos y hepáticos de carotenos 

de los grupos  de ratas alimentados con dietas a base de maíz durante el 

período de repleción. La tabla 6.14 presenta los niveles séricos y hepá= 

ticos de carotenos de las ratas con dietas estandar y control negativo. 

La tabla 6.15 presenta los promedios por grupos totales y por sexo de los 

niveles séricos y hepáticos de carotenos de las ratas alimentadas duran-

te el período de repleción. 
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A. Cálculo de la potencia de vitamina A de el maíz común amarillo/ del 

mismo maíz suplementado con.lisina y triptofanc. 

En el cálculo de la potencia de vitamina A se utilizó el método esta= 

dístico descrito por Bliss y White (40), el cual requiere que exista una 

respuesta lineal entre el nivel de dosis administrado y la respuesta bio-

lógica analizada. Se uso como variable de respuesta la concentración de 

retinol hepática expresada como mcg de retinol por gramo de hígado. 

Para comprobar la relación lineal entre el nivel de vitamina A en la 

dieta y el nivel de retinol hepático, se dibujó la gráfica 1 con los da-

tos de las tres última columnas de la tabla 6.6 (dietas estandar). La 

'ecuación de la recta mostrada_en la gráfica se calculó con un análisis de 

regresión, que dió los siguientes resultados: 

R = 0.891 

Pendiente: 	68.5 + 8.2 (desviación estandar) 

intercepto: -0,57 

Desv. estandar de residuos: sr = + 5.9 

núnero de puntos: n = 20 

El valor de R obtenido tiene una significancia arriba del 99.9% lo 

que indica una muy buena correlación. El análisis de varianza efectua-

do (apéndice C) muestra que el modelo de regresión es altamente adecua-

do. El cuadrado de R indica que la variable concentración de retinol 

en la dieta explica en un 79.4 % la reserva hepática obtenida en la ra- 

t 

Una vez comprobada la relación lineal de las variables se procedió 

a hacer el cálculo de potencia de acuerdo al método estadístico ya indi- 
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cado (véase apéndice B). 

El método de cálculo se basa en hacer una relación entre las pendien- 

tes de las rectas trazadas, una por dos puntos de la dieta problema admi-

nistrada a dos niveles de carotenoides y la otra por dos puntos dados por 

la dieta estándar administrada a dos niveles de vitamina A, En esta caso 

se tienen dos dietas problema administradas a dos niveles de carotenos: 

una elaborada a base de maíz común amarillo y otra con la misma base pero 

con suplementación de lisina y triptofano. 

Para mantener la continuidad del trabajo se presentan aquí solamente 

los resultados finales, pero puede verse el desarrollo completo de cálcu-

los en el apéndice B. Los datos usados para completar los cálculos son 

los mostrados en la tabla 6.6. 

El resultado importante del cálculo es el grupo de pendientes de las 

rectas de regresión trazadas para cada pareja de puntos. Esta regresión 

tiene la peculiaridad que es forzada a pasar por el intercepto. Además, 

la variable independiente se trabaja con unidades relativas. Se tiene 

así que las pendientes para cada tipo de dieta son: 

Dieta estandar (02. y 0.4) 12.508 

Dieta de maíz mejorado (III y IV) 3.1438 

Dieta de maíz normal (I y II): 2.4488 

Estas tres rectas de regresión se presentan en la gráfica 2, con los 

respectivos puntos para cada dieta y el promedio por dieta. La poten-

cia es calculada por el cociente de estas pendientes, así: 

Maíz suplementado: P = 3.1438/12.508 = 0.2513 adimensional 

Maíz normal: 	P = 2.4488/12.508 = 0.1958 adimensional 



- 49 - 

La validéz del método estadístico utilizado se comprueba por el aná-

lisis de varianza mostrado en el apéndice B, De esta análisis de varian-

za se encuentra el error del método, que es utilizado para calcularlos 

Limites de confianza de los valores aquí obtenidos. El resultado de es-

te cálculo es: 

maíz suplementado: P = 0,2560 + 0.1231 adimensional 

0.1994 ± 0.1211 adimensional 

Los valores de potencia se encuentran en este momento adimensionales 

porque en el cálculo de pendientes de rectas de regresión se utilizaron 

unidades relativas para la variablé independiente. Las dimensionales 

de estas potencias son obtenidas multiplicando el valor por un cociente 

que indique en el numerador la diferencia entre los niveles dé dósis dados 

en la dieta estandar. En el denominador se coloca la diferencia entre 

los niveles de dósis de la dieta problema.  

los niveles de dósis de las dietas pueden expresar-

se deseen, obteniéndose 

dades que más convenga. En el presente trabajo se obtuvo la potencia en 

dos unidades distintas. De la tabla 6.2 se observa que la separación en 

niveles de carotenos entre las dietas altas y bajas de carotenos es: 

0.677 - 0.412 = 0.265 mg de beta-caroteno/100 g dieta. La separación en-

tre niveles de dósis en dietas estandar es de 0.4 - 0.2'= 0.2 mg de reti-

no1/1
00 g dieta. Entonces la potencia en unidades reales es: 

maíz suplementado: P = (0.256010.1231) x 200/265 

P = 0.193±0.093 mcg retinol/mcg beta-caroteno 

maíz normal: 	P = (0.1994±0.121.1) x 200/265 

P = 0.150+0.091 mcg retinol/mcg beta-caroteno 

maíz normal: 	p = 

Las diferencias en 

se en las unidades que 
así la potencia en las uni- 
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Rectas de regresión Obtenidas en el cálculo de potencia 
de vitamina A, para las dietas a base de maíz y las die-
tas estandar. En el eje horizontal está la concentración 
de retinol en dieta en unidades relativas. En círculo los 
promedios de grupo. 
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Las incertidumbres son intervalos de confianza al 95%. 

sEn las otras dimensionales que se trabajó no se tomó en cuenta el con-

tenido de carotenos de maíz, sino el contenido de maíz amarillo en las 

dietas problema. En la tabala 5.3 se observa que la dieta de contenido al-

to de maíz amarillo excede a la de contenido bajo en: 91.0 - 55.4 = 35.6 

g maíz. La potencia en estas unidades es: 

Maíz suplementado: P = (0.2560+0.1231) x 200/35.6 

P = 1.44+0.69 mcg retinol/g de maíz 

Maíz normal: 	P = (0.1994+0.1211) x 200/35.6 

P = 1.12+0.68 mcg retinol/g de maíz 

Todos los resultados de potencia aquí obtenidos son mostrados en la 

tabla 6.16 de resultados finales. 
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TABLA 6.16 

Resultados.de potencia de Vitamina A 
calculados para las dietas elaboradas 
a base de maíz amarillo común, y maíz 
amarillo suplementado con lisina y 

triptofano. Niveles de suplementación: 
Lisina: 3.4 mg/g de maíz; 
Triptofano: 1.1 mg/g de maíz. 

