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RESUMEN

Se estudid el efecto de la suplementacién de lisina y triptofano al
maiz comiin 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 periodo ae deplecidn con una dieta libre de
vitamina A. Se sacrificé un grupo de ratas al inicio del periodo de de-
plecién, a los 37 dias del mismo periodo y a los 67 dias para mantener
un registro de la disminucién de los niveles sericos y hepétiéos de vi-
tamina A del conjunto de ratas. Una vezAcomprobada la deplecidén de las
ratas se inicid unperiodo de replecién que duré 7 dias. En este perio-
do se asigné 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; 1la segunda
dieta con nivel de carotenos mis bajo (0.412 mg caroteno/100 g)debido a
la adicién de una fraccidén de maiz blanco y proteina normal; la tercer
dieta con el mismo nivel de carotenos altos,-pero con suplementacién de
lisina (310 mg/100 g) y triptofano (100 mg/100g) y la Gltima dieta con.
el mismo nivel de carotenos bajos pero con la misma suplementacién men-
cionada. Se colectaron heces durante el periodo de replecién para cuan-
tificar los carotenos presentes y calcular luego su digestibilidad. Al
final del periodo de replecidn se sacrificaron las ratas para determinar

niveles sericos y hepdticos de retinol. Con el nivel de retinol hepati-

%



co se calculé 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 hepiticas del grupo de ratas con die-
ta TIT mostré un aumento significativo respecto a los otros grupos. Esto
indica que la suplementacién si aument8 la deposicidn de carotenos como
retinol. Las ratas hembras mostraron una mayor reserva hepdtica, pero
niveles sericos mis bajos respecto a los machos. La disgestibilidad de
los carotenos de las cuatro dietas fue similar, obteniéndose un valor pro-

medio de absorcién 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 publicé una
lista de 74 paises y territorios donde se consideraba que la hipovitamino-
sis A era un problema de salud pfiblica (5). En ese entonces se estimé en
100,000 el nimero de casos de ceguera derivada de xeroftalmia aguda (en-
fermedad carencial por deficiencia de vitamina A) anuales, y en un millén
el nimero de casos no agudos (6), Encuestas mds recientes indican que s6-
lo en Asia un cuarto de millén 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 ¢l problema de hipovitamino-
sis A era muy serio. Se encontré por ejemplo que uno de cada tres nifios
de edad preescolar en el drea rural tenia niveles de vitamina A debajo
de lo considerado normal. Esto motivé al INCAP a desarrollar el progra-
ma de fortificacidn con vitamina A para tratar de contrarestar el proble-
ma. Luego de varias investigaciones se decidié que el alimento adecuado
para la fortificacién era el aziicar, y se inicid asi el programa de for-
tificacién de este alimento (9). Los resultados obtenidos fueron muy
buenos (10) y todos los paises centroamericanos emitieron leves para que
el programa se efectuara a gran escala.

En 1979 las industrias azucareras presentaron resistencia al progra-



ma de fortificacidon debido a la baja del precio del azlicar y al aumento
del precio de la vitamina A. Panamd interrumpié su programa y Guatemala
y Honduras lo sostuvieron en pequena escala. En la actualidad el progra-
ma de fortificacién del azicar practicamente ha dejado de funcionar (2).

La OMS enumerd una serie de medidas a tomar para combatir la hipovi-
taminosis A. La aplicacién de una u otra medida dependerd de las cir-
cunstancias particulares del problema. Las medidas a aplicar pueden ser
(2): distribucién de dosis masivas, enriquecimiento de alimentos (méto-
do que probé ser muy eficaz en Guatemala pero que lamentablemente ha ce-
sado) programas educativos para la poblacién, atencifén primaria de salud,
programas de rehabilitacién nutricional y la promocién de horticultura
y actividades productivas afines.

Esta iltima técnica de intervencién es de particular ayuda en paises
eminentemente agricolas como lo es Guatemala. Ya se ha iniciado un pro-
grama de nutricidn 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 regién. Debe ademis 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 composicién de alimentos en lo que respec-
ta al contenido de vitamina A, FEsto se basa en descubrimientos recien-

tes de que métodos tradicionales para la cuantificacién de carotenoides,



como el método de la ACAC (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 promocién. Se debe
buscar ademds otras fuentes no tradicionales Gtiles por su abundante pro-
duccién y consumo adecuado en ciertas areas rurales (2),

El maiz es el alimento bdsico para la mayoria de la poblacién de Amé-
rica (14-16). Se han desarrollado un sinfin de razas y variedades de don-
de es posible seleccionar aquellas que sirvan mejor a los objetivos que
se deseen lograr (14), El consﬁmo de mafz en Guatemala es elevado, y es
de mucha importancia el hecho de que los nifios preescolares, el sector
poblécional mayormente afectado por la hipovitaminosis (8,9), consumen
en su dieta el 30% en peso de maiz (17).

El maiz contiene una cantidad de provitamina A en forma de beta-
caroteno. Se plantea entonces la interrogante: si el maiz contiene vi-
tamina A y es consumido en altas cantidades en Guatemala y América Lati-
na, (por qué en esta regidn del hemisferiolla carencia de vitamina A es
un problema tan grande? Se puede presentar dos respuestas a esta inte-
rrogante: en primer lugar, el tratamiento al que es sometido el maiz an-
tes de ser ingerido es bastante drdstico, 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 maiz. Se ha encontrado (18) que
en la elaboracién de la fortilla se pierde un 40% de los carotenos. La
segunda respuesta concierne a la calidad del maiz ingerido. No todas

las variedades de maiz contienen provitamina A, y no en todas este com-



puesto esti igualmente disponible, En Guatemala se presenta un consumo
elevado de maiz blanco, variedad que no contiene vitamina A en lo mds mi-
nimo.

Se ha investigado bastante el contenido de carotenoides del maiz u-
tilizando métodos quimicos, pero si se desea conocer la vgrdadera activi-
dad de vitamina A de estos, se hace necesario utilizar métodos bioldgi-
cos (40). Estos métodos toman en cuenta eficiencias variables en absor-
cién, conversién y utilizacién 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 sc¢ adectia es
el de promover el cultivo y consumo de alimentos vegetales ricos en vi-
tamina A. Uno de estos alimentos bien puede ser el maiz, por lo que su
potencial de vitamina A debe ser adecuadamente determinado, Para apro-
vechar al miximo-esta fuente de vitamina A se debe ensefiar a la gente
la forma de consumir el maiz de manera que ia pérdida de vitamina sea
minima. Ademds se debe buscar formas de aumentar la disponibilidad de
los carotenos y fomentar el uso de variedades mds ricas en estos com-
puestos, no s6lc por su mayor contenido de carotenos sino por Su mayor

biodisponibilidad.



I1. ANTECEDENTES

A. Vitamina é_z carotenoides

Vitamina A es un témmino genérico que se aplica a todos los compues-
tos que tienen actividad bioldgica de vitamina A, Incluye los compuestos
de retinol y los carotenos convertibles en retinol, Este ltimo es el
verdadero compuesto con actividad bioldgica, pero los carotenos son fé-
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 4dtomos de carbono. Alrededor de 400 carotenoides han
" sido aislados e identificados a partir de plantas, animales y micro-organis-
mos. Una clasificacién Gtil 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 investigacidn, pertenecen
aproximadamente 20 compuestos, Entre estos, los mds 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') producird dos molé-
culas de retinol. En el resto de carotenoides activos sdlo uno de los
lados de l1a molécula representa una molécula de retinol. Es por ello que

al beta-caroteno se le asigna el doble de actividad bioldgica que al res-



to de carotenoides (21).

Por otro lado, los carotenoides con actividad biol6gica no llegan a
tener nunca la actividad del retinol, que es el verdadero compuesto ac-
tivo, Esto es debido a dos razones: primero, la absorcién de carotenoi-
des en el intestino es mas baja que la de retinol (30% a 60% para los
primeros: 75% para el G1timo); segundo, la enzima encargada de romper
los carotenoides para transformarlos a retinol no actiia con 100% de efi-
ciencia como es de esperar, Esta enzima es una oxigenasa que actda a
nivel de la mucosa intestinal (20,22),

Una revisién de nomenclatura en 1965 (23) establecido que el término
retinol deberia de usarse para indicar el alcohol de vitamina A, y que
el témino vitamina A incluiria todos los compuestos con posible activi-
dad bioldgica. Para trabajar con las mdltiples 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 bioldgica de los carotenoides, aunque luego se encontrd que esta
actividad no era propia del compuesto en si, sino del alimento donde el
compuesto estuviera contenido (20,24).

Otro descubrimiento que suscitd interés en la década pasada fue la
existencia de una proteina acarreadora del retinol en el plasma, Aqui
el retinol es enlazado a la proteina enlazante de retinol (RBP por sus
siglas en ingles) para poder ser transportado. Se encontrd luego que
el metabolismo de la vitamina A involucra varios tipos de proteinas,

sin las cuales no puede ser utilizada (2,20,22).



Aparte de la proteina de enlace de retinol (RBP), se cncontrd que el
retinol intracelular se encontraba unido a otra proteina, la cRBP (c por
celular), completamente distinta, Se descubrié ademids que luego de ser
transportada a su destino final, la vitamina A no se encuentra libre en
soluci6én en las celulas donde serd usada; mds bien se encuentra unida a
proteinas celulares especificas, enzimas o agregados ricos en lipidos y
membranas (20). Esto demostrS que el metabolismo de la vitamina A pre-
senta una interrelacién con una diversidad de coﬁpuestos y que para estu-
dios nutricionales se debe estudiar no sdlo el contenido de vitamina A de
los alimentos, sino sus otros componentes,

1. Factores (due afectan la utilizacibén de vitamina A.

Se ha enumerado una serie de factores que pueden influenciar la
buena utilizacién de vitamina A (19):
i. Adecuacién de ingesta de protefnas: como ya se ha menciona-
do, existe una estrecha relacién entre el metabolismo de la
vitamina A y el metabolismo de proteinas, Ademds de funcionar como trans-
portadores internos, las proteinas ayudan a la buena absorcién de la vita-
mina A en el intestino, Una ingesta no adecuada de proteinas de buena ca-
lidad obstaculizard la absorcién de la vitamina A (25). La presencia de
cantidades de proteina entre el 20 y el 40% de la dieta ayudan a la forma-
cidén intracelular del retinaldehido a partir de caroteno (20).
T Forma fisica de la vitamina A: la forma fisica de una db-
sis oral de vitamina A influenciard su velocidad de absor-
cién. Los estudios han revelado que las preparaciones acuosas de vita-

mina A son mejor absorbidas que las oleosas,




iii. Influencias de la vitamina C; los estudios sugieren que las
concentraciones altas de vitamina C en la dieta disminuyen
la deposicién de vitamina A en el higado. En animales que sintetizan vi-
tamina C, como la rata; existen datos conflictivos en cuanto al papel de
esta vitamina como reductora de los sintomas de hipervitaminosis A (2).
iv, Papel de la vitamina E: Los efectos antioxidantes de la vita-
mina E pueden ser benéficos para la absorcién de la vitamina
- A (19,20). En animales experimentales la vitamina E aumenta la absorcitn
intestinal y el almacenamiento en el higado de las vitaminas (28).
v. Antagonismo de la vitamina K: experimentos con ratas indican
que cantidades excesivas de vitamina A aumentan el tiempo de
cicatrizacién, lo que indica un posible antagonismo con la vitamina K
(29).
vi. Interrelaciones de minerales: la hipovitaminosis A estd fre-
cuentemente relacionada con anemia en los nifios mal nutridos
y la correccién 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 relacién de antagonismo de
la vitamina A con el calcio. Finalmente se ha estudiado una posible re-
lacién de vitamina A con zinc, en la que este iltimo ayudaria a mejorar
los niveles séricos de la proteina,

2 Requerimientos de vitamina A de la rata, Los requerimientos

de vitamina A para las ratas han sido estudiados mé&s que para
otros animales, El valor final recomendado depende de el estandar em-

pleado, ya sea niveles sanguineos, hepdticos, crecimiento o longevidad.



