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|. INTRODUCCION

México de 2007 a 2009, ocupé el tercer lugar en la produccion mundial de
garbanzo, con 389 mil toneladas de grano, por lo que en México el garbanzo
Cicer arietinum L. es una de las leguminosas que se produce en mayor
proporcion. Su principal aprovechamiento es como alimento humano, ya que su
proteina junto a la de la soya es considerada como la de mayor valor biolégico
(Cota et al., 2010), esto tiene importancia debido a que México es un pais

tradicionalmente productor de garbanzo.

Otra ventaja del garbanzo entre las leguminosas es que contiene menor cantidad
de factores antinutricionales como inhibidores de tripsina comparado por ejemplo,
con el frijol que es una de las leguminosas mas consumidas en México (Clemente
et al., 1999).

Debido a que el garbanzo es ampliamente producido en México se decidid
utilizarlo como vehiculo en la adicién de fumarato ferroso (FFe) y citrato de calcio
(CCa), con el objetivo de determinar la biodisponibilidad de estos minerales,
ademas de determinar la calidad proteinica del garbanzo y realizar un balance de
energia. Lo anterior, también tiene como objetivo realizar una base de datos para
implementarlo en la asignatura, Laboratorio de evaluacion nutrimental de
alimentos, del ciclo terminal de la carrera de Quimica de Alimentos de la Facultad

de Quimica.

La evaluacion de la calidad proteinica del garbanzo, asi como de la
biodisponibilidad de las sal de fumarato ferroso y citrato de calcio fueron
realizadas empleando ensayos bioldégicos como Relacion de la Eficiencia
proteinica (REP), Relacion Neta de la Proteina (RNP) y Digestibilidad (D), ademas
de que se realizO un balance de energia, para conocer el aprovechamiento de

energia que las ratas tuvieron del alimento consumido.



Se decidié evaluar estas dos sales, ya que por una parte la anemia es un
problema de salud publica a nivel mundial que afecta principalmente a nifios y a
mujeres en edad fértil (Suérez et al., 2005). La anemia en nifios menores de cinco
afios es particularmente importante por el impacto negativo que tiene sobre su
desarrollo mental y su futuro desempefio social en etapas posteriores. Los nifios
que padecen anemia durante los primeros dos afios de vida tienen un desarrollo
cognitivo mas lento, menor desarrollo psicomotor, y cuando ocurre en la edad

adulta, menor capacidad de trabajo (Matarese, 2004).

La Encuesta Nacional de Nutricion del afio 2006 reporta que aproximadamente 1,
862, 985 niflos en etapa preescolar presentaron anemia, ademas de que la
reduccion en la prevalencia de anemia en los nifios preescolares que habitan en la
region sur del pais sélo disminuyd 1.7% del afio 1999 a 2006, siendo mayor la
prevalencia de anemia en zonas rurales que en zonas urbanas. Por otro lado, 21,
135 mujeres, con edades entre 12 y 49 afos resultaron anémicas, siendo el 20.6%

mujeres embarazadas y 15.5 % no embarazadas (Olaiz, 2006).

Con respecto al calcio, es necesario tener una ingesta adecuada calcio en los
alimentos para generar la masa Osea en los afios de la prepubertad a la
adolescencia. Las mujeres posmenopausicas necesitan obtener suficientes
cantidades de calcio para mantener la salud de los huesos, ya que durante los
tres afios posteriores a la menopausia en la mujer se produce una pérdida mas
rapida de la masa mineral dsea, la que puede llegar hasta un 2% anual (Weaver et
al., 1999). Ademas estudios recientes muestran que la suplementacién con calcio
y vitamina D reduce significativamente el riesgo de cancer de mama en un 14-
20% vy reduce el riesgo de cancer colorrectal un 17% en las mujeres (Astrup,
2011).



1. ANTECEDENTES

1.1 Garbanzo

El garbanzo Cicer arietinum L. es la segunda leguminosa en grano de importancia
en el mundo. Su principal aprovechamiento se deriva de su utilizacion como
alimento humano, preparado de muy diversas formas, de acuerdo con las

costumbres de cada pais.

El garbanzo es un cultivo importante en varias regiones de México. Se utiliza
principalmente como alimento forrajero y para consumo humano. Es un cultivo
potencialmente productivo con base en las siguientes caracteristicas: como
alimento para consumo humano, tiene porcentajes aceptables de proteina y
carbohidratos, puede usarse como cultivo de invierno, sin interferir con los cultivos
mA&s importantes de verano o primavera como son maiz, papa, frijol, etc. y el costo

de produccién es bajo, comparado con el de otros cultivos (Guerrero, 1999).

Su cultivo se dio en épocas muy remotas, los primeros hallazgos arqueol6gicos
datan aproximadamente de 5450 a.C. y fueron encontrados en Hacillar y Turquia.
Algunos botanicos consideran que hubo varios puntos de origen en Asia y el
Mediterrdneo del este, extendiéndose rapidamente por la region mediterranea y el
Sureste del continente asiatico y gradualmente a las partes secas de Africa, sobre
todo Etiopia (Nadal, 2004).