Tipo muestra 	 Potencia vitamina A 

1. Maíz común 	 1.12+0.681  mcg retinol/g maíz 
amarillo 	 6 0,150+0.091 mcg retinol/mcg caroteno2  

2. Maíz común 	 1,44+0.69 mcg retinol/g maíz 
amarillo 	 6 0.193+0.093 mcg retinol/mcg caroteno 
suplementado 

Notas: 
1: Intervalo de confianza al 95% 
2: Expresado como beta-caroteno 



VII, DISCUSIONES 

Antes de iniciar cualquier explicación de resultados es necesario co- 

mentar sobre la exclusión de los resultados obtenidos de las ratas número 

4 de Las.  dietas 0.0 y 0.4. Como puede verse en la tabla 6.6 las reser- 

vas hepáticas de la rata número 4 alimentadas con dieta libre de vitamina 

A son extremadamente altas, inclusive mayores que los valores de las ra- 

tas del grupo estandar 0,2. La rata 4 del grupo 0.4 muestra valores muy 

bajos comparados con el resto del grupo. Esto sugiere que se cometió un 

error al momento de suministrar las dietas para estas dos ratas, recibien-

do cada una la dieta correspondiente a la otra. Pero a lo largo del perío-

do de repleción se 'continuó dando alimento a las ratas a medida que los 

comederos se vaciaban. El error en las dietas estuvo únicamente al ini-

cio, pero cuando se dió alimento en posteriores ocasiones, cada rata re-

cibió su dieta correcta, porque cada grupo estaba separado en-hileras de . 

jaulas. Es por esto (lúe los valores de reservas hepáticas de la rata 

I nivel 0.0 no son tan altos como para compararse con los del grupo 0.4 

y viceversa. Como no se puede cambiar cada una de las ratas con error de 

grupo, se tuvo que descartar los datos de estas dos ratas, para cualquier 

cálculo efectuado, 

En lo referente al análisis de carotenos en los maíces observamos en 

la tabla 6.1 que los resultados de cada réplica tienen una variación re- 

lativamente alta entre si, lo que viene a dar un intervalo de confianza 

para el valor real bastante amplio (12% del valor medio). Esto es re-

sultado de el alto grado de dificultad que presenta el análisis de caro- 
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tenoides en muestras vegetales y, en general, en cualquier tipo de mues-

tra. Es muy fácil perder muestra por oxidación o por exposición a la luz, 

lo que da una fuente de variación entre muestras muy difícil de controlal=. 

A el problema de la precisión del método se suma el de su exactitud. El 

método AOAC ha sido criticado por dar una sobreestimación del potencial 

vitamínico en muestras alimenticias (13), principalmente porque en el mé-

todo se separa una franja completa de carotenos que contiene alfa, beta y 

gamma, e isomeros de estos carotenos, y todo lo cuantifica como beta-caro-

teno. Este errer viene a acentuarse cuando el contenido de carotenos dis-

tintos de beta es mayor. Sin embargo el método AOAC es de fácil y rápida 

aplicación, ya que para lograr una cuantificación separada de todos los 

carotenoides se tendría que recurrir a métodos que consumen demasiado tiem-

po (columnas cromatográficas muy especializadas) o mucho dinero (métodos 

HPLC). Y entre los métodos de análisis de carotenos rápidos y baratos, 

el AOAC es el método más probado y usado. En el presente trabajo se es-

cogió este método de análisis ya que el valor de contenido de carotenos 

en maíz no es un dato clave en la obtención de los resultados finales, 

corno pudo observarse en la sección de resultados y como podrá verse más 

adelante. Además, las fallas en el método MAC han sido detectadas cuan-

do el contenido de otros carotenos aparte de beta es significativo (13). 

en el caso del maíz se tenía evidencia que el contenido de alfa v ganuna 

caroteno es insignificante comparado con el contenido de beta. En el 

apéndice V puede verse un análisis de maíz comün hecho con la técnica 

de HPLC, en la actualidad la mejor técnica de análisis de carotenoides 

(51), que muestre un pico para beta caroteno, pero ningún pico detecta- 
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ble para alfa o gamma, que debieron haber aparecido alrededor del pico 

de beta. 

Como se explicó en la sección métodos, las dietas de maíz 

fueron elaboradas en base a dos conceptos:. en las dietas de contenido 

de carotenos alto, el maíz fue agregado en la mayor proporción posible, 

ya que era necesario agregar aceite y minerales en la dieta. En las die- • 

tas de nivel bajo de carotenos el contenido de maíz era el mismo que en 

las dietas de niveles altas de carotenos, pero la cantidad de estos se 

diluyó a uñ nivel mínimo que cubriera las necesidades de la rata. Este 

nivel mínimo es difícil de determinar,ya que diferentes autores repor-

tan diferentes requerimientos de vitamina A para la rata (49). Se optó 

por poner un margen de seguridad sobre el reporte de requerimiento por 

rata mayor que se encontró en la literatura, para asegurar suficientes 

carotenos en la dieta. Puede deducirse de los datos d e la tabla 6,2 que 

las dietas de carotenos bajos tienen 687 UI/100 g, y la dieta estandar 

de nivel más bajo tiene 667 UI/100 g. Se observa que los niveles de ca-

rotenos en las 4 dietas problema caen dentro .de los niveles de las.die-

tas de la curva estandar. 

El análisis de contenido de nitrogeno de las dietas reveló que las 

cuatro dietas a base de maíz tienen un porcentaje de nitrógeno práctica-

mente 'gua]. Lo mismo ocurre con las dietas estándar. Jaganathan y Pat-

wardhan (46) reportan que el almacenamiento de vitamina A eh el hígado 

alcanza un máximo con un porcentaje de proteína de 12%; un porcentaje ma-

yor o menor disminuye el almacenamiento de vitamina A. Las dietas están-

dar tienen el nivel de protefna adecuado, pero las dietas de maices están 
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debajo de este nivel, pero es el máximo que se podSa obtener, 

Pasando al análisis de los resultados de potencia de vitamina A en 

maíces, se observa que el maíz amarillo suplementado mostró un aumento 

en su potencia de vitamina A, pero este aumento no resultó significativo 

sobre el valor de potencia para el maíz sin suplementación. Como se pue-

de observar en la tabla 6,15, los intervalos de confianza al 95% son tan 

amplios que se traslapan entre si. Esto fue debido principalmente a la 

gran variación que se encontró entre cada grupo de ratas, principalmente 

entre machos y hembtás. En los experimentos de cálculo de potencia de 

vitamina A usando como variable de respuesta el nivel de reservas hepáti-

cas descritos en un principio por CAngenheim y Kich (53) y luego detalla-

dos por Ames y Harris (54) se recomienda utilizar ratas del mismo sexo pa-

ra evitar esta fuente de variación. Sin embargo, en experimentos previos 

efectuados por el autor se observó que no había una diferencia grande en-

tre los valores hepáticos de vitamina A de machos y hembras. Además se 

consideró que utilizando machos y hembras se obtendía un resultado apli-

cable a un rango mayor de situaciones. 