Considerando los estudios efectuados se estima que con 30 mcg de retinol
por kilo de peso por dia se obtienen animales de crecimiento normal (21).
Sin embargo, otros estudios muestran que con dietas conteniendo el doble
0 el cuadruple de esta vitamina, la longevidad y el periodo 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 afios atrds, Ellos probaron concentrados cru-
dos de vitamina A en ratas y ratones, Grandes dosis orales producian
pérdida de cabello, adelgazamiento y paralisis, con advenimiento de muer-
te después de varios dias o semanas (30). Otros estudios sobre hipervi-
taminosis A en ratas corroboran los resultados de serios trastornos fi-
sioldgicos (31-33),

B. EL Mafz

El maiz ha.sido desde tiempos muy remotos el principal alimento en
la dieta de los émericanos. En estos paises y en otros de Asia se ob-
servan ingestas tan altas como 350 g por persona al dfa (14). En el
drea de Centroamérica se observa que en paises como Guatemala, E1 Salva-
dor y Honduras el maiz constituye la principal porcién del alimento inge-
rido en el area rural, siendo asi el mds importante proveedor de nutrien-
tes en la dieta (8).

La tabla 2.1 muestra la composici6n quimica de dos tipos de maiz en
Guatemala. El alto contenido de carbohidratos hacen del maiz una fuente
excelente de energia. Por otro lado se tiene un bajo contenido de pro-
teina total, con deficiencia en dos aminodcidos esenciales: lisina y trip-
tofano, La ingesta de una dieta basada en maiz como fuente de proteinas

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

Composicién quimica proximal promedio del maiz

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 il 595
Ceniza 1.28 1,08
Carbohidratos 70.04 73,86
Carotenos (mg%) e 0.30
Calorias/100g 356 370

e m e e e e e e e e E E A T T T e e =



esta deficiencia proteinica mediante el uso de dietas combinadas con fri-
jol o soya. Se ha experimentado también con formas de fortificacién di-
recta de los aminoacidos deficientes.

Uno de los descubrimientos mis interesantes, emocionantes y signifi-
cativos ha sido el hecho de que la proteina del maiz puede ser sustancial-
mente mejorada empleando ciertos genes que afectan especialmente el con-
tenido de lisina (35). El1 suceso notable ocurrid a mediados de los S
senta cuando Mertz 7y colaboradores reportaron (36) que la inclusibn de
un gen recesivo, opaco-2, en el maiz producia un aumento del contenido
de lisina hasta en un 69%.

Desde su descubrimiento, el maiz opaco-2 ha demostrado repetidas ve- ‘
ces sus cualidades nutricionales en ratas, pollos,cerdos y humanos de to- | ‘
~das las edades (14). Los ensayos bioldgicos nutricionales han mostrado ‘
que en las especies experimentales el maiz opaco tiene un mayor valor nu-
tritivo. El1 gen sé introduce facilmente en distintas variedades, pero
presenta dos problemas: baja la produccifn de algunas variedades y cam-
bia las caracteristicas fisicas del endospermo,haciéndolo mis suave y ha-
rinoso, lo que limita su aceptabilidad popular. Estos problemas fueron
notados desde el descubrimiento de los hibridos de opaco-2 (35,37,38,39).

En los primeros trabajos de investigacién de actividad de vitamina A
de los carotenos del maiz, Weis y Bisbey (42) encontraron que el extracto
metandlico de carotenoides de maiz (que contenia las xantofilas) no mos-
traba ninguna actividad de vitamina A en ratas. Sin embargo Fraps (43)
encontré que las ratas vivian mis tiempo cuando la fuente de carotenos

se les administraba en aceite de algodén o de maiz que con aceite de hi-



gado de bacalao o alfalfa. Se ha determinado ahora que ¢l maiz contiene
pequefias cantidades de beta-zea-caroteno y criptoxantina con alguna acti-
vidad de vitamina A (41). Sadana y Ahmad (44) usaron valores andliticos
para calcular biopotencias esperadas de carotenos de maiz, Utilizaron pa-
ra ello la definicién de UI y llegaron a estimar que 1 mg de carotenos de
maiz tendria una biopotencia de 1041 UI para la rata. Wellenreiter y co-
laboradores (45) realizaron un experimento para determinar la biopotencia
de carotenos de maiz utilizando cerdos, .Reportaron un valor de 261 UI
por mcg de caroteno.

Los experimentos que han estudiado la relacifn proteina uso de caro-
tenos en el maiz se han centrado principalmente en el efecto de la canti-
dad de proteinas y no tanto la calidad. Jagannathan y Patwardhan (46) con-
cluyeron de sus estudios que si el nivel de proteina de la dieta bajaba,
el uso de betacarteno, tanto en su absorcién como en su transformacidn,
bajaba. Encontraron un nivel &ptimo de proteina én la dieta de 12%.
Stoecker y Arnrich (47) reportan que a mayor cantidad de proteina en la

dieta ocurre mayor uso de carotenos,




III, OBJETIVOS

General:
Determinar el efecto de la calidad de la proteina de el maiz comin

sobre la digestibilidad y biodisponibilidad de sus carotenoides,

Especificos:

1. Determinar la digestibilidad de los carotenos en maiz comin y en
maiz suplementado con lisina y triptofano, y establecer si hay di-
ferencia significativa en este aspecto para cada tipo de muestra.

2. Determinar la disponibilidad bioldgica de los carotenos como pre-
cursores de vitamina A en maiz comin y maiz suplementado con lisina

y triptofano,

wl

Determinar el efecto producido por la suplementacién del maiz comiin
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 sobre
la digestibilidad de carotenos y su posterior transformacidn a reti-

nol de reserva hepitica.






IV DISENO EXPERIMENTAL

Ya que el presente trabajo invelucra dos variables distintas (diges-
tibilidad y biodisﬁonibilidad], se ﬁlantean hipdtesis~separada3 para ca-
da una de estas variables,

En lo referente a digestibilidad, se estudia el efecto de dos facto-
res: calidad de proteinas y cantidad de carotenoides. Se plantea asi la
siguiente hip8tesis nula: (cada hipétesis nula coﬁlléva su correspondien-
te hipbtesis alterna),

"La calidad de la protefna y/o cantidad de carotenoides en las die-
tas elaboradas a base de mafz comiin no afecfa significativamente la di-
gestibilidad de los carotenoides presentes en dichas dietas'.

Se disefid un experimento factorial 2x2 con los siguientes factores
y niveles: 1) calidad de proteina: 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). Se utilizé un disefio completamente al azar con ocho
repeticiones para cada uno de los cuatro tfaiamientos, para dar un to-
tal de 32 unidades experimentales. El nivel de significancia para prue-
ba de hip6tesis se establecid en 0.05.

La biodisponibilidad de carotenoides en maiz es evaluada por la res-
puesta bioldgica de las ratas presentada para cada tipo distintd de die-
ta. Especificamente se utiliza el nivel de reservas hepiticas de vitami-
na A. Las dos variables usadas en la evaluacién son: mcg de vit. A/g de
higado y mcg totales de vitamina A en el higado. Se estudia el efecto

de tres factores: calidad de proteina, cantidad de carotenoides y sexo
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Je la rata, La hipbtesis 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 hepaticas de vitamina A en las ratas',

Se disefid un experimento factorial 2x2xZ con los siguientes factores
y niveles: 1) calidad de proteina: 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
utilizd un diseno de bloques completos al azar utilizando como variable
de bloqueo 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 hipétesis fue de 0.05.

?ara 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
maiz normal y a base de maiz suplementado con lisina y triptofano) se uti-
1iz6 un disefio de ensayo de radio de pendientes con seis puntos (dos es-
tandar y dos para cada dieta) y cero comin de intercepto. Los dos pun-
tos para cada dieta representan dos niveles de désis de vitamina A o ca-
rotenoides administrados. Se colocd ademds un grupo control con dieta 1i-
bre de vitamina A. Cada nivel de dSsis 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 andlisis fue con-
centracidon de retinol hepatico 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 explicacién véase el apéndice B).



V. MATERIALES Y METODOS

A. Materiales:
-2 Kg de mafz comin amarillo obtenidos en el ICTA,
-1 Kg de maiz comin blanco obtenido en el ICTA.
-80 ratas de la raza Wistar de ambos sexos (40 machos y 40 hembras)
de 22 dias de edad.
B. Métodos:
(Una descripcién detallada de los métodos de andlisis quimico aqui men -
cionados se encuentra en el apéndice A)

T Anilisis de muestras. Las dos muestras de maiz fueron molidas

Yy pasadas por un tamiz ndmero 30, Se realizd un andlisis de ca-

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

tas siguiendo el método ADAC (12). En el maiz blanco se hizo tGnicamente

la parte de extraccién, comprobidndose que no habia carotenos detectables.
Los maices fueron guardados a 4 C en la oscuridad hasta el momento de pre-
parar las dietas,

2, Preparacién de dietas, Para el periodo de déplecién se utilizd

la dieta libre de vitamina A utilizada por Wolzak y Bressani (48) en su
estudio de biodisponibilidad de carotenoides, La composicién de la dieta
se muestra en la tabla 5,1. Esta dieta se prepard en dos batches ya que
debido al nimero de ratas y al periodo de deplecién tan largo la canti-
dad de dieta a preparar fue elevada, Esta misma dieta libre de vitamina
A se utilizé durante el periodo de replecibn como control negativo, Es-

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

Composicién de la dieta libre de vitamina A
utilizada durante el periodo de deplecién

Ingrediente Contenido (100 g dieta)
Casefna (g} . - .. sl R e
Almidén (g) 76,6

Minerales (62)-(g) 4.0

Aceite de algoddn (ml) 5.0

Solucién de vitaminas
del complejo B (63) (ml) 50

e o = e . e —————_———— . — = P e i — = —
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del periodo de replecién, adicionando a la misma cantidades conocidas de
solucién acuosa de palmitato de retinol (Merck) con una potencia calcula-
da de 2000 UI/ml (segn reporte del fabricante), Las compogiciones de 1la
dieta control y las dos dietas estandar se muestran an la tabla 5.2, Las
dietas estandar fueron preparadas el mismo dfa de ser dadas a las ratas.