1.1.2 Botanica

El nombre cientifico del garbanzo es Cicer arietinum L.; pertenece a la familia
fabaceae, agrupando el género Cicer. Es una planta pequefia que alcanza de 30 a
50 centimetros de altura y tienen un color verde-azulado, es una planta anual, las
flores, que suelen ser rosadas son normalmente solitarias y se forman en las
axilas de las hojas (figura 1.) sobre un pedunculo de 2.5 a 4 cm. Las raices son

fuertes y desarrolladas y, segun las especie de que se trate, el sistema radicular
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puede ser profundo o superficial. Los tallos son ramificados, flexibles o rectos,
erectos o rastreros. Las vainas son pubescentes, puntiagudas e hinchadas,
llegando a alcanzar hasta los 3 cm de longitud, éstas pueden contener de 1 a 10
semillas. En el caso del garbanzo Cicer arietinum L. se encuentran genotipos que
tienen hasta tres semillas por vaina. Las semillas tienen formas que varian entre
globular y bilobular, siendo en algunos casos casi esféricas, presentan un pico
caracteristico recto o curvo que cubre la radicula. El garbanzo presenta diversos

colores y pueden alcanzar hasta los 15 mm de longitud. (De Miguel, 1991).

Figura 1: plata de garbanzo Cicer arietinum L. y flor

Existen distintas variedades de garbanzos, habiéndose reconocido cuatro razas
denominadas: oriental, asiatica, mediterranea y eurasiatica. En las razas
mediterranea y eurasiética las semillas son grandes, con una cascara blanca,
mientras que en las otras zonas son mas pequefas y las cascaras pueden variar

de color.

Existen 40 especies de garbanzos y se clasifican en 3 tipos de garbanzos:

« Kabuli: tamafio del garbanzo medio a grande, redondeados y arrugados, color
claro y flores no pigmentadas. Su cultivo se localiza en la region mediterranea,
Ameérica Central y América del Sur.

» Deshi: grano de tamano pequefio, formas angulares y color amarillo o negro. Las
flores y los tallos son, generalmente, pigmentados, y en algunas ocasiones

también las hojas. Se cultivan principalmente en la India.



» Gulabi: grano de medio a pequefio tamanio, liso, redondeado y de color claro.
(De Miguel, 1991).

1.1.3 Produccioén

La superficie plantada anualmente en el mundo ronda los 10 millones de
hectareas, registrandose una gran variabilidad en la superficie cosechada y los

rendimientos por hectarea, debido a la presentacion de sequias durante el cultivo.

De 2007 a 2009 México ocupod el tercer lugar en la produccion de garbanzo, con
389 mil toneladas de grano; en primer sitio se encontrd, la India, con un millén 100
mil toneladas; y en segundo lugar Turquia, con 675 mil toneladas. La lista la
completaron Canada (317 mil toneladas), Estados Unidos (122 mil toneladas),
Australia (116 mil 900 toneladas), Espafia (76 mil toneladas) y Argentina (37 mil
toneladas) (Castelan, 2010).

A continuacion en la tabla 1, se muestran los principales productores de garbanzo

en el aflo 2005 segun la FAO.

Tabla 1. Producciéon mundial de garbanzo 2005

1 India 6.000.000 *
2 Pakistan 868.200
3 Turquia 610.000
4 Iran, Rep. Islamica 310.000 F
5 México 240.000 F
6 Myanmar 230.000 F
7 Australia 189.000
8 Etiopia 135.000 F
9 Canada 97.600
10 Siria, Rep. Arabe 55.348

Sin simbolo = Cifra oficial * = Cifra extraoficial F = Estimacion de la FAO
Fuente: Food And Agricultural Organization of United Nations: Economic
And Social Department: The Statistical Devision (2005)



En cuanto a la produccion nacional, en México se siembran 150, 000 hectareas
de garbanzo, de las cuales 20 % corresponden a grano pequefio y café,
denominado forrajero, y el 80 % son de grano blanco grande para consumo
humano destinado casi en su totalidad a la exportacién (Padilla et al., 2008). En el
noroeste de México en los estado de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur se
siembra alrededor del 70 % del area nacional del garbanzo y toda dedicada al
grano blanco. En los estados de Querétaro, Guanajuato, Michoacan, y Jalisco, el
95% del garbanzo que se produce es utilizado en la industria ganadera para la

alimentacion de aves y cerdos (Padilla et al., 2008).

El INEGI reporta que en el afio 2006, México cosecho6 una superficie de 113, 262
hectareas con un rendimiento de 1 434 kg/ tonelada produciendo 162, 382
toneladas de garbanzo. Para el afio 2008 la superficie cosechada disminuy6 hasta
90, 970 hectareas, pero presentdé un rendimiento del 1 809 kg/ tonelada
obteniendo una produccion de 164 605 toneladas. En el afio 2010 México tuvo una
produccion total de 171,912.31 toneladas de garbanzo, de los cuales el 23.28 %
correspondieron a garbanzo forrajero y 76.72 % al garbanzo para consumo
humano (SAGARPA, 2011).