Desafortunadamente, en el presente experimento si hubo una variación 

significativa entre los resultados de reservas hepáticas de machos y hem-

bras, corno se mostrará más adelante. 

Al promediar entonces los resultados por grupo se obtuvo una desvia-

ción grande, que resultó en un limite de confianza calculado muy amplio. 

Una idea de la dispersión de los datos se puede obtener de las gráficas 

1 y 2. Para tratar de reducir la variación entre gupos se pensó en tra-

bajar los cálculos por separado para machos y para hembras. Esto no pro- 
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dujo ninguna mejora en los resultados ya que al hacer los cálculos sepa 

rando sexos de ratas si se lograba disminuir la variación entre cada gru-

po, pero también se disminuía considerablemente el número de grados de li-

bertad para hacer la estimación del error del método. Esto se acentuó más 

en las dietas estandar, debido al rechazo de datos que se efectuó, y al 

faltante de datos por la muerte de ratas de estos grupos. Al hacer el 

análisis por separado para cada sexo quedaron entonces solamente tres re-

peticiones por dieta estandar, un número muy reducido. La disminución 

de los grados de libertad al hacer el análisis por separado en sexos re-

soltó en una estimación del error experimental mayor (incluso en el aná-

lisis de ratas macho se tuvo que usar un nivel de significancia de 0.1 pa-

ra obtener un análisis válido), Se reportó por eso el resultado del aná- 

lisis conjunto de machos y hembras, 

Aunque la precisión del método no fue muv buena, los resultados de po-

tencia obtenidos si son satisfactorios. Aquí se encuentra el primer ejem-

plo de que el conocimiento del contenido exacto de carotenos del maíz no 

es fundamental en el presente trabajo. Como se observa en la tabla 6.16, 

la potencia puede expresarse como mcg de retinol/g dé maíz, y en esta va-

lor no influye en nada el contenido de carotenos del maíz. Sin embargo, 

el resultado obtenido es bastante útil, porque expresa el equivalente 

real de vitamina A que contiene el maíz, Es de hacer nota que el valor 

de 1.12 mcg de retinol/g de maíz reportado para el maíz común no indica 

que ingiriendo un gramo de maíz se depositará en el hígado 1,12 mcg de 

retinol, Significa más bien que ingerir un gramo de maíz equivale a in-

gerir un gramo de una dieta ideal (estandar con cantidad y calidad de pro-

teína óptima) con un contenido de vitamina A de 1.12 mcg de retinol. Se de- 



-58- 

he recordar aquí que aún en una dieta ideal el retinol ingerido no se de-

posita-en su totalidad en el cuerpo (20), 

El-resultado de contenido de carotenos en el maíz sí es útil para expre-

sar la potencia en unidades que permitan comparación con otros valores re-

portados. Se observa aquí que el resultado - de 0.150 (o también 91 de 0.193 

por'la incertidumbre de los datos) mcg de retinol por mcg de beta-carote-

no concuerda muy bien con la definición de equivalente de retinol dada por 

FAO/WHO (55). Esta definición asume que la absorción de caroteno en el 

.intestino es del_331, y qué:su transformación a vitamina A para ser alma-

cenada es del 50%, con esto se obtiene que un equivalente de retinol es 

igual a un microgramo de retinol y es igual a 6 microgramos de beta-caro-

teno, nutricionalmente hablando (véase apéndice D). Colocando estos nú-

meros de otra forma, se observa que FAO/WHO indica que 0.167 microgramos 

de retinol equivalen a un mcg de beta-caroteno en general, valor que con-

cuerda con el obtenido en e' presente experimento. El valor obtenido por.  

ladsen y colaboradores (56) de 0.229 mcg de retinol por mcg de caroteno 

para maíz amarillo usando ratas también concuerda con los resultados del 

presente experimento, tornando en cuenta sus límites de confianza. Por 

otro lado, el valor calculado por Sadana y Ahmad (44) de 312 mcg de ret 

nol/mcg carotenos resulta muy alto en comparación con los otros valores 

reportados. Debe tomarse en cuenta que esta cálculo se hizo asumiendo 

que 1 UI es igual a 0.3 mcg de retinol e igual a 0.6 mcg de beti-carote 

no. Este antiguo sistema de medida no toma en cuenta que el caroteno 

tiene una digestibilidad del 33% del valor_para el retinol (véase apén-

dice D). Haciendo una corrección al valor dado por- Sadana y Ahrnnd por 



- 59 - 

la baja digestibilidad del caroteno se obtiene un valor calculado de 102 

mcg de retinol por mcg de caroteno, un valor más concordante con los re-

sultados de este experimento. Finalmente, el valor de potencia obtenido 

por Wellenreiter y colaboradores (45) es de 0.078 mcg de retinol/mcg ca-

roteno utilizando cerdos. Se debe hacer notar aquí que se ha reportado 

(57,58) que el cerdo es menos eficiente que la rata en la conversión de 

caroteno aretinol hepático. 

Analizando ahora 	los resultados obtenidos para la digestibilidad 

de carotenós en maíz se debe hacer notar en primer lugar que para el cál- 

culo de este resultado tampoco afecta el error introducido en el análisis 

de carotenos en maices al asumir que toda la franja de carotenos es beta-

caroteno. Esto se debe a que en el análisis de haces se utilizó el mismo 

tipo de columna que se usó en el análisis de maices. Por tanto, ].a fran-

ja eluida como carotenos en ambos casos debería contener los mismos com- 

puestos,eliminando así el error. Se óbserva que las digestibilidades mos-

tradas por todas las ratas son muy similares, y que los promedios de gru-

po por dieta son prácticamente iguales. Para comprobar esto estadística-

mente se hizo un análisis de varianza trabajando las cuatro dietas como 

dos factores (calidad de proteína y cantidad de carotenos) a dos niveles, 

con un diseño completamente al azar (Se puede observar el.ANDEVA en el 

apéndice C). Como se esperaba, ninguna dieta mostró diferencia significa 

tiva del resto. Esto es, la digestibilidad de los carotenos del maíz no 

se vió afectada por la calidad de proteína de la dieta ni por la cantidad 

de carotenos presentes en la misma. Esto está en concordancia con lo en- 

contrado por Johnsán y Baumann (57), que reportan que el nivel de dósis 
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de carotenos no afecta el % de excreción en heces. Por otro lado los por-

centajes de digestibilidad reportados en el presente experimento son eleva-

dos de acuerdo a lo reportado por otros autores (57,59). Debe notarse sin 

embargo que en la digestibilidad calculada en este experimento los anima-

les experimentales se encontraban totalmente depletados de vitamina A, lo 

que puede explicar la asimilación tal alta de carotenos que se observó. A 

pesar de la digestibilidad elevada mostrada por los grupos de ratas expe-

rimentales, la potencia de vitamina A calculada a base de reservas hepá-

ticas resultó en él rango esperado. Esto sugiere que una buena parte de 

los carotenos asimilados fue utilizada inmediatamente para llenar las ne-

cesidades básicas del animal, dejando una cantidad menor para reservas he-

páticas. 