Se prepararon ademds cuatro dietas a base de maiz seglin la composi-
ci6n mostrada en la tabla 5,3, Estas dietas también fueron preparadas el
mismo dfa de ser dadas a las ratas,

Puede observarse en la tabla 5.3 que el maiz blaﬂéo es agregado como
un diluyente para mantener el mismo porcentaje de maiz, pero un nivel de
carotenos méds bajo. La cantidad de mafz blanco agregado fue calculada
para dar un nivel minimo de carotenos adecuado para la rata. EIl porcenta-
je de maiz total agregado a las dietas es el miximo posible, ya que es
necesario agregar a las dietas otros ingredientes como minerales, aceite
y vitaminas para poder cubrir todos los requerimientos nutritivos de la
rata (49). Las dietas III y IV fueron suplementadas con hidrocloruro de
T?Iisina grado alimenticio de la compafiia Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd. con
una concentracién de 310 mg/100 g dieta y con DL-triptofano grado anali-
tico de la compafiia Merck con una concentracién de 100 mg/100 g dieta,
Para mantener el contenido total de nitrogeno en niveles similares en
las cuatro dietas se adiciond una cantidad calculada de glicina (ICN
Pharmaceuticals, Inc.) a las dietas I y II,

Una vez elaboradas las siete dietas para el periodo de replecién fue-
ron mantenidas a 4 C en la oscuridad, Se determiné el porcentaje total

de nitrogeno de los siete tipos diferentes de dietas utilizando el mé-




Tabla 5,2

Composicién de la dieta de control negativo
y las dietas estandar para el periodo de replecidn

Composicifn por 100 g de dieta

Ingrediente C.N, STD 0.2 STD 0.4
Caseina (g) 14.4 14.4 14.4
Almidén (g) . 76,6 - 76.6 76.6
Minerales (62) (g) - 4.0 4.0 4.0
Aceite de algodén (ml) b0 5.0 Bril)
Solucién de vitaminas 5.0 5.0 5.0

del complejo B (63) (ml)

Solucién vitamina A (ml)* 0.0 0.533 1.066

*Concentracién de la solucién de vitamina A: 2000 UI/ml

Concentracidn 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. Evaluacién biolégica:

i. Disposicidn de los animales experimentales: Las 80 ratas
fueron ordenadas de acuerdo a sus pesos v se formaron 10

grupos de 8 ratas cada uno, lo mis homégeneo posible entre si respecto
a pesos. En cada grupo se colocaron 4 machos y 4 hembras. Los grupos
fueron divididos fisicamente colocando uno por cada hilera horizontal de
jauias de metal.

1i. Periodo de deplecidn: Al inicio del perfodo de deplecién

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

crificd un grupo completo de ratas éscogido al azar, El sacrificio en
esta y en todas las etapas del experimento se hizo de la manera descri-
ta a continuacidn: e

Se durmid el animal con cloroformo, Se hizo ﬁn corte_en el cue-
1llo para tenér acceso a la arteria yugular. Se hizo un corte en la arte-
ria y se colectd la sangre del animal sobre un plato petri pléstico, cui=
dando de esparcir en la mayor superficie la sangre colectada. Una vez co-
lectada suficiente cantidad de sangre, se sacrificd 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 frio
para clarificarlo (4000 RPM, 10 Min, 10°C) y luego fue congelado a -20C
hasta el momento de su andlisis. Se extrajo el higado completo de la ra-
ta sacrificada para pesarlo. Se cortd una fraccidon del extremo del lobu-
lo mayor para pesarla. Ambos, el higado completo y su fraccién fueron

congelados a -20 C hasta el momento de su andlisis,



Tabla 5.3

Composicidn de las dietas de prueba
utilizadas durante el periodo de replecidn
elaboradas a base de maiz

Composicidn por 100 g de dieta

e e I

Ingrediente I T 11T IV
Maiz amarillo (g) 91.0 .. .. 1554 91=0 55.4
Maiz blanco (g) -—— 35.6 ——— 35.6
Minerales (62) (g) 4,0 4.0 4.0 4.0
Aceite de algoddn (ml) 5,0 5.0 5,0 50
Solucidén de vitaminas s

del complejo B (63) (ml) 5.0 550 ] 5:0 Gl
Glicina (mg) 327.9 527.9 ———- —---
Lisina (mg) (Hidrocloruro) ——-= - 310,0 310.0
DL-Triptofano  (mg) g o s 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 perfodo de deplecién, se aliment6 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 calculd con la siguiente férmula:

Eficiencia de alimento = alimento ingerido/aumento de peso.

Los datos de peso y eficiencia de alimento permitfan controlar el es-
tado nutricional general de las ratas, '

A los 37 dias de depleci6én se sacrificaron 8 ratas mis para mantener
un registro del nivel de deplecién 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 mis Trepresentativa del grupo completo.

1ii, Periodo de replecién: A los 60 dias las ratas mostraron s1gnos
de deplecidén completa de vitamina A, Se inicid entonces a los 67 dias
el periodo de replecién con las dietas estandar y las dietas problema.
Antes de iniciar el periodo de replecién se reorganizaron los grupos de
ratas restantes (8 grupos) de acuerdo a las eficiencias alimenticias mos-
tradas en la Gltima semana, para formar de nuevo grupos homdgeneos. En
el momento del inicio de replecién habian 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 sacrificé para obtener las concen-
traciones hepdticas y sericas de vitamina A para el inicio de tepleciﬁn.

Los grupos de 7 ratas fueron asignados al grupo de sacrificio y a los




grupos con dietas estander, ya que los grupos con dietas de maices debian
quedar completos para lograr un mejor andlisis estadistico, En la asig-
nacién al azar, si un grupo de 8 ratas era asignado é una dieta estandar
la rata 8 de ese grupo era transferida a un grupo con dieta de maiz, cui-
dando de mantener la homogeneidad de los grupos,

Los siete grupos reordenados para el periodo de replecién fueron or-
denados fisicamente por hileras, Se les alimentd con la dieta respecti-
va y agua ad 1libitum por un periodo de 7 dias. Durante este tiempo se
recolectaron las heces de cada rata, Estas fueron sascadas a 60 C con
aire circulante por 24 horas y luego fueron pesadas y guardadas en re-
frigeracién hasta el momento de su andlisis,

Al finalizar el perfiodo de replecién se sacrificaron todas las ratas
para obtener muestras de suero e higado de la manera ya descrita. Las
muestras fueron analizadas en un tiempo no mayor de 15 dias.

Se determiné el nivel de retinol en los sueros e higados de los 10
grupos de ratas siguiendo el método descrito originalmente por Besey y
colaboradores (50). La muestra de higado se homogenizé con solucién de
glicerol-agua 50+50 (v/v) en un homogenizador de Potter-Elvehjem (51).

Se determind 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 analizd una muestra representativa de heces del total
colectado para cada rata durante los 7 dias de replecién. Con esto se
encontrd la concentracién de carotenos expresada en mcg de caroteno por
gramo de heces. Este valor se multiplicé luego por el peso total de he-

ces colectadas en el perfodo de replecién, para obtener el valor de ca-
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rotenos totales excretados,

Se calculd la cantidad total de carotenos ingeridos en base a el con-
tenido de carotebos de cada dieta y al peso de alimento ingerido durante
la semana de rep;ecién. Conociendo la cantidad de carotenos ingeridos y
excretados se calculé la digestibilidad de estos mediante la férmula

Carotenos ingeridos - carotenos excretados

Disis et e s s e seenen - X100
carotenos ingeridos

EIBLIOTECA
DE LA
BEIVERSIOAD DEL VALLE D SUATEMALA






VI, RESULTADOS

La tabla 6,1 presenta el contenido de carotenos totales y xantofilas
totales del maiz comiin utilizado segfin los resultados obtenidos por las
cuatro réplicas de andlisis efectuadas. Estos cuatro resultados dan un
promedio de 7.4 + 0.9 mcg de beta-caroteno por gramo de maiz hGmedo (in-
tervalo de confianza al 95%). El contenido de xantofilas totales prome-
dio fue de 1119 + 2.4 mcg de luteina por gramo de maiz himedo.

La taﬁia 6.2 presenta el contenido de nitrdgeno, proteina, carotenos
v vitamina A de las dietas usadas durante el estudio. La dieta de deple-
cién se prepar6 en dos batches, como ya se indic6 en la secci6én 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 composicidn QUe la die-
ta de deplecidn, pero al ser elaborada en distinta fecha el contenido de:
nitrdgeno varié ligeramente, Las cuatro dietas elaboradas a base de maiz
tuvieron un porcentaje de proteina de alrededor de 8.4%, mientras que las
dietas usadas como estandares y de deplecifn tuvieron un porgentaje de al-
rededor de 12.8%.

Las concentraciones de carotenos en las dietas son calculadas cono-
ciendo el contenido de carotenos del maiz 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 hepdticos y s€ricos

de las ratas durante el periodo de deplecién, En el sacrificio inicial



Tabla 6.1
Contenido de carotenos totales y xantofilas totales
| del maiz amarille utilizado
carotenos totales xantofilas totales
(como beta-caroteno) (como luteina)
Réplica mcg/g mcg/g
1 6.64 117
2 7.58 ———-
3 8§.07 11.0
4 7.47 12.9
Promedio 1.4%£0,9% 11.9+2,4%

i e . e i S ol e P O O . S S Sl St W S S

*intervalo de confianza al 95%




TABLA 6.2

Contenido de nitrdgeno, protefna, carotenos y vitamina A
de las dietas utilizadas durante el estudio

Dicta : N1 ip1  Carotenos- VitaminaA3 tH/100g
mg /100 ¢ me/100g
De deplecifn Zisld 33 0.0 0.0 0.0
De deplecién 2,08 71350 0.0 0.0 0.0
estandar O.Q‘_ 2,05 12.8 0.0 0.0 ‘ 0.0
estandar 6.2 2,02 12,6 0,0 0.2 667
estandar 0.4 2.04 12,8 0.0 0.4 1333
maiz 1 (prot.normal)? 1.3%. 8.4 0,677 0.0 1128
Maiz 1T (prot.normal) .35 8.4 0.412 0.0 687
Maiz III -(prot.mejorada) 1.33 8.3 0.677 0.0 1128
Maiz IV (prot.mejorada) 1.36 8.5 0.412 0.0 087

Notas:

1: Promedio de dos réplicas. El1 % de proteina se obtiene al multiplicar
%N por 6.25.

{S]

. Carotenos totales expresados como beta-caroteno

3. El estandar de vitamina A fue agregado como palmitato de retinol, pe-
To esta concentracibén estd expresada como mg de retinol/100 g,

4. Para las cuatro dietas a base de maiz, los nimeros I a IV corresponden
a los nimeros en la tabla 2,




de ocho ratas no se logrd obtener muestra de suero suficiente para hacer
el analisis. A pesar de haberse utilizado un anélisis 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
atn menos, ¢ insuficiente. Las ratas sacrificadas en ese momento pesaron
entre 40 y 438 g: Este grupo de ratas presento una concentracién de reti-
nol hepidtico con una media de 22.7 mcg/g con un rango de variacidn de 17.2-
31.0 mcg/g. Las ratas sacrificadas después de 37 dias de deplecidn mos-
traron una concentracién media de 1.2 mcg/g con rango de 0.3-1.9 mcg/g.
las ratas sacrificadas al final del perfodo de depleci6n mostraron una
concentracién hepitica media de 1.7 mcg/g con rango de 0.7 a 1.5 mcg/g.
Aunque la diferencia en reservas hepdticas es minima entre estos dos gru-
pos, Sus concentraciones de retinol en suero si varfan significativamente
y a los 67 dias las 4 ratas que se pudieron analizar mostraron uma con-
centracién menor que el limite de detecci6n del método de andlisis usado
(Smcg/dl (51) ).

La'tabla 6.4 presenta los datos de niveles séricos de reti-
nol en las ratas alimentadas durante el perfodo de replecion. La rata
3 de 1a 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 hemélisis, Dos asteriscos signi-

fican un nivel de hem6lisis 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-
riodo de replecién.

La tabla 6.6 presenta la concentracién de retinol hepatico expresado
como mcg de retinol/g de higado de los grupos de ratas del periodo de re-
plecién. Esta concentracién es la que se determind en la porcién de higa-
do trabajada (extremo inferior del 18bulo mayor) .

La tabla 6.7 es similar a 1a anterior, pero con la concentracién de
retinol hepdtico expresada como mcg de retinol total en el higado. Este
valor se obtuvo de multiplicar las concentraciones de retinol de la tabla
6.6 por el peso de higado 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 Y1825

La tablé 6.9 presenta las eficiencias de alimento de las dietas ela-
boradas a base de maiz utilizadas durante el periodo de replecién. Es-
tas eficiencias son caiculadas sobre el periodo total de replecion de 7
dias. Una sola rata mostré disminucién de peso sobre este periodo (rata
7 dieta II), por lo que su eficiencia resultd negativa. Este valor ne-
gativo no fue utilizado en el cidlculo 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 periodo de repleéidn.