Los precios del garbanzo mexicano en febrero y marzo de 2006 se fijaron en mil
diez dolares por tonelada, nivel en el que se mantuvieron hasta abril de 2008, en
esta fecha salto a los mil 60 dolares por tonelada. En febrero y marzo de 2009 el
precio descendi6 hasta los 790 doélares, pero para agosto de 2009 ya se
encontraba en 950 ddlares por tonelada. Segun datos presentados por SAGARPA
el precio del garbanzo en agosto del 2011 se encuentrd situado entre 17 y 23
pesos por kilogramo segun el tamafio del grano en centrales de abasto de Toluca,

Tuxtla Gutiérrez y Culiacan.



1.1.4 Valor nutrimental

La mayoria de las leguminosas destacan por su alto contenido proteinico, que
generalmente oscila entre el 17 y el 25%, y contienen tanta energia (329 kcal
/100g) por unidad de peso similar a los cereales, ademas presentan altos
contenidos de hidratos de carbono, y son mas ricos en fibra que los cereales. El
contenido de grasa varia entre las oleaginosas y las legumbres secas; las
primeras pueden llegar a contener hasta un 30% o incluso mas; la representante
mAas caracteristica es la soya. En las leguminosas secas se encuentran valores
pequefios de este nutrimento, destacando el garbanzo por su contenido de grasa,

con cantidades que pueden superar el 5% (LOpez, 2004).

El aporte de nutrimentos inorganicos en las leguminosas no es despreciable,
destacando el contenido de hierro y calcio, ademés de vitaminas como la tiamina,

niacina y acido ascorbico.

En la tabla 2 se presentan la composicion quimica de diferentes leguminosas
donde destaca el garbanzo por su contenido de grasa ademas de su contenido en
hierro. El contenido de calcio generalmente es elevado en las leguminosas; para el
caso del garbanzo es de 105 mg/100g; esta cantidad cubre con el 15% de la IDR
para calcio (800 mg/dia); también se observa que la cantidad de proteina es de
alrededor del 20% para las leguminosas destacando la soya con un 34.1 %
(Hernandez y Bourges, 1996).

El contenido de aminoacidos indispensables en las leguminosas ha sido
ampliamente estudiado. Se ha observado que las proteinas de las leguminosas
son deficientes en aminoacidos azufrados y triptofano, pero ricas en lisina,

aminoacido en el cual los cereales son relativamente deficientes.

1. IDR: Ingesta Diaria Recomendada (mg/dia)



Tabla 2. Composicién quimica de algunas leguminosas®

Garbanzo 20.4 6.2 61.0 5.0 105 8.0 0.7 0.2
Frijol 21.8 2.5 55.4 4.0 183 4.7 0.6 0.2
negro

Frijol bayo 22.7 1.8 58.5 4.0 200 5.7 0.7 0.1
Alubia 20.3 2.8 58.6 4.3 132 6.7 0.5 0.2
Lenteja 22.7 1.6 58.7 5.2 74 5.8 0.7 0.2
Haba 22.6 2.2 63.1 3.0 49 7.3 0.9 0.3
Soya 34.1 17.7 335 12.5 226 8.4 1.1 0.3

1. g/ 100 gramos Fuente: Hernandez M.C, Bourges H.A, 1996.

Las proteinas del garbanzo, son una buena fuente de todos los aminoacidos, con
excepcion de triptéfano y metionina (tabla 3) segun con las investigaciones
realizadas por Yust et al. en 2010. Su proteina junto a la de la soya, es
considerada como la de mayor valor biolégico entre las leguminosas en grano

destinadas al consumo humano (Clemente, 1999).

Tabla 3. Contenido de aminoacidos en garbanzo.

Asp +Asn 13.2 Tyr 2.40
Glu + GIn 17.1 Val 4.26
Ser 5.99 Met 0.24
His 2.82 Cys 0.93
Gly 3.91 lle 3.39
Thr 4.55 Trp 0.63
Arg 9.18 Leu 9.00
Ala 4.86 Phe 6.40
Pro 4.82 Lys 6.70

Fuente.Yust et al., 2010

En la tabla 4 se muestra el contenido de los aminoacidos indispensables de
diferentes leguminosas. Se observa que la mayoria de estas leguminosas
presentan contenidos bajos en metionina y triptéfano, siendo la haba y la lenteja



las que presentan los niveles mas bajos de éstos, mientras que el garbanzo
después de la soya presenta mayor contenido de metionina y el mayor contenido

en triptéfano entre las leguminosas.

Tabla 4. Contenido de aminoacidos indispensables de diferentes leguminosas

M T

Arginina 7.98 8.45 10.6 9.2 8.42
Histidina 2.57 3.81 2.8 2.5 2.55
Isoleucina 4.53 6.30 4.5 4.4 5.10
Leucina 7.63 10.9 7.7 7.4 7.72
Lisina 7.72 7.96 7.0 7.7 6.86
Metionina 1.16 0.70 0.6 1.3 1.56
Fenilalanina 6.46 6.25 4.3 4.9 5.01
Treonina 3.86 4.47 3.7 3.8 4.31
Triptéfano 1.78 1.22 -- 1.3 1.28
Valina 4.63 5.42 5.2 4.9 5.38

Citado por Whitaker, J.R. (1988).