En la tabla 6.12 se observa que las digestibilidades de materia seca 

de las cuatro dietas de maíz resultaron altas e iguales entre sí. Esto 

está en total acuerdo con lo encontrado para las digestibilidades de ca-

rotenos. 

El beneficio obtenido al suplementar el maíz con lisina y triptofano 

queda mostrado observando las eficiencias alimenticias obtenidas durante 

la semana de repleción con las dietas de maíz suplementado. Estas efi-

ciencias son mucho mejores que las obtenidas con las dietas de maíz nor-

mal, y similares a las obtenidas con las dietas estandar. 

En otro análisis estadístico efectuado para evaluar el rendimiento 

de las cuatro dietas experimentales se realizó un análisis de varianza 

utilizando los valores de reservas hepáticas obtenidos para dichas die-

tas. Este análisis de varianza simplemente trata de evaluar qué dieta 

causó un nivel mayor de reservas hepáticas en la rata evidenciando así 
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una mayor capacidad de conversión de carotenos a retinol hepático. La 

explicación del análisis estadístico efectuado se encuentra en la sec- 

ción de diseño experimental y en el apéndice C. Sin embargo es necésa-

rio'aclarar las bases sobre las que se efectué el bloqueo de los•trata-

mientos. Como se indica en la sección de métodos, antes del período de 

repleción se reordenaron las ratas utilizando como criterio la eficien- 

cia de alimento de la semana anterior al inicio de repleción. Esto se 

debió a que experimentos previos realizados por el autor mostraron una 

correlación-1 entre la eficiencia de alimento y el nivel de reservq,s.hepá-

ticas de la rata. 

En ese entonces, la mejor variable con que se contaba para bloqueo 

era la misma eficiencia alimenticia. Sin embargo, una vez sacrificadas 

las ratas y obtenidos los resultados, se pensó que el bloqueo debería 

hacerse utilizando la digestibilidad mostrada, ya que las ratas con ma-

yor digestibilidad de carotenos deberían de tener una mayor reserva hepá-

tica de vitamina A. 

Se efectuaron dos análisis estadísticos, uno para cada variable rela- 

cionada con el retinol hepático (mcg/g y mcg totales). Los resultados de 

ambos análisis se presentan en el apéndice C. Los dos análisis de varian-

za muestran los mismos resultados, por lo que sólo se discutirá aquí el 

resultado del primero (reservas hepáticas expresadas como mcg/g (tabla 

C 7.1).). Se observa en primer lugar en la fila 1 que la variación debi-

da a bloques no resultó significativa. Sin embargo haciendo un análisis 

de eficiencia de bloqueo segGn la fórmula indicada por Bernard (61) se 

encontró que la estimación del error experimental hubiera sido igual si 
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se trabajara en un diseño completamente al azar. De los tratamientos se 

observa que la variación debida al tratamiento C es altamente significa-

tiva, lo que indica que el sexo de las ratas influye grandemente en el ni-

vel de reservas hepáticas de los animales experimentales. Este resultado 

era notorio al analizar los datos Obtenidos y concuerda con lo reportado 

por Jaganathan y Patwardhan (46). La diferencia debida al tratamiento A 

resultó significativa, lo que indica que la suplementación de la proteína 

si aumentó significativamente las reservas hepáticas de vitamina A de la 

rata, debidas a-los carotenos del maíz. Se observa que ninguna de las va-

riaciones debidas a las interacciones entre factores resultó significati-

va, lo que indica que los tres factores actúan independientemente. Se 

puede entonces concluir de el andeva que el sexo de la rata influencia 

el nivel de reserva hepática no importando la calidad de proteína de la 

dieta o su contenido de carotenos. Por otro lado, la suplementación de 

proteína produce un aumento en las reservas hepáticas, no importando el 

sexo de la rata o el nivel de carotenos de la dieta. 

Observando los resultados de este análisis de varianza podría hacer-

se la siguiente pregunta: ¿Por qué en el cálculo de potencias de vitami-

na A no se mostró un aumento significativo debido a la suplementación 

de la proteína del maíz y en este análisis de varianza s12. La respues-

ta es fácil de dar: como se indicó anteriormente, en el cálculo de poten-

cias de vitamina A el efecto de la variación entre sexos de ratas resul-

tó en un-intervalo de confianza muy amplio, lo que no permitió detectar 

diferencias significativas. En este segundo análisis de varianza se con-

troló la variación producida por el factor sexo, eliminándola de el error 
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experimental. Esto permitió que la diferencia producida por calidades 

de proteína fuera significativa. 

Hasta ahora no se ha comentado nada sobre los valores de niveleS 

séricos de vitamina A mostrados por las ratas colocadas en dietas de re- 

pleción. Este valor no fue utilizado para hacer comparaciones estadís-

ticas entre dietas. Mas bien fue utilizado para comprobar la eficien- 

cia de la dieta en restablecer los niveles de vitamina A adecuados. El , 

nivel serico de vitamina A da una indicación de el estado nutricional 

del animal" respectoa ese nutriente. Un nivel menor que 20 mcg retinol/ 

decílitro de suero se considera deficiente (49). .Todas las dietas de re-

pleción, excepto la dieta II a base de maíz, lograron restablecer a las 

ratas a sus condiciones normales, como se muestra en la tabla 6.5. Ob- 

servando los promedios de nivles séricos separados por sexo para cada .  

grupo se obtienen conclusiones interesantes. Los niveles séricos de los 

machos son en promedio más altos que los de las hembras. Por otro lado, 

las reservas hepáticas muestran un comportamlento inverso. Se puede dar 

entonces la siguiente explicación: los requerimientos de vitamina A de 

10:1s machos para cubrir sus funciones metabólicas básicas son mayores que 

para las hembras debido talvez a su mayor tamaño. Entonces de toda la 

vitamina A ingerida (ya sea como retinol o caroteno) las ratas macho uti-

lizaron una buena parte para satisfacer su metabolismo básico, y el resto 

lo dejaron para reservas hepáticas. 