La tabla 6.11 presenta las digestibilidades de 1los carotenos conte-
nidos en las cuatro dietas a base de mafz, calculadas durante el periodo
completo de repleciéﬁ.

La tabla 6,12 presenta la digestibilidad de materia seca de las cua-

tro dietas a base de maiz,



e

BAQUSY = H {OUYDBUW = Jy 'k
(ssuoTsnostp ssuega) orpewotd Tep OTNIIED o US OPE3IBISOP O3EP p
SOPEZTITOWSY SBW SOIANG lyx
SOPEZTITOWSY SjuUswelsSIT SoIang fia
opTpiad oxang 5
OjuswTIadXe Top OIDIUT [OP S9jUB SBIlonul SBI'y - :7
ZBPUE3SS UQTOBTASSP BT S® O[BAIS]UT T ~SOUOIDBUTULISLSP SO13 9P OIPSUOI] i
:SBION
S L A SUGIRC S ) 22308 0°6Fp"1LE § 913858 8'¥¥9°81 9" vyFL'9o¢ S4X
970%0'8Z  £7ZF8 7L 0is S 9*L¥¢" 0& BIEFL. il L°L¥IICH 8 H
¥V PF6°LZ £°SFPUUE 9° 29 8 e¥9"28 g e b 0351 & AR EE L H
*8"LFP'ZE  9TEFLICE PrEST L 9" p¥5'ze v 139 1g p'LF9° 9| O SFEILE 9 H
e 2°Z+0°v¢ i T g 8 [¥5 "Ll 0 +#8"ZC 6" LS ¥l ¥9 0% E¥ S H
e 9FETES L STLRESS pO'SFP 62 =¥ LFL PP 857819 Q"1 °9¢Z 4" EFI7 el 14 W
LLELYE gressaes Q crg o PIYFLTOS PPE9TLE B LFE" L 0" LR LE g W
Ql3ply 001608 PUSFL 0L #9°2Fp G 0'LLFS 8¥ 8°C+y ST 0°83p cE Z W
ONOF9°6E OTERL LY 6'SFr 0l 9" ¥+ 6¢ Vel 28 813861 L EF0° v L W
v 0 ¢ 0 0°0 Al III 11 ‘ I BBy P %eE
Iepuelsy SBISTI(] ZIBUW 8P 9SBQ-B SBISI(]

H:@Huoﬂaop 9p oporied T8 S3UBINP SOPBUSWITE SBIBI ap
: sodnu8 soy op (Tp/38ou) [OUISI Sp SODTISS SOTOAIN

v 9 VIdVL



TABLA 6,5

Promedios total y por sexo de los niveles
séricos de retinol (mcg/dL) para cada
grupo alimentado durante el periodo de

replecién :

Dicta Machos Hembras Total No. ZDmcg/dL1
Maiz I 32.9 34,2 36.124.6° 0

Maiz 11 22,2 15,1 18.634.8 5

Maiz TIIT 49.9 21.6 35,8£10.5 0

Maiz IV 35.9 26.8 31.4£9.0 1

0.0 9.0 7.0 a.0235,.2 6 (todas)
0.2 49.2 33.0 39.9+9.6 0

0.4 36.0 29.4 32,7806.3 0

Notas:

1: Namero de ratas dentro del
debajo de 20 mcg/dL

2:. El intervalo es la desviacién estandar del grupo.

grupo con nivel sérico de vit. A.
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A TABLA 6.7

Niveles hepdticos de retinol expresados como mcg de retinol total
en el higado, para los siete grupos de ratas con dietas de replecidn. ]
Periodo de replecién: 7 dias.

Dietas a base de maiz 4 Dietas estdndard 4

Sexo Rata I 1T TTE v 0.0 0.2 0.4
M 1 18.949.1 5.2£9.0 20,6%3.1 10.7£7.0 4.,0%1.7 10317 273235
M 2 12589287 21 12E12 22.126.1 24.5£3.5 2.4%1.0 7617 231+11
M Sty 13.1%2.5 3.7£5.7 15.446,5 11.0+1.7 4.0 L el : 175+11
M 4 12.6£8.6 15,8438 214211 P AMAH@& 94+6 howo&
H 5 21.5:5.2  56,2+14 67.8%1.1 58.2:8,1 1.920.7 90T ) mmaid 2
H 6 32.425.6 40.8%2.2 47.3+5.,8 54,2+6.4 1.0£0.5 69+14 191£13
H ¥ 39.9+2.3 29.8+1.3 48.5+2.8 wm.DMO.w g3 3 12121 17 e
H 8 41.0+1.2 Ab.qu.m 43.4+4.,7 T 25 B 3, 540.8 100414 26949

R+5 24,0+12.1 Nm.AHAm.N. mw.wwéw.m 29,.3419.1 2,4%1.4 94.6+17.4 21846

Notas: _

1: Cada una de las determinaciones promediadas en 1a tabla 8a. fue multiplicada por el total del
peso del higado respectivo, Estos tres datos fueron promediados y son los mostrados en esta
tabla. El intervalo es la desviacidn estandar.

: Ratas muertas antes del inicio del periodo de replecidn.
Dato de un solo andlisis

Datos descartados (véanse discusiones)

: El contenido de cada dieta puede verse en la tabla 6.2

s s

B~ 0L
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TABLA 6,8

Promedios total y por sexo de los niveles
hepdticos de retinol para cada grupo
alimentado durante el periodo de replecidn

Dieta? MACHOS HEMBRAS TOTAL ‘

mcg/g mcg total mcg/g mcg total mcg/g mcg total
Maiz 1 1.5 14.4 4.8 33.7  3.122.1'  24.0%12.1
Maiz 17 R | 10.8 - 4.9 3bslen 3,082,508 %182
Mafz TIT. .- 2.2 19.9 | 51.8  4.612.7  35.8418.6
Mafz IV 1.4 14.6 5.5 44,1  3.5#2.5  29.3+19.1
0.0 0.35 5.5 0.2 1.6 0.29+0.15  2.4+1.4
0.2 7.8 91.0 T 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 desviacién estdndar del grupo
2: Véase la descripcién de la dieta en la tabla 6.2



TABLA 6.9

Eficiencias alimenticias de las diferentes dietas elaboradas ;
a base de maiz durante la semana de replecién de las ratas

Dieta I Dieta II Dieta IIT Dieta IV

Sexo! Rata A(g) B(g) C(3) A(g) B(a) C(%) A(g) B(g) C(%) A(g) B(g) C(%)

M to o140 @ 17,5 9% SR 16 406« 41 . 4.78 178 43 4.14
M 2. 180 12 17 194 11, 6.4 161 50 0 5.3 143 31 4.61
Mo 3 136, 14 9.7 140 4 35,0 150 30  5.00 144 22 6.5
M 4 154 24 6.4 177 24 7.4 174 39 4.46 140 19 7.37
H 5 161 7 23,0 160 29 5.5 184 29  6.34 159 26 6.12
H, 6 145 20 7.2 144 12 12.0 163 32  5.00 183 35 5,23
H 7 163 23 7.0 124 =2 -622 152 31 4.90 164 26 6.3
H 8 142 16 “~8.9 140 19 7.4 124 19 6.53 160 24 6.67
X +5 11.4+5.9 14.5+10.2 5.3110.74 5.87x1.11

A = Consumo de alimento en gramos, B = Aumento de peso en gramos, C = Eficiencia alimenticia
Eficiencia alimenticia = Consumo de alimento
Aumento de peso

1: M = Macho H = Hembra
2: Dato no utilizado en el célculo del promedio de grupo.
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TABLA 6.11

Digestibilidad de los carotenos contenidos en las cuatro dietas
preparadas a base de maiz, calculadas sobre 7 dias de replecidn

Dieta T Dieta II Dieta III Dieta IV

Sexo Rata A B C  D(3) AT B € D@ A B C DY) A B C 4%
M 1 948 250 698 73.6 540 191 349 64,6 1327 212 111% 84.0 733 170 563 76.8

M Z 948 230 718 75.7 799 118 681 - 85,2 1090 270 820 75.2 589 149 440 74.7
921 197 724 78.6 S77 131 446. 77.3 1016 268 748 73.6 593 126 467 78.8

=
W

M 4 1043 203 840 80,5 729 149 580 79.6 1178 243 935 79,4 577 114 463 80.2
H 5 1090 190 900 82.6 659 115 544, 82,5 1246 210 1036 83,1 655 81 574 87.6
H 6 982 235 747 76.1 593 113 480 80.9 1104 187 917 83.1 754 127 627 83.2
H 7 1104 259 845 76,5 511 48 463  90.7 1029 169 860 83.6 676 144 532 78.7

H 8 961 155 /mbo 83.9 577 95" 482 “-83.5 839 140 0699 83.3 659 132 527 80.0
X +s 78573 78,8+3.2 503+99 80.5+7.6 891+140 80.7+4.1 524264 80.0+4.0
A = Carotenos ingeridos en microgramos; B = Carotenos excretados en mcg;
C = Carotenos absorbidos (A-B) enmcg; D = Digestibilidad calculada por la férmula:

‘ Carotenos ingeridos - carotenos excretados
digestibilidad = Carotenos ingeridos Ndoo




O@Hpmmquou:mEHH<

60l % “opejaioxe OJUSWITY - OPILI8®SUL O3UauTly PEPTITATL=S0Eg

BTWIoy BT Iod BPRINOTEBD PEpITIqrisesig = )

S9D9Y 9p 039S 0S9d = g

(8) ®pris3ur B19Tp 9p 039S 0S3g = v

96°0+L" L6 0" 1%p" 16 L6°0%2" 16 £5° 0+ " L6 S+X

SLORSE R LN RS EATTRGE TN RR 0 Ol A3 0p 0L 1LZ1 SalE 9S @ el 8 H

A IO ] e -2 BSRER < o A 1 BR = ) " 16 8¥°6 80! 9%.l6 LATLE 3 0p L L H

: BUEENOTH Ll U ASLIGIOPEE, | Yo 0L (LG L6 S0 B Al 9708 28 Ak S 9 H

= OREE LG VLN MG STl eE S 6°L6 0 4L .88 6°L6 ST 8] S H
I

U o BT 0 Ee o (5 et e 1 LRI A ) | L°06 QT Ly 284 216 89 Ll izl v W

9406 F0U S L Leika) - Tro6a Zviel | 98| 0°06 ELSZLT WEl 8°L6 29k oLl % W

S aTvis (D1ban(n RS v 2ol DR ToloT: M s il AT ) 6°26 i i | 9°16 60501y - 0Z] Z N

626 B6NEL 85 26 " BT HE SO 106 (b7 LR 5°06 e Ll fe) L I

(%)D LR ) g v (50 g 4 ($)0 g v BlBYy  OXeg

Al VI3IaQ III vI4Id BT T V1d1d

uordardax ap seip ¢

SOT 21g0S SEPBINOTED

‘ITeW 9p oseq B
SEBISTP OI3EBND SBT 9P BIIS BIIIBW 9D PEPITIqTISASIQ

ZL°D YIGVL



>

La tabla 6.13 presenta los niveles séricos ylhepéticos de carotenos
de los grupos de ratas alimentados con dietas a base de maiz durante el
periodo de replecién. La tabla 6.14 presenta los niveles séricos y hepa:
ticos de carotenos de las ratas con dietas estandar y control negativo.
la tabla 6.15 presenta los promedios por grupos totales Yy por sexo de los
niveles séricos y hepaticos de carotenos ﬁe las ratas alimentadas duran-

te el periodo de replecidn.
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TABLA 6.14

Niveles de carotenos en suero e higado de los grupos de
. ratas tratados con dietas estandar~. Tratamiento 7 dias.