El contenido de proteina de las leguminosas y en particular del garbanzo, ayuda a
disminuir el costo de la dieta, al complementar y diversificar el aporte proteinico.

1.1.5 Factores toxicos del garbanzo

Las leguminosas y el garbanzo entre ellas, contienen elementos toxicos y
antinutricionales, como son los compuestos polifenélicos o taninos, lectinas o
hemaglutininas, glucésidos cianogénicos e inhibidores de tripsina. Las cantidades

varian segun las especies y variedades.

El termino toxico se refiere a cualquier sustancia o agente fisico que actuando en
pequefias cantidades, es capaz de producir efectos adversos sobre los

organismos vivos (Repetto, 2009).



Saleh et al., en 2006 reporté que sustancias como las lectinas son eliminadas
totalmente de las leguminosas con un proceso térmico, mientras que los taninos, e
inhibidores de tripsina son disminuidos sustancialmente hasta en un 50 y 83 %

respectivamente.

e Inhibidores de proteasas.

Son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la actividad proteolitica de
ciertas enzimas. Se encuentran en casi todas las plantas y particularmente en las
leguminosas (Saleh et al., 2006). En la mayoria de los casos, son proteinas cuyos
pesos moleculares oscilan entre los 6,000 y 50,000 Daltons. Los inhibidores de
proteasas en los alimentos reducen la utilizacion de las proteinas en el tracto
digestivo. De este grupo de factores antinutricionales los mas conocidos son los
inhibidores de tripsina (IT), que inhibe la actividad de la enzima digestiva tripsina

secretada por el pancreas.

Los inhibidores de proteasa son termolabiles, por lo que se pueden inactivar en
mayor 0 en menor grado, por la accion de tratamientos térmicos. La estabilidad
térmica de estos depende de su peso molecular y de la cantidad de uniones

disulfuro presentes en la proteina (Herrera, 2003).

En la tabla 5 se indica la concentracion de inhibidores de tripsina en algunas
leguminosas, siendo la soya, la leguminosa que mayor contenido de inhibidor de
tripsina presenta, seguido por el frijol. Como puede observarse, el garbanzo es la
leguminosa que contiene menor proporcion de inhibidores de tripsina (Honavar,
1962)
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Tabla 5. Contenido de inhibidores de tripsina de algunas leguminosas

Frijol 1552
Garbanzo 220
Soya 99 000

Fuente: Honavar (1962), (citado por Aykroyd y Doughty, 1982).

e Lectinas o Hemaglutininas

Son glucoproteinas que se adhieren a los eritrocitos, precipitandolos por eso
estas sustancias se denominan hemaglutininas o lectinas, denominacién que
reciben por la capacidad de algunas de ellas de unirse preferentemente a un
determinado grupo sanguineo. Este factor toxico ha sido motivo de diversos
estudios por algunos autores ya que reduce el valor nutritivo de las leguminosas,
ademas de ser causa de envenenamiento, reducir la calidad proteinica y el
crecimiento cuando se proporcionan a los animales. Por calentamiento

prolongado, las lectinas de las leguminosas se inactivan (Gil, 2010).

El garbanzo contiene 6.22 unidades de hemaglutininas por mg de garbanzo pero
estas son facilmente inactivadas con la coccion del garbanzo ademas de que no

resisten el proceso hidrolitico de la digestion (Saleh et al., 2006).

e Glucoésidos cianogénicos

Son cianohidrinas unidas a un azucar cuya hidrélisis enzimatica libera cianuro. Se

presentan principalmente en forma de glucoésidos (Gil, 2010).

El frijol de lima tiene la maxima concentracion de ciandgenos, de todas las
leguminosas destinadas para consumo humano. Las variedades negras tienen
mayor cantidad que las blancas. Se ha observado que otras leguminosas
contienen cianogenos, pero en cantidades que no llegan a ser toxicas (Soriano
2006).
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Aykroyd y Doughty (1982), reportan que el garbanzo contiene 0.8 mg/100g de
ciandgenos, que esta por abajo de los niveles tdxicos para humanos (3,5 mg/kg de
peso corporal) y animales, ademas por abajo de los niveles de otras leguminosas,

por ejemplo el frijol contiene 14.4 mg/100g.

e Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, solubles en agua y con un peso
molecular que oscila entre 500 y 5,000 dalton. Se clasifican en dos grandes
grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados.

Los taninos hidrolizables son polimeros de acidos fendlicos y se hidrolizan con
facilidad tanto por acidos como por alcalis. Los taninos condensados se hidrolizan
con dificultad y el tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros de

alto peso molecular.