Como las hembras requieren menos vitamina A sus reservas hepáticas 

son mayores. Los niveles séricos de vitamina ..A mayores para los machos 

concuerdan con la idea de una mayor utilización de esta vitamina A en su 

metabolismo. Más aún, cuando la ingesta de vitamina A es elevada (como 
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en la dieta estandar 0.4) el metabolismo básico es cubierto fácilmente y 

las reservas hepáticas de los machos logran subir entonces a un nivel 

igual o mayor que el de las hembras (comparese para esto las reservas 

hepáticas totales de machos y hembras en las dietas estandar 0.2 y 0.4) 

(Ver tabla 6.8). 

. Otra relación interesante que se deduce de los resultados se obtiene 

al observar la tabla de digestibilidad (Tabla G.U). En la primera colum- 

na de cada grupo se presenta la cantidad de carotenos ingerida por las ra-

tas de cada dieta:--Se.observa que las ratas de las dietas 1 y III (de ni-

veles altos de carotenos) ingirieron una mayor cantidad de carotenos (ló-

gicamente). Sin embargo las reservas hepáticas de estas ratas no fueron 

significativamente mayores que las de las ratas alimentadas con dietas ba-

jas en carotenos, según lo demuestra el análisis dé varianza mostrado en 

el apéndice C. Esto sugiere que debido a la necesidad de satisfacer sus 

necesidades básicas de vitamina A, las ratas que ingirieron menor canti-

dad de carotenos en sus dietas lo transformaron con más eficiencia a vi- 

tamina A. Lsto resulté en una reserva hepática de vitamina A. 	Esto re- 

sUl té en una reserva hepática de vitamina A similar para los cuatro gru-

pos. 

Para terminar esta discución de resultados, se debe señalar que la 

determinación de carotenos en las muestras de suero e hígados no resul- 

tó satisfactoria, y los resultados presentados se incluyeron únicamente 

a manera de información. El análisis químico utilizado para determinar 

retinol sérico y hepático no es el más adecuado para determinar carote-

noides en estas muestras. En primer lugar no se hace ninguna separación 

de contaminantes, y es muy posible que la lectura que se obtenga a 460 
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nm sea debida a alguna otra sustancia presente (incluso el retinol tiene 

un residuo de absorción a esta longitud de onda (60). Por otro lado las 

lecturas de absorbancia a esta longitud de onda son muy bajas y se ven 

fácilmente influenciadas por pequeñas contaminaciones en las microceldas, 

que son muy frecuentes. Los resultados de niveles de carotenos en sueros 

e higados obtenidos no presentan ninguna lógica, y esto es debido segura-

mente a las fuentes-de variación ya explicadas. Lo único que si se pue- 

de concluir con seguridad es que la concentración de carotenos en estas 

muestras eera muy baja. 





viri, CONCLUSIONES 

1. La suplementación del maíz coman con lisina y triptofano a concen-

traciones de 3.41 mg/g y 1,1 mg/g produjo un aumento significativo 

en la -disponibilidad de los carotenoides para ser transformados en 

retinol en reserva en el hígado, 

2. La suplementacidn ya mencionada también produjo una mejora signifi-

cativa en- la eficiencia de alimento de las dietas elaboradas con di- 

cho maíz suplementado, 

3, Dicha suplementación no tuvo ningún efecto sobre la digestibilidad 

de los carotenoides contenidos en el maíz, 

4, Las potencias de vitamina A de los maíces normal y suplementado fue-

ron: normal: 1.1210.68 mcg retinol/ g maíz; suplementado: 1.44±69 

mcg retinol/g maíz. 

5. Las potencias de vitamina A de los carotenos contenidos en dichos 

maíces fueron:. normal: 0,150±0.91 mcg retinol/mcg de caroteno; su-

plementado: 0193±0.093 retinol/mcg de caroteno. Dichos valores con- 

cuerdan con otros reportados. 

6. La disgestibilidad de carotenos en maíz no se ve afectada por el ni-

vel de éstos en la dieta. 

7. El nivel de carotenos en la dieta afectó la eficiencia de transfor-

maci6n de éstos a vitamina A. Las ratas con dietas bajas en caro- 
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tenos a pesar de haber tenido una ingesta menor de carotenos presen-

taron reservas hepáticas shmilares a las de las ratas alimentadas 

con dietas altas en carotenos, 

8. Las reservas hepáticas de vitamina A de las hembras resultaron mayo-

res que las'de los machos, pero en los niveles séricos de vitamina A 

ocurrió el caso contrario. Esto sugiere que los niveles de vitamina 

A y carotenos administrados en las dietas no fueron suficientes en 

los machos para obtener una reserva hepática plena, y gran parte de 

los carotenos ingeridos se utilizó para satisfacer las necesidades 

básicas de las ratas. 



IX, RECUMENDACIONES 

En base a la experiencia adquirida en la realización del presente ex-

perimento, se hacen las siguientes recomendaciones para la realización 

de experimentos de este tipo en el futuro,  

	

1, 	Disminuir el tiempo de depleci6n al mínimo utilizando los si- 

guientes recursos: 

a) ratas madres alimentadas con dieta baja en vitamina A duran-

te el periodo de lactancia de las ratas experimentales. 

b) dietas de depleci6n con alto contenido de proteína de ópti-

ma calidad. 

2. Utilizar en el experimento ratas del mismo sexo, con un número 

de repeticiones lo más elevado posible por grupo. 

3. Elaborar la dieta problema con niveles de dósis separados equi-

distantemente. 

Como recomendaciones para investigaciones adicionales se plantean 

los siguientes temas: 

1, Elaborar una curva de depleci6n de las ratas mostrando el tiem-

po óptimo para la repleción, 

2, Determinar el límite de detección del método de cuantificación 

de vitamina A en hígado. 

	

3. 	Determinar el efecto de las condiciones ambientales sobre los 

procesos de depleción-repleción de vitamina A de la rata. 
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4. Determinar la digestibilidad de carotenos en maíz en condiciones nor-

males (ratas no depletadas), 

5. Determinar el efecto de la complementacidn de maíz con frijol (o al-

gtln otro grano) en la disponibilidad de carotenoides, 

b. Estudio de disponibilidad de carotenoides del maíz en otros animales 

(por ejemplo monos). 
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APENDICE A 

Métodos de análisis utilizados en la presente investigación 

A.1 Análisis de carotenoides en maiz (métodos AOAC nümeros 43,018 a 

43.023 (1981)) 

Extracción: 

Se muele la muestra hasta pasar por tamiz No, 40, Se pesan 4 gramoS 

de muestra-déntro de un balón aforado de 100 ml. Se pipetean 30 ml del 

extractante (hexano-acetona-etanol absoluto-tolueno (10+7'4-6+7) y se agi-

ta por un minuto. Se pipetean 4 mi de KOH metanólico al 40% dentro del 

balón, se agita por un minuto y se coloca en un baño a 56 C por 20 minu-

tos, Se adhiere al balón un condensador para evitar pérdida de solvente. 