Dieta 0.0 Dieta 0,2 Dieta 0.4

Sexo Rata A B C A B cC A B C

M 1 0.00 0.00 0.0 0.17 2,25 7.4 0.15 1.74 2.2
M 2 0,05 052, % H . hIE 1B 62 D010 2.2
M 3 0.22 496 "D .7 sSea sebsT ses) 0,16 1,75 1.1

M 4 0.29 2.46 0.0 0.0 1.27 4.5% 0.6 1.43 9.0d
H 5 0.55 ‘3.39 ---2 0,20 1,45 5.8  ---- ---- -1
H 6 0.26 1.63 0.0 0.29 1,51 4.3 0.17 1.15 3.2
H 7 0,00 0.00 0.0 0.65 5,3 5.3 0.33 1,69 3.6
H 8 0.05 0.39 0.0 0.44 3.03 6.5 0.64 3.87 2.5

A = microgramos de caroteno por gramo de higado; B = microgramos de caroteno total
(en higado); C = microgramos de caroteno por decilitro de suero.

1: Ratas muertas antes de iniciar el ﬁmﬁmomo de replecién
2: Suero perdido
3: El contenido de las dietas en 1a rtabla 6.2

d: Ratas descartadas (véase discucién)
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A. Cdlculo de la potencia de vitamina A de el maiz comtn amarillo y del

mismo mafz suplementado con lisina y triptofano,

En el cédlculo de 1a potencia de vitamina A se utilizé el método esta:
distico descrito por Bliss y White (40), el cual requiere que exista una
respuesta lineal entre el nivel de dosis administrado y la respuesta bio-
16gica analizada. Se uso como variable‘de respuesta la concentracién de
retinol hepdtica expresada como mcg de retinol por gramo de higado.

Para comprobar la relacidn lineal entre el niﬁel de vitamina A en 1la
dieta y el nivel de retinol hepético, se dibujé la grdfica 1 con los da-
tos de las tres Gltima columas de la tabla 6.6 (dietas estandar)., La
ecuacién de la recta mostrada en 1a grafica se calculd con un andlisis de

regresion, que did los siguientes resultados:

R = 0.891
Pendiente: 68.5 + 8,2 (desviacién estandar)
intercepto:  -0,57

Desv. estandar de residuos: sr = £509
nanero de puntos: n = 20
El valor de R obtenido tiene una significancia arriba del 99.92 1o
que indica una muy buena correlacién., El andlisis de varianza efectua-
do (apéndice C) muestra que el modelo de regresién es altamente adecua-
do. El cuadrado de R indica que la variable concentracién de retinol
en la dieta explica en un 79.4 ¢ 1a reserva hepdtica obtenida en 1a ra-
ta.
Una vez comprobada 1a relacién lineal de las variables se procedid

a hacer el cdlculo de potencia de acuerdo al método estadistico ya indi-




40

N

GRAEFEA "

Reservas hepiticas en 1a rata
VIs. concentracidn de retinol en la
dieta, para las' tres dietas estandar
Los puntos ‘circulados son .promedios
de grupo. ‘Esta. dibujada 1a recta de

regresidn Con sus ‘rectas de desviacidn.
Ecuacidn:

Y = (68.548.2) x -0.57
R=0.891

- 0.2

——

b 10
mg RETINOL /100q
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cado (véase apéndice B).

El método de cdlculo se basa en hacer una relacidén 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 estandar administrada a dos niveles de vitamina A. Fn esta caso
se tienen dos dietas problema administradas a dos niveles de carotenos:
una elaborada a base de maiz comin amarillo y otra con la misma base pero
con suplementacién de lisina y triptofano.

Para mantener la continuidad del trabajo se presentan aqui solamente
los resultados finales, pero puede verse el desarrollo completo de cdlcu-
los en el apéndice B. Los datos usados para completar los cédlculos son
los mostrados en la tabla 6.6.

El resultado importante del cdlculo es el grupo de pendientes de las
rectas de regresién trazadas para cada pareja de puntos. Esta regresién
tiene la peculiaridad que es forzada a pasar por el intercepto. Ademds,
la variable independiente se trabaja con unidades relativas. Se tiene

asi que las pendientes para cada tipo de dieta son:

Dieta estandar (02. y 0.4) 12.508
Dieta de maiz mejorado (IIT y IV) 3.1438
Dieta de maiz normal (I y II): 2.4488

Estas tres rectas de regresién se presentan en la grafica 2, con los
respectivos puntos para cada dieta y el promedio por dieta. La poten-

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

1
In

Maiz suplementado: P = 3.1438/12.508 = 0.2513 adimensional

Maiz normal: P = 2.4488/12,508

0.1958 adimensional

1
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La validéz del m&todo estadistico utilizado se comprueba por el ans-
lisis de varianza mostrado en el aﬁéndice B, De esta andlisis de varian-
za se encuentra el error de] método, que es utilizado para calcular los
limites de confianza de los valores aqui obtenidos, E1 resultado de es-

te cdlculo es:

maiz suplementado: P 0,2560 * 0.1231 adimensional

I

maiz normal: P=0,1994 + 00,1211 adimensional

Los valores de potencia se encuentran en este momento adimensionales
perque en el cdlculo de pendientes de rectas de regresion se utilizaron
unidades relativas Para la variable independiente. Ias dimensionales
de estas potencias son obtenidas multiplicando el valor POT un cociente
que indique en el mmerador 1a diferencia entre 1os niveles de ddsis dados
cn la dieta estandar, En el denoﬁinador se coloca la diferencia entre
los niveles de dgsis de la dieta problema,

Las diferencias en los niveles de désis de 1as dietas pueden expresar;
se en las unidades que se deseen, obteniéndose asi la potencia en las uni-
dades que mis convenga. FEn el presente trabajq se obtuvo la potencia en
dos unidades distintas. De 1a tabla 6.2 se observa que la separacién 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., 1Ia Separacién en-
tre niveles de désis en dietas estandar es de 0.4 - 0.2:= 0,2 mg de reti-
nol/100 g dieta, Entonces la potencia en unidades reales es:

maiz suplementado: p = (0.2560¢0.1231) x 200/265

P = 0.193+0.003 mcg retinol/mcg beta-caroteno

maiz normal : R (0.199410.1211) x 200/265

P = 0.150+0.091 mcg retinol/mcg beta-caroteno
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Las incertidumbres son intervalos de confianza al 95%.

- En las otras dimensionales que se trabajo no se tomd en cuenta el con-
tenido de carotenos de maiz, sino el contenido de maiz amarillo en las
dietas problema. En la tabala 5.3 se observa que la dieta de contenido al-
to de maiz amarillo excede a la de contenido bajo en: 91.0 - 55.4 = 35.6
g maiz. La potencia en estas unidades es:

Maiz suplementado: P = (0.2560+0.1231) x 200/35.6
f = 1.44+0.69 mcg retinol/g de maiz
Maiz normal: B = (0219944012111 x 2b0/35.6
P = 1.12+0.68 mcg retinol/g de maiz

Todos los resultados de potencia aqui 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 mafz amarillo comin, y maiz
amarillo suplementado con lisina y
- triptofano, Niveles de suplementacién:
Lisina: 3.4 mg/g de mafiz;
Triptofano: 1.1 mg/g de maiz.

Tipo muestra Potencia vitamina A

1. Maiz comiin 1.12+0.687 mcg retinol/g maiz
amarillo 6 0,150+0.091 mcg retinol/mcg caroteno?
2. Maiz comiin 1,44+0,69 mcg retinol/g maiz
amarillo

6 0.193+0.093 mcg retinol/mcg carotero
suplementado

Notas:
1: Intervalo de confianza al 959
2: Expresado como beta-caroteno



VII, DISCUSIONES

Antes de iniciar cualquier explicacién de resultados es necesario co-
mentar sobre la exclusifn de los resultados obtenidos de las ratas niimero
9 de las dietas 0.0 y 0.4. Como puede verse en la tabla 6,6 las reser-
vas hepdticas de la vata niimero 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 resta del grupo, ksto sugicre que se cometi6 un
crror 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 perfio-
do de veplecién se continué dando alimento a ias ratas a medida que los
comederos se vaciaban., FEl error en las dietas estuvo tinicamente al ini-
cio, pero cuando se dié alimento en posteriores ocasiones, cada rata re-
cibio su dieta correcta, porque cada grupo estaba separado en-hileras de
jaulas, s por esto que los valores de reservas hepdticas de la rata
1T nivel 0.0 no son tan altos como para compararse con los del grupo 0.4
v 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
cilculo efectuado,

Fn le referente al andlisis de carotenos en los maices observamos en
la tabla 6.1 que los resultados de cada réplica tienen una variacién re-
lativamente alta entre si, lo que viene a dar un intervalo de confianza
para el valor real bastante amplio (12% del valor medio), [sto es re-

sultado de el alto grado de dificultad que presenta el analisis de caro-
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tenoides en muestras vegetales y, en general, en cualquier tipo de mues-
tra. Es muy fédcil perder muestra por oxidacién o por exposiciéﬁ a la luz,
1o que da una fuente de variacién entre muestras muy dificil de controlar.
A el problema de la precisién del método se suma el de su exactitud., El
método ADAC ha sido criticado por dar una sobreestimacién del potencial
vitaminico 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 error viene a acentuarse cuando el contenido de carotenos dis-
tintos de beta es mayor. Sin embargo el método AOAC es de ficil y rdpida
aplicacién, ya que para lograr una cuantificacién separada de todos los
carotenoides se tendria que Ttecurrir a métodos que consumen demasiado tiem-
po (columnas cromatogrdficas muy especializadas) o mucho dinero (métodos
HPLC). Y entre los métodos de andlisis de carotenos rdpidos y baratos,

el ADAC es el método mis probado y usado., En el presente trabajo se es-
cogid este método de andlisis ya éue el valor de éontenido de carotenos

en maiz no es un dato clave en la obtencién de los resultados finales,
como pudo observarse en la seccién de resultados y como podrd verse mis
adelante. Ademis, las fallas en el método AOAC han sido detectadas cuan-
do el contenido de otros carotenos aparte de beta es significativo (13).
en el casc del maiz se tenia evidencia que el contenido de alfa y gamma
caroteno es insignificante comparado con el contenido de beta. En el
apéndice V puede verse un andlisis de mafz comin hecho con la técnica

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

(51), que muestra un pico para beta caroteno, pero ningGn pico detecta-
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ble para alfa o gamna, que dehieron haber aparecido alrededor del pico
de beta.

Como se explic6é en la seccifn métodos, las dietas de mafz
fueron elaboradas en base a dos conceptos: en las dietas de conteni&o
de carotenos alto; el maiz fue agregado en la mayor proporcién posible,
ya que era necesario agfegar aceite y minerales en la dieta. En las die-
tas de nivel bajo de carotenos el contenido de maiz era el mismo que en
las dietas de niveles altas de carotenos, pero la cantidad de estos se
diluyé a un nivel minimo que cubriera las necesidades de la rata. Este
nivel minimo es diffcil de determinar,ya que diferentes autores Tepor-
tan diferentes requerimientos de vitamina A para la rata (49). Se opt6
pPoT poner un margen de seguridad sobre el reporte de requerimiento por
rata mayor que se encontrd en la literatura, para asegurar suficientes
carotenos en la dieta. Puede deducirse de los datos de 1a tabla 6.2 que
las dietas de carotenos baqu tienen 687 UI/100 g, y la dieta estandar
de nivel mds bajo tiene 667 UI/100 g. Se observa que los niveles dé ca-
rotenos en la% 4 dietas problema caen dentro?ﬂe los niveles de las .die-
tas de la curva estandar.