Los taninos estan involucrados en la formacién de complejos de taninos con la
proteina de la dieta, disminuyendo el aprovechamiento de los alimentos, inhibicién
de las enzimas digestivas, efectos toxicos de los taninos en el tracto intestinal y
toxicidad por la absorciéon de los taninos y sus productos de biotransformacion,

ademas forman complejos con iones divalentes y trivalentes (Soriano, 2006).

El garbanzo contiene 4.85 mg/g de garbanzo, y se disminuye su contenido con el

tratamiento térmico de coccién hasta en un 50% (Saleh et al., 2006).

En estudios realizados por Singh y Jambunathan (1981), se demostrd6 que el
contenido de compuestos polifendlicos varia de acuerdo a la parte del grano. Asi
pues, la cantidad de compuestos polifenolicos fue mayor que en la cubierta. En
general, el 75% de los compuestos polifendlicos totales aportados provienen de la

testa de las semillas.

12



1.2 Proteinas

Las proteinas son sustancias organicas complejas y de un elevado peso
molecular, formadas por combinaciones de 20 aminoacidos. Todas las proteinas
tienen en comun cuatro elementos quimicos: carbono, hidrégeno, oxigeno, y
nitrégeno; en algunos casos poseen ademas, azufre, fésforo, yodo y cobre, entre

otros elementos.

Los aminoacidos que constituyen a una proteina se pueden clasificar como
indispensables y no indispensables. Los aminoacidos indispensables son aquellos
que el organismo necesita adquirir de la dieta ya que no es capaz de sintetizarlos
y estos aminoacidos son 8 para adultos, leucina, isoleucina, valina, triptéfano,
fenilalanina, metionina, treonina y lisina, mientras que para los nifios son los ocho
anteriores mas histidina y arginina. Los aminoacidos no indispensables son
prolina, serina, tirosina, cisteina, glicina, glutamina, glutamato, alanina, asparagina

y aspartato. (Leninhger, 1995)

Las moléculas de proteina se organizan en cuatro niveles estructurales, las

estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

1.2.1 Digestion y absorcion

Una vez que se ha ingerido el alimento, la digestiéon de las proteinas se realiza por
las enzimas proteoliticas del tracto digestivo. Se inicia con la pepsina presente en
el estbmago y continua con enzimas secretadas por el pancreas que son liberadas
al duodeno, por estimulo de la enterocinasa en respuesta a la presencia de las
proteinas en la luz intestinal. Estas enzimas pancreaticas (tripsina, elastasa,
quimiotripsina y la carboxipeptidasa) se liberan en forma de zimégenos de mayor
tamafio molecular que necesitan activarse perdiendo parte de su cadena peptidica
(Kathleen, 2001).
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Las peptidasas proteoliticas localizadas en el borde del cepillo (aminopeptidasa,
dipeptidasas vy tripeptidasas) también actian sobre los polipétidos, dipéptidos y
tripéptidos para degradarlos hasta aminoacidos libres. Por lo general, muchos

péptidos pequefios son absorbidos intactos.

Los aminoacidos se absorben a través de cuatro sistemas de transporte activo
distintos: uno para cada uno de los aminoacidos neutros, bésicos y acidos, y uno
para la prolina y la hidrixiprolina. El transporte de aminoacidos es controlado por el
mismo tipo de cotransporte del sodio que se ha identificado para la glucosa. Los
péptidos y los aminoacidos absorbidos son transportados al higado a través de la

vena porta para liberarse hacia la circulacion general.

Casi toda la proteina ingerida ya se absorbié para cuando llega al extremo del
yeyuno, y soOlo el 1% de la misma se encuentra en las heces. Algunos
aminoacidos permanecen en las células epiteliales y se utilizan para la sintesis de
enzimas intestinales y nuevas células. La mayor parte de la proteina enddégena de
las secreciones intestinales y de las células epiteliales descamadas también es

digerida y absorbida en el intestino delgado.

La proteina vegetal es digerida en menor grado que la proteina animal, en parte
porque se encuentra envuelta en paredes celulares de carbohidratos por lo que
estd menos disponible. Algunas plantas también contienen enzimas que interfieren
en la digestion de la proteina, estas enzimas deben inactivarse con calor antes del
consumo. Por ejemplo, los granos de soya contienen una tripsinasa que inactiva a
la tripsina, que es la principal enzima digestiva de proteinas en el intestino
(Kathleen, 2001).

1.2.3 Calidad nutrimental de una proteina

No todas las proteinas que se ingieren en los alimentos son capaces de formar o
reponer proteinas corporales, solo lo hacen las de mayor eficiencia de conversion.

La mayor o la menor presencia de aminoacidos indispensables en una proteina va
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a incidir en su valor nutritivo, siendo una proteina de buena calidad la que contiene
todos los aminoacidos indispensables en cantidades suficientes para satisfacer las
necesidades del cuerpo, ademas de que es importante que estos aminoacidos
puedan ser asimilados facilmente por el organismo, mientras que una proteina
biolégicamente incompleta carece de uno o varios amino&cidos indispensables
(L6pez, 2004).