Se enfría la muestra y se deja en la oscuridad por 1 hora, Se pipetean 

30 ml de hexano dentro del balón, se agita y se lleva a volumen con so-

lución acuosa de sulfato de sodio al 10%. Se agita vigorosamente y se 

deja en la oscuridad por 1 hora, antes de la cromatografía. 

Cromatografía: 

La colunina cromatografica debe ser un tubo de vidrio de 1 cm. de diá-

metro y 30 cm, de largo, con llave para controlar el flujo. En el fondo 

de la columna se coloca lana de vidrio y encima se deja caer la tierra 

adsorbente (mezcla de óxido de magnesio activado y Hyflo Super-Cel (1+1)) 

hasta formar una capa de 12 cm. Se le aplica vacío a la columna para 

compactar la tierra y se aplana la superficie con una varilla de vidrio. 

Se coloca encima una capa de 2 cm. de sulfato de sodio anhidro. 



- 78 - 

Se transfieren 15 ml del extracto a la columna y se aplica vacío para 

forzar su paso. Se eluye la franja de carotenos con hexano-acetona 9+1, 

y la franja de xantofilas con hexano-acetona-metanol 8+1+1. Los eluyentes. 

se  recogen en un balón aforado de 10 mi. y se llevan a volumen con la so-

lución etuyente. Se lee la absorbancia de la solución de carotenos a 436 

DM y la de la solución de xantofilas a 474 nm. Se obtiene el factor de 

corrección del aparato leyendo una solución 0.04 mil de sudan 1 a las lon-

gitudes de onda descritas. 

Cálculos: 	- - 

La solución de sudan deberá leer 0.561 a 474 nm y 0.460 a 436 nm. El 

factor de corrección f se obtiene dividiendo la lectura esperada por la 

lectura obtenida, para cada longitud de onda. La concentración en mg/g 

se obtiene de la f6-nnula: 

C = (Axfx50) / (Exg) 

donde A es la_absorbancia de la muestra a 436 nm según se esté calculan-

do carotenos totales expresados como beta-caroteno o la absorbancia a 

474 si se calcula. xantofilas totales expresadas como luteina. f es el 

factor de corrección, E es la absortividad (196 para beta-caroteno y 236 

para luteina). g es el peso de la muestra en gramos, 

A,2 Método para cuantificar carotenos en heces: 

Extracción: (adaptación de Nozenko (52) ) 

Se pesa 1 g de heces secas y 2 g de sulfato de sodio anhidro y se ma-

ceran juntos en un mortero. Dei. macerado homogeneo se toma una alícuota 

de 1.5 g y se coloca en un frasco mediano de boca ancha. Se adiciona 1 

g de arena y se agregan 25 ml de Me011/eter de petroleo (p.e. 60-80) 1:1 
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(v/v). Se sella y se coloca en aparato de agitación por 5 minutos. Se 

decanta el sobrenadante a un matraz de 50 ml, Se repite la extracción con 

porciones de 15 y 10 ml por 10 minutos, juntando todos los extractas. Se 

adiciona 4 ml de KOH metanolico al 40% y se coloca la muestra en baño tér-

mico a 45 C por 10 Min. Se transfiere a ampolla de decantación y se agre-

ga agua para separar las capas. El agua separada se transfiere a otra 

ampolla de decantación y se extrae con porciones de 10 ml. de eter de pe-

troleo hasta obtener extracto incoloro. Se juntan todos los extractos ete-

reos y se lavail con porciones de agua destilada hasta obtener un agua de 

lavado neutra. 	Se evapora el extracto etereo con nitrogeno en un reci- 

piente adecuado. Los residuos de humedad son evaporados adicionando un 

poco de etanol absoluto. 

Cromatografia: (método AOAC (1980) 43,021) 

El método de cromatografia es el mismo que el descrito para cuantifi-

cación de carotenos en maiz. El extracto de heces se recoge en el mínimo 

volumen de hexano y se transfiere a la columna, 

A.3 Cuantificación de retinol y carotenos en muestras de suero sanguineo 

e higado. (método original de Besey y Lowry (50) ). 

El suero debe separarse del coagulo sanguineo por centrifugación en 

frío. El higado se macera en glicerol-agua 141 (v/v1. 

Se colocan 200 microlitros (mcL) de muestra en un microtubo y se agre-

gan 200 mcL• de KOH IN (se prepara KOH acuoso IIN y se diluye en el momen-

to 1 ml de solución con 10 ml de etanol absoluto). Se agita en Vortex 

por 10 seg. Se coloca la muestra en baño térmico a 56 C por 20 Min, Se 

deja enfriar y se adiciona extractante (Xileno-keroseno 1+1 (v/v). 	Los 
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reactivos deben destilarse), Se agita en Vortex por 1 Min. Se centrifuga 

a 4000 rpm por• 10 Min. a 10 C. El sobrenadarte se transfiere a una micro-

celda y se lee a 328 nm. Para cuantificar carotenos se lee a 460 nm. Se • 

transfiere a tubo de vidrio y se irradia con luz UV por 35 Min, Se vuel-

ve a leer la muestra a 328 nm. La concentración en mcg de retinol/dl se 

obtiene de la fórmula: 

C - 	- Ai)x592x1,5 

donde A es la absorbancia a 328 nm antel-, de irradiar y Ai la absorbancia 

después de irradi-ar.' En el caso del bi.gado, el valor dado por esta fór-

mula se multiplica por 0,1 dL para obtener mcg de retinol, y se divide 

dentro del peso de muestra para obtener mcg/g, 

Para calcular la concentración de carotenos en mcg de betacamteno/ 

dL se usa la fórmula: 

C = Ax480x1.5 

donde A es la absorbancia a 460 nm. Para el cálculo de concentración he-

pática se procede de igual manera que con el cálculo de concentración de 

retinol. 



APENDICE B 

Método para el cálculo de Potencia de Vitamina A 

El método es descrito por C.I. Bliss y C, White en el capítulo 2 del 

libro The Vitamins vol VI por Gyorgy y Pearson (ed,) Segunda edición. 

Academic Press, 1967, New York. 

El método se aplica cuando la respuesta de un bioensayo es una fun- 

ción lineal del nivel de dosis. Las pruebas concurrentes de dos o más 

preparaciones que difieren sólo en el contenido de un ingrediente acti-

vo son aproximadas por lineas rectas que convergen en el intercepto cero 

dosis. Como la potencia de un desconocido relativa a un estandar puede 

ser entonces determinada de el radio de pendientes de sus lineas de do-

sis-respuesta, el ensayo se llama de radio de pendientes. El caso de la 

vitamina A es un caso especial porque la varianza de los datos de respues-

ta a un nivel de dosis dado, depende de ese mismo nivel de dosis, Más 

especificamente se tiene que la varianza en la respuesta es proporcional 

al cuadrado del valor de la dósis. 