El andlisis de contenido de nitrogeno de las dietas révelé que las
cuatro dietas a base de maiz tienen un porcentaje de nitrdgeno practica-
mente igual. Lo mismo ocurre con las dietas estdndar. Jaganathan y Pat-
wardhan (46) reportan que el almacenamiento de vitamina A eh el higado
alcanza un mdximo con un porcentaje de proteina de 12%; un porcentaje ma-
yor o menor disminuye el almacenamiento de vitamina A. Las dietas estan-

dar tienen el nivel de protefna adecuado, pero las dietas de maices estfin
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debajo de este nivel, pero es el miximo que se podfa obtener,

Pasando al andlisis de los resultados de potencia de vitamina A en
maices, se observa que el mafz amarillo suplementado mostré un aumento
en su potencia de vitamina A, pero este aumento no resulté significativo
sobre el valor de potencia para el mafz sin suplementacién. 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 variacifn que se encontré entre cada grupo de ratas, principalmente
entre machos y hembras., En los experimentos de cdlculo de potencia de
vitamina A usando como variable de respuesta el nivel de reservas hepidti-
cas descritos en un principio por Guggenheim y Kich (53) y luego detalla-
dos por Ames y Harris (54) se recomienda utilizar ratas del mismo sexo pa-
Ta evitar esta fuente de variacién. Sin embargo, en experimentos previos
efectuados por el autor se observé que no habfa una diferencia grande en-
tre los valores hepdticos de vitamina A de machos y hembras. Ademds se
considerd que utilizando machos y hembras se obtendfa un resultado apli-
cable a un rango mayor de situaciones.

Desafortunadamente, en el presente experimento si hubo una variacién
significativa entre los resultados de reservas hepiticas de machos y hem-
bras, como se mostrard mis adelante.

Al promediar entonces los resultados por grupo se obtuvo una desvia-
cidn grande, que resulté en un 1imite de confianza calculado muy amplio.
Una idea de la dispersién de los datos se puede obtener de las gréificas
1y 2. Para tratar de reducir la variaci6n entre gupos se pensd en tra-

bajar los cdlculos por separado para machos y para hembras. Esto no pro-
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dujo ninguna mejora en los resultados Y& que al hacer los cdlculos sepa-
rando‘sexos de ratas si se lograba disminuir la variacién entre cada gru-
PO, pero también se disminufa considerablemente el ntmero de grados de li--
bertad para hacer la estimacién del error del método. Esto se acentud mas
en las dietas estandar, debido al rechazo de détos que se efectud, y al
Eaitante de datos por la muerte de ratas de estos grupos. Al hacer el
andlisis por separado para cada sexo quedaron entonces solamente tres Te-
peticiones por dieta estandar, un ntmero muy reducido. La disminuci6n
de los grados de libertad al hacer el andlisis por separado en sexos re-
sult6é en una estimacifn del error experimental mayor (incluso en el ani-
lisis de ratas macho se tuvo que usar un nivel de significancia de 0.1 pa-
ra obtener un andlisis vdlido), Se reporté por eso el resultado del ani-
lisis conjunto de machos y hembras, :
Aunque 1a precisién del método no fue muy buena, los resultados'de po-
tencia obtenidos si son satisfactorios., Aquf se encuentra el primer ejem-
plo de que el conocimiento del contenido exacto de carotenos del mafz no
es fundamental en el presente trabajo, Como se observa en la tabla 6,16,
la potencia puede expresarse como mcg de retinol/g de mafz, y en esta va-
lor no influye en nada el contenido de carotenos del mafz. Sin embargo,
el resultado obtenido es bastante Gtil, porque expresa el equivalente
real de vitamina A que contiene el maiz, Es de hacer nota que el valor
de 1.12 mcg de retinol/g de mafz reportado para el maiz comin no indica
que ingiriendo un gramo de mafz se depositard en el higado 1,12 mcg de
retinol, Significa mds bien.que ingerir un gramo de mafiz equivale a in-
gerir un gramo de una dieta ideal (estandar con cantidad y calidad de pro-

teina dptima) con un contenido de vitamina A de 1.12 mcg de retinol. Se de-



be recordar aqui que afin 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 maiz si es dtil para expre-

sar la potencia en unidades que permmitan comparacién con otros valores re-

portados. Se observa aqui que el resultado de 0.150 (o también el de 0.193
por'la incertidumbre de los datos) mcg de retinol por mcg de beta-carote-
no concuerda muy bien con la definicidn de equivalente de retinol éada por
FAO/WHO (55). Esta definicién asume que la absorcién de caroteno en el
intestino es del 33%, y que su transformacién a vitamina A para ser alma-
cenada es del 50%, con esto se obticne que un equivalente de retinol es
ignal a un microgramo de retinol y es igual a 6 microgramos de beta-caro-
teno, nutricionalmente hablando (véase apéndice 1)), Colocando estos nii-
meros de otra tomna, se observa que FAO/WHO indica que 0.167 microgramos
de retinol equivalen a un mcg de beta~car6ten0 en general , valor que con-
cuerda con el obtenido en el presente experimento. FEl valor obtenido nor

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

.
V

para maiz amarillo ﬁsando ratas también concuerda con los resultados del
presente experimento, tomando en cuenta sus 1imites de confianza. Por
otro lado, el valor calculado por Sadana y Ahmad (44) de 312 mcg de reti-
nol/mcg carotenos resulta muy alto en comparacién con 1os otros valores
reportados. lkebe tomarse en cuenta que esta cé]cuio se hizo asumiendo
que 1 Ul es igual a 0.3 mcg de retinol e igual a 0.6 mcg de beta-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 correccidn al valor dado por-Sadana y Ahmad por




la baja digestibilidad del caroteno se ohtiene un valor calculado de 102
mcg de retinol por mcg de caroteno, un valor mis 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/mecg ca-
‘roteno utilizando cerdos. Se debe hacer notar aqui que se ha reportado
(57,58) que el cerdo es menos eficiente que la rata en la conversién de
caroteno aretinol hepatico.

Analizando ahora los resultados obtenidos para la digestibilidad
de carotends en maiz se debe hacer notar en primer lugar que para el cil-
culo de este resultado tampoco afecta el error introducido en el andlisis
de carotenos en maices al asumir que toda la franja de carotenos es beta-
caroteno. Esto se debe a que en el andlisis de haces se utilizé el mismo
tipo de columna que se usé en el andlisis de maices. DPor tanto, la fran-
ja eluida como carotenos en ambos casos deberia contener los mismos com-
puestos ,eliminando asi el error. Se observa que las digestibilidades mos-
tradas por todas las ratas son muy similares, vy que los promedios de gru-
po por dieta son priacticamente iguales. Para comprobar esto estadistica-
mente se hizo un andlisis de varianza trabajando las cuatro dietas como
dos factores (calidad de proteina y cantidad de carotenos) a dos niveles,
con un disefno completamente al azar (Se puede observar el ANDEVA en el
apéndice C). Como se esperaba, ninguna dieta mostrd diferencia significa-
tiva del resto. Esto es, la digestibilidad de los carotenos del maiz no
se vid afectada por la calidad de proteina de la dieta ni por la cantidad
de carotenos presentes en la misma. Esto esti en concordancia con lo en-

contrado por Johnson y Baumann (57), que reportan que el nivel de désis
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de carotenos no afecta el % de excrecidén 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 auc en la digestibilidad calculada en este experimento los anima-
les experiﬁentales se encontraban totalmente depletados de vitamina A, lo
que puede explicar la asimilacion tal alta de carotenos que se observé. A
pesar de la digestibilidad elevada mostrada por los grupos de ratas expe-
runentales, la potencia de vitamina A calculada a base de reservas hepa-
ticas resultd eﬁ‘ei fango esperado. Esto sugiere que una buena parte de
los carotenos asimilados fue utilizada inmediatamente para llenar las ne-
cesidades bdsicas del animal, dejando una cantidad menor para reservas he-
paticas.

En la tabla 6.12 se observa que las digestibilidades de materia seca
de las cuatro dietas de maiz resultaron altas e iguales entre si. Esto
estd en total acuerdo con lo encontrade para las digestibilidades de ca-
rotenos.

El beneficio obtenido.al suplementar el maiz con lisina y triptofano
gqueda mostrado observando las eficiencias alimenticias obtenidas durante
la semana de replecidn con las dietas de maiz suplementado., FEstas efi-
ciencias son mucho mejores que las obtenidas con las dietas de maiz nor-
mal, y similares a las obtenidas con las dietas estandar.

En otro anilisis estadistico efectuadc para evaluar el vendimiento
de las cuatro dietas experimentales se realizd un anidlisis de varianza
urilizando los valores de reservas hepédticas obtenidos para dichas die-
tas. Este andlisis de varianza simplemente trata de evaluar qud dieta

caus6 un nivel mayor de reservas hepdticas en la rata evidenciando asi



una mayor capacidad de conversidn de carotenos a retinol hepdtico. La
explicacién del andlisis estadistico efectuado se encuentra en la sec-
cidon de disefio experimental y en el apéndice C. Sin cmbargo es necesa-
rio‘aclarar las bases sobre las que se efectud el bloqueo de los trata-
mientos. Como se indica en la seccidén de métodos, antes del periodo de
replecidn se reordenaron las ratas utilizando como criterio la eficien-
cia de alimento de la semana anterior al inicio de replecidén. Esto se
debid a que experimentos previos realizados por el autor mostraron una
correlacidn entre la eficiencia de alimento y el nivel de reservas hepd-
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 pensé que el bloqueo deberia
hacerse utilizando la digestibilidad mostrada, ya que las ratas con ma-
vor digestibilidad de carotenos deberian de tener una mayor reserva hepa-
tica de vitamina A.

Se efectuaron dos andlisis estadisticos, uno para cada variable rela-
cionada con el retinol hepitico (mcg/g v mcg totales). Los resultados de
ambos andlisis se presentan en el apéndice C. Los dos andlisis de varian-
za muestran los mismos resultados, por lo que sdlo se discutird aqui el
resultado del primero (reservas hepiticas expresadas como mcg/g (tabla
C7.1).). Se observa en primer lugar en la fila 1 que la variacidn debi-
da a bloques no resultd significativa. Sin embargo haciendo un andlisis
de eficiencia de bloqueo seglin la férmula indicada por Bernard (61) se

encontré que la estimacidn del error experimental hubiera sido igual si



s¢ trabajara en un diseflo completamente al azar. De los tratamientos se
nbserva que la variacidn 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 hepaticas 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
resultd significativa, lo que indica que la suplementacidn de la proteina
5] aumenté significativamente las reservas hepiticas de vitamina A de la
rata, debidas aulos‘carotenos del maiz. Se observa gue ninguna de las va-
riaciones debidas a las interacciones entre tactores resultd significati-
va, lo que indica que los tres factores actfan independientemente., Se
puede entonces concluir de el andeva que el sexo de la rata influencia

2]l nivel de reserva hepitica no importando la calidad de proteina de la
dieta o su contenido de carotenos. Por otro lado, la suplementacién de
proteina produce un aumento en las reservas hepiticas, no importando el
sexoc de la rata o el nivel de carotenos de la dieta.

Observando los resultados de este andlisis de varianza podria hacer-
se la siguiente pregunta: jPor qué en el cdlculo de potencias de vitami-
na A no se mostrd un aumento significativo debido a la suplementacion
de la proteina del maiz y en este andlisis de varianza si?. La respues-
ta es fdcil de dar: como se indictd anteriommente, en el cilculo de poten-
cias de vitamina A el efecto de la vaviacidon entre sexos de ratas resul-
tA en un intervalo de confianza muy amplio, lo que no permitid detectar
diferencias significativas. En este segundo anidlisis de varianza se con-

trold la variacién producida por el factor sexo, elimindndola de el error



experimental. Esto permitid que la diferencia producida por calidades
de proteina fuera significativa.