Hay que tener en cuenta ademas que el valor nutritivo puede ser modificado por
aspectos tales como: a) alteracién de las proteinas por procesos tecnoldgicos en
las distintas etapas de la cadena alimentaria; b) presencia de inhibidores de

tripsina o quimotripsina que dificultan la digestion y absorcion de los aminoacidos.

La determinacion del valor nutritivo o calidad de una proteina es util para conocer
su capacidad de satisfacer las necesidades de nitrégeno y aminoacidos para el ser
humano. Se han utilizado distintos modelos para determinar la calidad proteinica
de un alimento o mezcla de ellos. Dentro de los ensayos para evaluar la calidad de
una proteina se tienen métodos quimicos y bioldgicos, de los cuales los ultimos
son hasta el momento los mas confiables especialmente en el estudio de la
nutriciobn. También existen métodos microbiolégicos utilizados para la evaluacién
del valor nutricional de las proteinas, incluye el empleo de microorganismos

proteoliticos como Streptococcus faccilis subesp. Zymogenes y Tetraymena

pyriforms, y técnicas de balance de nitr6geno, pero su manejo es complicado ya
que el material con que se trabaja debe estar libre de otros microorganismos que
pudieran influir en el bioensayo (Robinson, 1991).

A continuacién se presentan algunos métodos utilizados para la determinacion de
la calidad de una proteina, estos se pueden clasificar en métodos biolégico y

meétodos quimicos.

15



Métodos bioldégicos
e Relacién de Eficiencia Proteica (REP)

En 1915 Osborne, Mendel, McCollum y Davis introdujeron el concepto de REP.
Este método evalla la calidad de una proteina con base en el aumento de peso
del individuo que consume una proteina. El valor de REP se define como el
aumento de peso corporal de un individuo en crecimiento debido al consumo de

una proteina.

En este bioensayo se deben emplear ratas macho Wistar o Sprague Dawley ya
que de acuerdo a los expertos en estos bioensayos manifiestan que en los
estudios de nutricién realizados con estas especies de roedor, su crecimiento
refleja fielmente la calidad nutricional de su alimentacion; ademas, las ratas son
poco sensibles a los factores ambientales e infecciosos a diferencia de otros

roedores. Las ratas deben ser de 21 a 23 dias de edad (recién destetadas).

El periodo de ensayo es de 28 dias y deben mantenerse con alimento y agua ad
libitum, en condiciones de 12 horas de iluminacién por 12 horas de oscuridad con

una temperatura de 23 a 24°C y una humedad relativa entre 30 a 35 %.

Este bioensayo se ha utilizado ampliamente aunque no tiene en cuenta las
necesidades proteinicas de mantenimiento normal del animal. Por otra parte, la
REP varia con la cantidad de alimento ingerido y la ganancia de peso no esta
restringida a las proteinas. No obstante, el método es muy utilizado.

(Jean, 2006).

e Relacién Neta de la Proteina (RPN)

A pesar de que el método biologico mas utilizado para evaluar la calidad de la
proteina es la REP, tiene el inconveniente de basarse en el crecimiento de los
animales de ensayo, por lo que proteinas de baja o mala calidad nutritiva

manifiestan una respuesta muy variable, ya que estas proteinas, solo pueden

16



cubrir una parte de las necesidades de mantenimiento de proteina. Aunado a lo
anterior, si se reduce la ingestién de alimento por el animal, el valor de la REP de
una proteina sera mucho menor, ya que como el animal de experimentacion tiene
una necesidad de mantenimiento fija en lo que respecta a proteina, si se reduce
la ingestién de ésta, quedara una proporcion mas pequefia disponible para el
crecimiento cuando en ocasiones los valores de REP son negativos (Jean, 2006).

El anterior inconveniente puede solucionarse determinando la cantidad de peso
corporal que se perderia si el animal de experimentacion no ingiriera proteina
durante el periodo de ensayo, ya que antes de que se genere el incremento de
peso corporal, la proteina por ensayar debe cubrir las necesidades proteinicas de
mantenimiento. Bender y Doell propusieron en 1957 el método biolégico de
balance corporal de RPN, que corresponden a las siglas del término en inglés Net
Protein Ratio, que se traduce como Relacion Neta de la Proteina y que elimina
casi por completo el efecto no deseable que producen proteinas de baja calidad al

realizar el método de la REP.

El método de RPN se efectia en forma similar al de la REP, pero requiere de
alimentar a un lote de animales de experimentacion con una dieta libre de
nitrégeno (exenta de proteina), que producira una pérdida de peso corporal, la
cual debe sumarse a la ganancia en peso al lote de animales alimentado con la
dieta de la fuente de proteina a ensayar. Por lo tanto, la RPN tiene la ventaja de
poder evaluar proteinas de baja calidad; ademas, es un método bioldgico
relativamente corto, ya que estrictamente sélo se requiere de 10 dias de
experimentacion, debido a que es el tiempo razonable para poder mantener con la
dieta libre de nitrégeno (DLN) a los animales de este lote. Se asume que la
pérdida de peso corporal del lote de ratas alimentado con la DLN, es equivalente a

las necesidades proteinicas para su mantenimiento.