En este caso se tiene que la mejor estimación de la pendiente de re-

gresión. es  el promedio de los radios y/x para cada observación: 

b0= Z(Y/x)  
N 

La varianza del error se estima de cada muestra como: 

S2  .:1(y2/x2) 220v /N  
N-1 

La varianza de la pendiente es: 
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V(bo) = 2 

La validez del método se prueba con un análisis de varianza ejecutado 

de acuerdo a lo mostrado en la tabla 8.1. En esta tabla se observa que la 

variación debida a las m pendientes se divide en las primeras dos filas 

enuna pendiente'promedio y la diferencia entre pendientes. Todos los k 

niveles de dósis para una preparación dada deben tener la misma frecuen-

cia f, pero ambos k y f pueden diferir entre preparaciones. Si la disper-

sión promedio de las medias de respuesta a cada x alrededor de las m pen-

dientes no es significativamente mayor que el cuadrado medio residual (va-

riación entre dósis), estos dos componentes son combinados en una varian-

za de error para el ensayo. 

Cuando el anAlisis de varianza confirma la validez de computar cada 

una de las m regresiones con intercepto en cero, la potencia relativa de 

cada desconocido en unidades codificadas puede ser computada del radio:" 

P = b2/b1 

donde bl es la pendiente para los estandar y b2 para el desconocido. Ca-

da potencia relativa es convertida a la potencia real multiplicando por 

el radio de los intervalos reales de dosis. 

La precisión de la potencia en unidades codificadas se mide conve-

nientemente mediante su intervalo de confianza. La precisión del radio 

calculado depende mucho de su denominador, en este caso, la pendiente 

del estandar, a través del término: 

bel 
C- 

be`-V(be)-12  

donde t es el valor de t de student con el nivel de significancia escogi- 

be  =pendiente de recta estandar 
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do. El intervalo de confianza viene dado por; 

XL = CP' + V (C-1) (CP' 2 	NL/N2  

Estas fórmulas y cálculos se aclaran un poco con el ejemplo del cál-

culo de potencia para los datos de este experimento. La disposición de 

los datos se muestra en la tabla 8.2. 

El análisis de varianza se muestra en la tabla 13.3. De este ANDEVA 

se desprende que la variación entre pendientes es significativa respec-' 

to a la variación entre dósis, y que la variación combinada de las medias 

de cada dósis alrededor de lás pendientes no excedit significativamente 

la variación entre ratas dentro de cada dósis. Estos dos eventos confir-

man la validez del ensayo. Se junta entonces la variación debida a la 

dispersión de medias y la debida a la variación entre dósis para obtener 

una varianza del error del ensayo. Con este dato se obtiene la varianza 

de la pendiente estandar V(be). Usando el valor de t con n.s. de 0.05 

(2.02) se calcula el factor de corrección C, y con este factor los inter-

valos de confianza. A continuación se muestran loS cálculos en detalle .  

Varianza Wdia: 8.410 GL. 41 	t2.05 = 4.0804 

V (be) = 8.410 
0.7008 

C= 	(12.508)2  1,0186 (12.508)1-07008-WIR04) 

Intervalos: 

a) Muestra mejorada: 

o.2513 X1,0186 	V(0.0186) t1.0186 (0,2513) 2  + 12 /1 6j 

= 0.2560-+ 0.1231 Adimensional 
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b) Muestra normal; 

0.1958 i 1.0186 + 
	

V (0.0186) (1.0186 X (0.1958) 2  + 12 /16) 

= 11.1994 4  0,1211 Adimensional 
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TABLA B.1 

Análisis de varianza para un ensayo de radio de pendientes 
con m regresiones cada una con k niveles de dósis igualmente 
espatiádos y f respuestas para cada dósis. Cada regresión 
con intercepto en cero y una varianza esperada. 

Fila 	 Término 	GL 
1 	Pendiente promedio 	1 
	

Y/X )  2 /N , Bo2c 

2 	Entre pendientes 	m-1 
	

Y/x)2 /  	Boc 	S2 

3 	Dispersión de medias mk-m 	IY)2/f x 2  3 	Bo2c - S2 

4 	Entre dósis 	 N-mk 
	

RESTO 

5 	Total 

6 	Error del ensayo 

N 
y  2/ )( 2 

2 2 2 
Y / X - Boc S2  

  

• 
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TAIMA 8.2 

Bioensayo de radio de pendientes usando reservas hepáticas 
como variable de respuesta, para dietas de maiz común y maiz 
suplementado con lisina y triptnfano, La reserva hepática 

dada en mcg de retinolig de hígado 

Respuesta a dósis 

Término E0 

y (por 

El 
_ 	- 

E2 Dli D12 D21 D22 Total 

rata) 0.4 7.8 23.2 1,0 1.6 0.5 1.8 
0'.2 8.3 21.4 2.3 2.8 2.3 1.3 
0.4 7.4 15.7 1.1 2.0 0,4 1.4 
0.3 13.7 28.3 1.4 2.2 1.1 1.4 
0.1 14.7 33.7 7.4 8.3 7.1 2.6 
0,5 14,7 44.7 6.3 f.3 5.0 4.3 

4.8 6.3 5,3 5.5 
3.5 7.4 2.3 6.6 

1.9 66.6 167,0 27.8 36.9 24,0 24.9 
804.36 5177.4 139,2 222,3 115.7 107,9 

1 2 1 1.64 1 1.64 
66.6 83.5 27.8 22,5 24.0 15.2 239,6 
739.3 1162.0 96.6 63.3 72.0 28.8 2162.0 
804.4 1294.3 139.2 82.6 115.7 40.1' 7476.4 

be = 150.1/12=12.508; bD1 - 50,3/16=3.1438; bD2 = X 39.18716 = 2.4488 

P'Dl = 3.144/12,508 = 0.2513 
17'D2 = 2,449/12.508 = 0.1958 
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TABLA B.3 

_Análisis de varianza para ensayo de radio de pendientes 
para muestran de 'naiz coman y maíz suplementado 

(Datos de tabla 13.21 

Fila Término S(' F 

1 Pendiente promedio 1 1304.51 1304.51 
2 Entre pendientes 2 827,06 413,53 50** 3 Dispersión de medias 3 30,44 10,15 1.2 4 Entre dósis 38 314.35 8,27 

5 Total 44 2476.36 
6 Error del ensayo 41 344.79 8.41 
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APENDICE C 

Análisis de varianza efecdtuados en el análisis estadístico 
de el presente trabajo de investigacón 