Hasta ahora no se ha comentado nada sobre los valores de niveles
séricos de vitamina A mostrados por ias ratas colocadas en dietas de re-
plecidon. Este valor no fue utilizado para hacer comparaciones estadis-
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 indicacién de el estado nutricional
del animal’réspecto a cse nutriente. Un nivel menor que 20 mcg retinol/
decilitro de suero se considera deficiente (49). . Todas las dietas de re-
plecidn, excepto la dieta II a basc de maiz, 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
BTupo se obtienen conclusiones interesantes. Los niveles séricos de los
machos son en promedio mis altos que los de las hembras. Por otro lado,
las reservas hepdticas muestran un comportaﬁ}ento inverso. Se puede dar
entonces la siguiente explicacidn: los reque;imientos de vitamina A de
las machos para cubrir sus funciones metabdlicas biasicas son mayores que
para las hembras debido talvez a su mayor tamaino. 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 bdsico, y el resto
lo dejaron para reservas hepiticas.

Como las hembras requieren menos vitamina A sus reservas hepiaticas
son mayores. Los niveles séricos de vitamina A mayores para los machos
concuerdan con la idea de una mayor utilizacién de esta vitamina A en su

metabolismo, Mas atin, cuando la ingesta de vitamina A es elevada (como
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en la dieta estandar 0.4) el metabolismo bdsico es cubierto ficilmente y
las reservas hepidticas de los machos logran subir entonces a un nivel
igual o mayor que el de las hembras (comparese para esto las reservas
hepaticas totales de machos y hembras en las dietas estandar 0.2 y 0.4)
(Ver tabla 6.8)1
Otra relacidn interesante que se deduce de los resultados se obtiene
al observar la tabla de éigestibilidad (Tabla G.U). En la primera colum-
na de cada grupo se presénta la cantidad de carotenos ingerida por las ra-
tas de cada dieta. "Se observa que las ratas de las dietas | y 11T (de ni-
Vveles altos de carotenos) ingirieron una mayor cantidad de carotenos {16;
gicamente). Sin embargo las reservas hepiticas de estas ratas no fueron
significativamente mayores que las de las ratas alimentadas con dietas ha-
jas en carotenos, segln lo demuestra el andlisis de varianza mostrado en
el apéndice C. Esto sugiere que debido a la necesidad de satisfacer sus
nccesidqges basicas de vitamina A, las ratas que ingirieron menor canti-
3

dad de qérotcnus en sus dietas lo transformaron con mas eficiencia a vi-
tamina A, Lsto resultd en unt reserva hepiaticade vitamina Al Esta re-
si1té en una reserva hepatica de vitaminz A similar para los cuatro gru-
pos.

| Para terminar esta discucidn de resultados, se debe sefialar que la
determinacidn de carotenos en las muestras de suero e higados no resul-
td satistactoria, y los resultados presentados se incluyeron finicamente
a manera de informacién. El andlisis quimico utilizado para determinar
retinol sérico y hepdtico no es el mis adecuado para determinar carote-

noides en estas muestras. En primer lugar no sc¢ hace ninguna separacién

de contaminantes, y es muy posible que la lectura que se obtenga a 460



nm sea debida a alguna otra sustancia presente (incluso el retinol tiene
un residuo de absorcién a esta longitud de onda (60). Por otro lado las
lecfbras de absorbancia a esta longitud de onda son muy bajas y se ven.

facilmente influenciadas por pequenas contaminaciones en las microceldas,
que son muy frecuentes. Los resultados de niveles de carotenos en sueros
e higados obtenidos no presentan ninguna 16gica, y esto es debido segura-
mente a las fuentes de variacién ya explicadas. Lo Gnico que si se pue-

de concluir con seguridad es que la concentracidn de carotenos en estas

muestras eera muy baja,
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VIII, CONCLUSIONES

La suplementacidn del mafz comdn 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 higado,

La suplementacién ya mencionada también produjo una mejora signifi-
cativa en la eficiencia de alimento de las dietas elaboradas con di-

cho maiz suplementado,

Dicha suplementacién no tuvo ningln efecto sobre la digestibilidad

de los carotenoides contenidos en el maiz,

Las potencias de vitamina A de los maices normal y suplementado'fue—
ron: normal: 1,12+0.68 mcg retinol/ g maiz; suplementado: 1,44169

mcg retinol/g maiz,

Las potencias de vitamina A de los carotenos contenidos en dichos
maices fueron: nommal: 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,

La disgestibilidad de carotenos en mafz no se ve afectada por el ni-

vel de éstos en la dieta.

El nivel de carotenos en la dieta afect6 la eficiencia de transfor-

macién 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 hepAticas similares a las de las ratas alimentadas

con dietas altas en carotenos, }

Las reservas hepdticas de vitamina A de las hembras resultaron mayo-
res que las'de los machos, pero en los niveles séricos de vitamina A
ocurri8 el caso contrario. Esto sugiere que los niveles de vitamina
Ay carotenos administrados en las dietas no fueron suficientes en
los machos para_obtener una reserva hepatica plena, y gran parte de

los carotenos ingeridos se utilizé para satisfacer las necesidades

basicas de las ratas,



IX, RECOMENDACIONES Y

En hase a la experiencia adquirida en la realizacifn del presente ex-

perimento, se hacen las siguientes recomendaciones para la realizacidn

de experimentos de este tipo en el futuro,

1,

Disminuir el tiempo de deplecién al minimo 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 deplecién con alto contenido de proteina de opti-

ma calidad,

Utilizar en el experimento ratas del mismo sexo, con un -ndmero

de repeticiones lo mds elevado posible por grupo.

Elaborar la dieta problema con niveles de désis separados equi-

distantemente.

Como recomendaciones para investigaciones adicionales se plantean

los siguientes temas:

1,

Elaborar una curva de deplecién de las ratas mostrando el tiem-
po 6ptimo para la replecifn,

Determinar el limite de deteccién del método de cuantificacién
de vitamina A en higado.

Determinar el efecto de las condiciones ambientales sobre los

procesos de deplecibén-replecién de vitamina A de la rata,



4.

R T
Determinar la digestihjlidad de carotenos en maiz en condiciones nor-

males (ratas no depletadas),

Determinar el efecto de la complementacién de maiz con frijol (o al-

glin otro grano) en la disponibilidad de carotenoides,

Estudio de disponibilidad de carotenoides del mafz en otros animales

(por ejemplo monos).
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APENDICE A
Métodos de andlisis utilizados en 1la presente investigacién

A.1 Andlisis de carotenoides en maiz (métodos AOAC niimeros 43,018 a

43.023 (1981))

Extraccién:

Se muele la muestra hasta pasar por tamiz No, 40, Se pesan 4 gramos
de muestra“dentro de un baldn aforado de 100 ml. Se pipetean 30 ml del
extractante (hexano-acetona-etanol absoluto-tolueno (10+7+6+7) y se agi-
ta por un minuto, Se pipetean 4 ml de KOH metandlico al 40% dentro del
balén, se agita por un minuto y se coloca en un bafio a 56 C por 20 minu-
tos. Se adhiere al baldn un condensador para evitar pérdida de solvente.
Se enfria la muestra y se deja en la oscuridad por 1 hora., Se pipetean
30 m1 de hexano dentro del balén, se agita y se lleva a volumen con so-
lucion acuosa de sulfato de sodio al 10%. Se agita vigorosamente y se
deja en la oscuridad por 1 hora, antes de la cromatografia,

l Cromatografia:

La columna cromatografica debe ser un tubo de vidrio de 1 can. de dii-
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 dxido de magnesio activado y Hyflo Super-Cel (1+1))
hasta fomar una capa de 12 cm. Se le aplica vacio 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.



Se transfieren 15 ml del extracto a la columa y se aplica vacio para
forzar su paso. Se eluye la franja de carotenos con hexano-acetona 9+1,
v la franja de xantofilas con hexano-acetona-metanol 8+1+1, Los eluyentes.
se recogen en un baldn aforado de 10 m), y se 1llevan a volumen con la so-
lucién eluyente, Se lee la absorhancia de la solucidén de carotenos a 436
um y la de la solucidn de xantofilas a 474 nm. Se obtiene el {actor de
correccidn del aparato leyendo una solucién 0.04 mM de sudan 1 a las lon-
gitudes de onda descritas,

(dlculos: .

La solucidn de sudan deberd leer 0,561 a 474 nm v 0.460 a 436 nm. El
factor de correccién f se obtiene dividiendo la lectura esperada por la
lectura obtenida, para cada longitud de onda. La concentracién en mg/g
se obtiene de la formula:

C = (Axfx50) / (Exg)
donde A es la absorbancia de la muestra a 136 nm segiin se est@ calculan-
do carotenos totales expresados come beta-caroteno o la absorbancia a
474 si se calcula xantofilas totales expresadas como luteina., [ es el
factor de correccidon, E es la absortividad (190 para beta-caroteno y 236

para luteina). g es el peso de la muestra en gramos,

A,2 Método para cuantificar carotenos en heces:

Extraccién: (adaptacidn de Nozenke (52)

Se pesa | g de heces secas v 2 g de sulfato de sodio anhidro y se ma-
ceran juntos en 1m mortero. Del macerado homogenen se toma nna alicuota
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 MeOll/eter de petroleo (p.e. 60-80) 1:1



(v/v)., Se sella y se coloca en aparato de agitaci6n por 5 minutos. Se
decanta el sobrenadante a un matraz de 50 ml, Se repite la extraccién con
porciones de 15 y 10 ml por 10 minutos, juntando todos los extractods, Se
adiciona 4 ml de KOH metanolico al 40% y se coloca la muestra en bafo tér-
mico a 45 C por 10 Min.. Se transfiere a ampolla de decantacién y se agre-
ga agua para separar las capas. [l agua separada se transfiere a otra
ampolla de decantacidn vy 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 iavan 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-
cacion de carotenos en maiz, El extracto de heces se recoge en el minimo

volumen de hexano y se transfiere a la columna,

A.3 Cuantificacién de retinol y carotenos en muestras de suero sanguineo

e higado. (método original de Besey y lLowry (50) ).

El suero debe separarse del coagulo sanguineo por centrifugacién en
frio. EI higado se macera en glicerol-agua 1+1 (v/v),

Se colocan 200 microlitros (mcL) de muestra en un microtubo y se agre-
gan 200 mcL de KOH IN (se prepara KOH acuoso 11N y se diluye en el momen-
to 1 ml de soluci6n con 10 ml de etanol absoluto). Se agita en Vortex
por 10 seg. Se coloca la muestra en bafio 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 sobrenadante se transfiere a una micro-
celda y se lee a 328 nm. Para cuantificar carotenos se lee a 4060 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. Ila concentracién en mcg de retinol/dl se
obtiene de la formula:

C =& AL)x592x1 [ 5
donde A es la absorbancia a 328 nin antes de ivradiav v Ai la absorbancia
después de irradiar.  En =1 caso del hipado, =1 valor dado por =sta f6r-
mula se multiplica por 0,1 dL para obtrener mcg de vetinol, y se divide
dentro del peso de muestra para obtener mcé/g.

Para calcular la concentracifn de carotenos en mcg de betacaroteno/

dL se usa la fdrmula:

C = Ax480x1,5
donde A es la absorbancia a 460 nm. Vara el célculo de concentraci@n he-
pitica se procede de igual manera que con el cdlcule de concentracién de

retinol.,



APENDICE B
Método para el cdlculo de Potencia de Vitamina A

El método es descrito por C,I, Bliss y C, White en el capitulo 2 del

libro The Vitamins vol VI por Gyorgy y Pearson (ed,) Segunda edicién,

Academic Press, 1967, New York.