La relacion neta de la proteina es la proporcion de nitrégeno consumido que

gueda retenido por el organismo (Robinson, 1991).
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e Digestibilidad

La digestibilidad es un indicador inicial de la calidad nutritiva de un alimento y es
definida como la disponibilidad de los aminoacidos constituyentes de la proteina
para ser absorbidos por el organismo de prueba.

En general se conoce que los alimentos proteinicos de origen animal son mas
digeribles que los de origen vegetal. Lo anterior se atribuye a que los alimentos de
origen animal tienen un menor contenido de fibra y como consecuencia una mayor
absorcion de los nutrimentos, a diferencia de los alimentos de origen vegetal, los
cuales tienen un contenido de fibra significativo, en especial los alimentos

vegetales no procesados (Soriano, 2006).

Otros factores que pueden influir en la digestibilidad de la proteina son los

siguientes:

% El procesamiento térmico en ocasiones puede mejorar la digestibilidad,
debido a la desnaturalizacién de las proteinas nativas y hacerlas mas
susceptibles a la accion de las enzimas digestivas; sin embargo, lo anterior
se puede revertir cuando hay un sobreprocesamiento, ya que se puede

modificar la solubilidad de las proteinas y hacerlas poco digeribles.

% Algunos alimentos de origen vegetal, pueden contener factores toxicos y
antinutrimentales que disminuyen la capacidad de absorcion de la mucosa
intestinal o bien, disminuyen la biodisponibilidad de los aminoacidos (Yust
et al., 2003).

La digestibilidad de una proteina alimenticia se puede determinar por
procedimientos in vivo e in vitro. Los métodos in vitro simulan las condiciones y
reacciones fisiologicas que se llevan a cabo dentro del organismo. A pesar de ser

mas practicas, en muchas ocasiones este tipo de métodos aungque son mas
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precisos y reproducibles, pueden dar resultados inexactos. Por lo tanto, hasta la
fecha los ensayos in vivo para la digestibilidad, son los méas confiables (Carias et
al., 1995)

La digestibilidad aparente (Da) de las proteinas se define como el porcentaje de
nitrégeno ingerido que no es desechado en las heces. Para el célculo de la
digestibilidad real hay que corregir el dato anterior restando el nitrégeno fecal
medido con una dieta carente de nitrégeno. La digestibilidad aparente puede
expresarse como

o NI-NF
AT TN

Donde: NI es nitrégeno ingerido y NF es nitrégeno fecal
(Adrian, 2000).

» Valor Biolégico (VB)

El valor biolégico de una proteina es la fraccion de nitrégeno absorbido que es
retenido por el organismo y esto representa la capacidad maxima de utilizacién de
una proteina. Una proteina tiene mayor valor biolégico, cuando tiene mayor

capacidad de brindar nitrégeno al organismo.

El valor bioloégico de una proteina es alto cuando contiene aminoacidos
indispensables en porciones adecuadas, ya que un papel fundamental de las
proteinas de la dieta es el aporte de este tipo de aminoacidos. Proteinas animales
como la albumina de huevo tiene un valor biologico alto, proximo a 100, mientras
gue las proteinas vegetales presentan valores bajos, por ejemplo, el gluten de
trigo tiene un valor biol6gico de tan solo 42% en comparacion con proteinas de

referencia (caseina).

Este método utiliza técnicas de balance de nitrdgeno para determinar la fraccién

del nitrégeno absorbido que es retenida por el organismo para su utilizacion.
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VB_NI—(NF—NU)
N NI — NF

Doénde: NI es nitrogeno ingerido, NF es nitrégeno fecal y NU es nitrogeno

eliminado en la orina (Hernandez, 1999).

Métodos quimicos

La calidad de una proteina también se puede evaluar quimicamente, cuantificando
la cantidad de aminoé&cidos que la componen. Dichas evaluaciones quimicas como
el andlisis de la composicion de aminoacidos por cromatografia, no consideran la
digestibilidad de la proteina; por lo tanto, se corre el riesgo de sobrestimar la
calidad de una proteina empleando exclusivamente dichos métodos (Adrian,
2000).

» Calificacion quimica o aminoacido limitante

Se denomina calificacion quimica a la relacion del aminoacido que se halla en
menor proporcion en la proteina de un alimento, con respecto al mismo
aminoacido de una proteina de referencia( aminoacido limitante). Se puede

expresar en fraccién o en porcentaje con la siguiente ecuacion.

mg de aa indispensable por g de proteina a analizar

valor quimico = — - .
4 mg de aa indispensable por g de proteina de referencia

Asi, el aminoacido con la mas baja calificacion, es el aminoacido limitante de una
proteina. En general el triptéfano, treonina, lisina, metionina y cisteina suelen ser

los aminoacidos limitantes de los alimentos habituales.

El comité de expertos de la FAO/OMS ha valorado las necesidades de
aminoacidos en los nifios a partir de los datos obtenidos mediante experimentos

alimentarios. Sin embargo, a pesar de que la necesidad de aminoacidos
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indispensables disminuye con la edad, las recomendaciones de la FAO/OMS para
adultos se ha basado hasta hace poco tiempo en los datos obtenidos con nifios.
Utilizando los patrones de la FAO/OMS de 1985 que indican la cantidad adecuada

de aminoacidos que deben consumir los nifios y los adultos.