Tabla C 6.1 

Andeva realizado para probar el modelo de regresión 
realizado entre las variables 

nivel retinol en dieta-reserva-hepática de retinol 

Fila 	Fuente de Variación 	GL 	'SC 	CM 

1. Total 	 19 	3061,21 
2. Regresión 	 1 	- 2430,60 	2430.6 	69.4** 
3. Error 	 18 	630.61 	35.0 

* * significativo con nivel de significancia menor-que 0.001 

Tabla C 7.1 

Andeva de el modelo estadístico utilizado 
para comparar las cuatro dietas elaboradas a base de maiz 
en base a.la variable de respuesta: retinol hepático 

expresado como mcg retinol/g de higado 

Fila Fuente de Variación GL SC CM 

1.  Bloques 3 12,898 4,299 0,94 
2.  Tratamientos 7 401.569 57.367 12.61** 
3.  Trat, A (proteina) 1 20.104 20.104 4.42* 
4.  Trat. B (caroteno) 1 8,052 8.052 1.77 
5.  Trat, C (sexo) 1 364,833 364.833 80.18** 
6.  Interacción AB 1 5.397 5.397 1.19 
7.  Interacción AC 1 3,693 3.693 0,81 
8.  Interacción BC 1 0,076 0.076 0.02 
9, Interacción ABC 1 3.015 3.015 0.66 
10.  Error de muestreo 61 31.467 0.516 
11.  Error residual 21 95,551 4.550 

12.  Total 92 541.485 

significativo con n.s. 0,05 
** significativo con n.s. 0.01 
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Tabla C 7.2 

Andeva de el modelo estadístico utilizado 
para comparar las cuatro dietas elaboradas a base de maiz 
en base a la variable de respuesta: retinol hepático 

expresado como mcg retinol total en el hígado_ 

Fila Fuente de Variaciein GL SC CM F 

1.  
2.  

Bloques 
Tratamientos 

3 
7 

.570,072 
17513.270 

190.024 
2501.096 

0,59 
7.77** 

3.  Trat. A (proteína) 1 1610.517 1610.517 5.00* 
4.  Trat. B (Caroteno) 1 281..181 282.181 0,87 
5.  Trat, C (sexo) 1 15275,879 15275,879 47,43* 
6.  Interacción AB 1 159,401 159.401 0,50 
7.  Interacción AC 1 329.802 329.802 1.02 
8.  Interacción BC.  1 17.446 17.446 0.05 
9.  Interacción ABC 1 75.276 75.276 0.23 
10.  Error de muestreo 61 2380.223 39.020 
11.  Error residual 21 6763.468 322.070 

..... 	. 
12.  Total 92 27227.033 

Significativo con n.s, 0.05 
Significativo con n.s. 0.01 



APENDICE D 

Unidades para definir actividad de vitamina A 

Nota aclaratoria: A lo largo de la historia de la investigación sobre vi-
tamina A se han utilizado distintas unidades de medida para definir el con-
tenido de vitamina A de un alimento dado. Se puede crear confusión al leer 
literatura de distintas épocas, ya que se encontrarán una serie de términos 
distintos para definir la misma cosa, En este apéndice se transcriben mate-
riales aclaratorios sobre estas unidades de medida de actividad de vitamina 
A, 

Los siguientes párrafos fueron extraídos de: Roels, O,A. "Standarization of 
Vitamin A Activity". en "The Vitamins" second edition, Volume I, Sebrell, 
W.H. F, R.S. Harris (ed.) Academic Press, 1967, New York. 

"En los primeros años de estudio de vitamina A había una gran confusión 

concerniente a la actividad exacta de la vitamina, ya que estaban disponi-

bles pocas preparaciones puras de vitamina A o provitaminas A. Eran nece-

sarias pruebas biológicas para determinar la actividad de las vitaminas, y 

era difícil obtener resultados reproducibles cuando se comparaban datos 

obtenidos en diferentes laboratorios." 

"Los primeros trabajadores en el área trataron de comparar la activi-

dad biológica de varios extractos o preparaciones de vitamina A disponi-

bles y crearon una medida común de actividad biológica de vitamina A lla_ 

mada la unidad internacional (UI)". 

'Esfuerzos tempranos para estandarizar la actividad fueron realiza-

dos por la Conferencia sobre Estándares de Vitaminas realizada en Génova 

en 1931 bajo los auspicios de la Liga de Naciones," 

"En 1960 el Comité Experto sobre Estandarización Biológica de la Or-

ganización Mundial de la Salud (0,M,S.) redefinió la unidad internacio-

nal para vitamina A como la actividad de 0,000344 mg de todo trans ace-

tato de retinol puro. Similarmente, este comité ha designado la unidad 
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'internacional para provitamina A como la actividad de 0,0006 mg de todo 

trans- beta-caroteno puro", 

El siguiente párrafo fue extraído de: Underwood, B.A. "k,Itamin A in Ani-
mal and Human Nutrition", en "The Retinoids" vol, I, Academic Press, 1984. 
New York. 

»Aunque una base de peso es la unidad preferida para expresar el valor 

de vitamina A de las dietas, se necesita una terminología diferente para 

expresar el valor nutricional o biológico para distinguirlo del valor quí-

micamente determinado. La unidad escogida por un comité experto conjunto 

de la Organización de Alimentos y Agricultura y la Organización Mundial 

de la Salud fue "equivalentes de retinol".(RE) (FAO/WHO. 1967). Esta no-

menclatura fue subsecuentemente adoptada por el Reino Unido y el Consejo 

Nacional de Investigación de los Estados Unidos. La terminología de equi-

valente de retinol es puramente un concepto dietético. Toma en cuenta la 

eficiencia promedio de conversión de carotenoides a retinol (1/2 betaca-

roteno + 1/4 otros carotenoides) y su absorbabilidad promedio (1/3 de los 

carotenoides totales). El retinol se asume como totalmente disponible so-

bre una base de peso. Por tanto, las dietas son evaluadas sobre la base 

de sus equivalentes de retinol donde se aplican las siguientes definicio-

nes: 

1 RE = 1 mcg retinol 

= 6 mcg de beta-caroteno 

=12 mcg de otros carotenoides provitamina A. 

Expresado en términos de beta-caroteno en comidas entonces, 1 mcg de 

beta-caroteno = 0.167 RE (que puede también ser proveído por 0.167 mcg 

de retinol). Para otros carotenoides provitamina A, 1 mcg de otros ca- 
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rotenoides = 0.083 RE (que puede tambial ser proveído por 0.083 mcg de re-

tinol), Para evaluar dietas, por lo tanto, se aplica la siguiente fórmu-

la: Equivalentes de retinol =mcg retinol + mcg beta-caroteno x 0,167 + 

mcg otros carotenoides provitamina A x 0.083. Para comparación con valo-

res en la literatura antigua, los valores equivalentes de UI de retinol 

pueden ser -calculados multiplicando los valores de RE por 3.33". 
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