El método se aplica cuando la respuesta de un bioensayo es una fun-
cién lineal dél nivel de dosis. Las pruebas concurrentes de dos o mis
preparaciones que difieren sélo 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 cse mismo nivel de dosis, Mis
especificamente se tiene que la varianza en la respuesta es proporcional
al cuadrado del valor de la d8sis.

En este caso se tiene que la mejor estimacién de la pendiente de re-
gresion es el promedio de los radios y/x para cada observacién:

b= Ziy/x)
N

La varianza del error se estima de cada muestra como:

S2 =2(y2/x2) -2 2(y/x) /N
N=1

La varianza de la pendiente es:



V(bo) = sZ
X

La validez del métode se prueba con un andlisis de varianza ejecutado
de acuerdo a lo mostrado en la tabla 8.1, FEn esta tabla se observa que la
variacion 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 ddsis para una preparacidn dada deben tener la misma frecuen-
cia f, pero ambos k v f pueden diferir entre preparaciones. Si la disper-
s16n 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-
riacién entre désis), estos dos componentes son combinados en una varian-
za de error para el ensayo.

Cuando el andlisis de varianza confirma la validez de computar cada
'ma de las m vegresiones con intercepto en cevo, la potencia relativa de
cada desconocido en unidades codificadas puede ser computada del radio:

P = b2/bl
donde bl es la pendiente para los estandar y bZ para el desconocido. Ca-
da potencia relativa es convertida a la potencia real multiplicando por
el radio de los intervalos reales de dosis.

La precisién de la potencia en mnidades cedificadas se mide conve-
nientemente mediante su intervalo de confianza. la precisisn del radic
calculado depende mucho de su denominador, en este caso, la pendiente

del estandar, a través del término:

b

C=- _ o =pendiente de recta estandar
bel-V(be)t. 2

donde t es el valor de t de student con el nivel de significancia escogi-



1

oo

A
1

do, El intervalo de confianza viene dado por:

Xp = P+ \(Cc-1) (P2 NNy,
Estas férmulas y cdlculos se aclaran un poco con el ejemplo del cil-
culo de potencia para los datos de este experimento. La disposicién de

los datos se muestra en la tabla B.2.

El and)isis de varianza se miestra en la tabla B.3. De este ANDEVA

73]
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desprende que la variacidn entre pendientes es significativa respec-
to a la variacidn euntre ddsis, v que la variacién combinada de las medias
de cada désis alrededor de las pendientes no excedid significativamente
la variacion entre ratas dentro de cada d6sis. Estos dos sventos confir-
man la validez del ensayo. Se junta entonces la variacién debida a 1a
dispersién de medias y la debida a la variacién entre dbsis 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 correccidn C, y con este factor los inter-

valos de confianza, A continuacién se muestran los cdlculos en detalle,

Varianza Media: 8.410 GL. 41 t¢,95 = 4,0804
V (be) = 8,410 _

Zp— = 0,7008
C= _ (12.508)2 = 1,0186

(12, 508YZ-07008(4,0804)
Intervalos:

a) Muestra mejorada:

0.2513% 1.0186 t\/(0.0186) [1.0186% (0,2513)2 + ‘2/1@]

= 0.2560-1_0.1231 Adimensional
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b) Muestra normal:

0.1958 X 1,0186 + V (0,0186) [1.0180 x (0.1958)2 + 12/,

=0, 1894 + 0,521 g’\dhnensimna]
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TABLA B. 1

Andlisis de varianza para un ensayo de radio de pendientes
con m regresiones cada una con k niveles de désis 1gualmente
espatiados y f respuestas para cada désis. Cada vegresidn
con intercepto en cero y una varianza esperada.

aila T IR s s s S
I Pendiente promedio I BSy/x)2%/N = B
2 Entre pendientes m-1 E{(E Y/ x )E/fk]i - Bozc = 82_
3 Dispersién de medias mk-m s {(‘é Y)2/fx2 }L 7 B.ozc - So
4 Entre désis HEple CREID SR e s eSS
5 Total N 35 vY x°

2 2 &
6 Error del ensayo NS Ve/ X = Boe =5
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TABIA R,2Z

Bioensayn de radio de pendientes usande reservas hepiticas
como variable de respuesta, para dietas de maiz comin y maiz
suplementado con lisina y triptofaun, la reserva hepafica
dada en mcg de retinnl/g de higado

. e e = e = A e e et m S el o e me e e e

Respuesta a désis

Témmino EO E1 E2 D11 D12 D21 N22 Total
y (por
rata) 0.4 7::8 23,2 1.0 1.6 n,5 1.8
0.2 8.3 Z21.4 2.5 2.8 2.3 133
0.4 7.4 15.7 1.1 2.0 0,4 1,4
0.3 1.3 7 28,3 1.4 2l 1.1 1.4
0.1 14,7 33..7 7.4 8.3 7% 2.6
0.5 14,7 44.7 0% 63 5.0 4.3
1.8 h.3 5.3 5.8
B | 2o Hh.0
1.9 bE Lo 167.0 27.8 36.9 24.n 249
B0 36 51774 - 189,25 222 3611547 % 10750
1 2 1 1.04 1 1.64
66.6 83.5..527.8 « 22,5 24.0 502 239 .6
7393 1M6e2:0. "96:6 -7 63.3 + 7270 2858 2162.0
804, 4 1794,3 139.,2  R2.6 115.7 40.1 2A76 .4

be = 150.1/12=12,508; bD1 = 50,3/16=3,1438; bDZ = X 20.18/i6 = ;.4488

3.144/12.,508
2,449/12,508

Bh
P D2

0.2513
0,1958
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TABLA B,3

Miljsis de varianza para ensayo de radio de pendientes
para muestras o maiz comfin vy maiz suplementado
(Datos de tabla B.2)

Fila l'émino (3. SC CM K

A e e ———— ,.._-.,......_._-J..__....._-v...,»,......__bﬁ,..‘...,_...._ o T e e g ] e e e - =
f Pendiente promedio 1 1304 .51 1304, 51

2 Entre pendientes 2 827,06 413,53 Sy

3 Dispersidn de medias 3 30,44 10,15 i

4 Entre dfsis 38 314 .35 8.27

5 Total 44 2470, 36

6 Error del ensayo 4 344,79 8.41






APENDICE C

Andlisis de varianza efecdtuados en el andlisis estadistico
de el presente trabajo de investigacén

Tabla C 6,1

Andeva realizado para probar el modelo de regresién
realizado entre las variables
nivel retinol en dieta-reserva hepitica de retinol

Fila - - Fuente de Variacién GL SC ‘ M F

il Total 19 3061,21
Ze Regresidn 1 - 2430,60 2430,6 69, 4%%
555 Error 18 630,61 35.0

T T o e o e e e e T e T L S e S S R R T o g e e o S s L S L S S L o e - o oy

** significativo con nivel de significancia menor que 0.001

Tabla C 7.1

Andeva de el modelo estadistico utilizado
para comparar las cuatro dietas elaboradas a base de maiz
en base a la variable de respuesta: retinol hepatico
expresado como mcg retinol/g de higado

e T e e o e e e o e T i e o e oy e S R e S R s S i i, i, B S S i S e i e o

Fila Fuente de Variacién GL SC CM F
1 Bloques 3 12,898 4,299 0,94
2 Tratamientos 7 401.569 G807 o= 12.61%%
3 Trat, A (proteina) 1 20.104 20.104 4,42%
4 Trat. B (caroteno) 1 8,052 8.052 e,
G Trat, C (sexo) 1 364,833 364,833 80.18%%*
6. Interaccién AB 1 5,397 5.397 1.19
7 Interaccién AC 1 3,693 3.693 0,81
8. Interaccién BC 1 0.076 0.076 0.02
9, Interaccidn 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

e S g S o ey e e S B g e T S . e s, e S, S B S S i S ey e s e/ g

* significativo con n,s. 0,05
** significativo con n.s. 0.01
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Tabla C 7,2

Andeva de el modelo estadistico utilizado
para comparar las cuatro dietas elaboradas a base de maiz
en base a la variable de respuesta: retinol hepdtico
expresado como mcg retinol total en el higado

e e e e e e e o o e e . e e e S P e e PP P S VR T PR L T T T T T S ST P e . SIS L AL L L e

Fila Fuente de Variacidn GL SC M F
1% Bloques : 5 570,072 190,024 0,59
2 Tratamientos 7 Ti513.270 2501.096 7. JqEs
3. Trat, A (proteina) 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. Interaccidn AB 1 159,401 159,401 0,50
To Interaccidn AC 1 329,802 329,802 1,02
8. Interaccidn BC. 1 17.446 17.446 0.05
9. Interaccidén ABC i 75.276 75.276 0,23
10, Error de muestreo 61 2380,223 39.020

11. Frror residual 21 6763.468 322,070

12 Total 92 27227.033%

T T o L T s T T T e SR TR ML MR ML SRLL s LS e e S S

o Significativo con n.s, 0.05
*%  Sipnificativo con n.s. 0,01



APENDICE D

Unidades para definir actividad de vitamina A
Nota aclaratoria: A lo largo de la historia de la investigacién 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 confusidn al leer
literatura de distintas épocas, ya que se encontrardn 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
Ay
Los siguientes parrafos fueron extrafdos de: Roels, O,A. "Standarization of
Vitamin A Activity'". en ''The Vitamins' second edition, Volume I, Sebrell,
W.H. & R,S. Harris (ed.) Academic Press, 1967, New York,

"En los primeros afios de estudio de vitamina A habia una gran confusidn
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 bioldgicas para determinar la actividad de las vitaminas, y
era dificil obtener resultados reproducibles cuando se comparaban datos
obtenidos en diferentes laboratorios."

"Los primeros trabajadores en el drea trataron de comparar la activi-
dad bioldgica de varios extractos o preparaciones de vitamina A disponi-
bles y crearon una medida comfin de actividad bioldgica de vitamina A 1lla_
mada la unidad internacional (UI)".

"Esfuerzos tempranos para estandarizar la actividad fueron realiza-
dos por la Conferencia sobre Estandares de Vitaminas realizada en Génova
en 1931 bajo los auspicios de la Liga de Naciones,"

"En 1960 el Comité Experto sobre Estandarizacitn Bioldgica de la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (0,M.S.,) redefinié 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 parrafo fue extraido de: Underwood, B.A, 'Vitamin A in Ani-
mal and Human Nutrition'", en '"The Retinoids' vol, I, Academic Press, 1984,
New York.

MAunque una base de ﬁeso es la unidad preferida para expresar el valor
de vitamina A de las dietas, se necesita una terminologia diferente para
expresar el valor nutricional o biolégico para distinguirlo del valor qui-
micamente determinado. La unidad escogida por un comité experto conjunto
de la Organizacién de Alimentos y Agricultura y la Organizacién 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 Investigacién de los Estados Unidos. La terminologia de equi-
valente de retinol es puramente un concepto dietético. Toma en cuenta la
eficiencia promedio de conversidn 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:

1T 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 proveido por 0.167 mcg

de retinol). Para otros carotenoides provitamina A, 1 mcg de otros ca-
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rotenoides = Q.083 RE (que puede tamhién ser proveido por 0.083 mcg de re-
tinol). Para evaluar dietas, por lo tanto, se aplica la siguiente formu-
la: Equivalentes de retinol =mcg retinol + mcg beta-caroteno x 0,167 +
mcg otros carotenoides provitamina A x 0,083, Para comparaci6n 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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