Sin embargo, este método tiene una desventaja, ya que los aminoacidos medidos
por andlisis quimicos pueden no estar disponibles biolégicamente, ya que primero
se tiene que digerir y asimilar a los aminoacidos antes de que sean una fuente
eficaz para la sintesis de proteina corporal. No obstante, los datos basados en las
necesidades de aminoacidos permiten establecer comparaciones entre la eficacia

de diversas proteinas como fuentes de alimentacién humana (Soriano, 2006).

» Valor quimico corregido por digestibilidad

Este método fue propuesto por el comité de la FAO/OMS en 1991. ElI PDCAAS
(protein digestibility—corrected amino acid score) de una proteina en la dieta se
calcula mediante la comparacién de aminoacidos de la proteina de la dieta con un
patrén de referencia. Cada aminoacidos es anotado en relacidon con el patron, y la
consiguiente calificacion se corrige con un coeficiente de digestibilidad de la
proteina. Los aminoécidos limitantes en la proteina, que se refleja en el menor

valor del PDCAAS, determina el resultado final de las proteinas de la dieta.

Por ejemplo, si la proteina de un alimento tiene un valor quimico de 0.70 de su
aminoacido limitante y el 80% de su proteina es digerible el PDCAAS para este
alimento seria 0.56, que se obtiene de multiplicar el valor quimico 0.70 por la
digestibilidad verdadera 0.80.

El valor maximo del PDCAAS es 1 y corresponde a la proteina de la leche, el
huevo y la soya. (Darragh, 2000).
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1.2.4 Complementacion de las proteinas

La mezcla adecuada de alimentos en suficiente cantidad permite la
complementacion entre unos y otros para que se tenga una cantidad adecuada
de aminoacidos indispensables. (Velasquez, 2006).

Cuando se mezclan dos proteinas incompletas, de tal forma que el aminoacido
limitante en una se suple con el aporte de la otra, en la cual el mismo aminoacido
estd en abundante cantidad, tales mezclas mejoran el valor de las proteinas
asimilables entre el 50 y 90%, respecto a las proteinas de los alimentos

consumidos por separado (Lépez, 2004).

Por ejemplo, el maiz es deficiente en triptéfano y lisina; el arroz, en lisina y
treonina; y el trigo, en lisina, por lo tanto, la alimentacion a base de cereales debe
incluir leguminosas, ya que éstas contienen hasta 25% de proteinas ricas en lisina

y compensan la deficiencia de los cereales.

Las proteinas de un cereal y las de una leguminosa tienen un valor biolégico de 40
y 60 %, respectivamente, la leguminosa, que contiene lisina, se complementa con
la metionina, que posee el cereal, de manera que ambos alimentos, juntos,

constituyen una proteina de alto valor biologico (Lopez, 2004).

1.3 Alimentos enriquecidos y fortificados

Una de las respuestas de la industria alimentaria a la cuestibn de ciertas
situaciones de carencia en algun nutrimento o bien para contribuir al
mantenimiento del estado de salud del organismo humano, ha sido la elaboracién

de dos tipos de alimentos:

« Alimentos enriquecidos. Son aquellos a los que se le ha afadido una
cantidad especifica de nutrimento para mejorar el contenido natural de los
alimentos convencionales. De este modo se puede contribuir de una

manera mas eficaz a la IDR de algunos nutrimentos; contribucién que se
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considera significativa cuando estas representan un 15% de estas
recomendaciones (Bello, 2005).

« Alimentos fortificados. Aquellos que llevan adicionados cantidades extras
de aquellos nutrimentos que no estan presentes en el alimento
convencional de manera natural, adicionando nutrientes de bajo costo,
como sales inorganicas (calcio, hierro, yodo y fluor), aminoacidos (lisina,
triptéfano y metionina) y vitaminas (A, B1, B2, C, D y niacina) (Aranceta,
2005).

Otro procedimiento de fortificacién consiste en aislar las proteinas de la soya,
semilla de girasol, cacahuate, albumina de huevo, avena, levadura y otras fuentes

para enriquecer los alimentos.

Los alimentos enriquecidos Y fortificados surgieron en parte para compensar las
pérdidas tecnoldgicas de algun nutriente; por la necesidad de aportar nutrimentos
en cantidades suficientes para cubrir las necesidades incrementadas por alguna
situacion fisioldgica particular como nifios en crecimiento, madres en periodo de
gestacion o de lactancia, personas ancianas, deportistas que realizan esfuerzos
fisicos extras, etc. Ingerir alimentos enriquecidos prevendria enfermedades como

anemia, pelagra, bocio y caries dental, entre otras (Bello, 2005).

En México este tipo de alimentos son regulados por la “norma oficial mexicana
086-ssal-1994, bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas con
modificaciones en su composicion. Especificaciones nutrimentales”. En donde el
término adicionar, se define como, afiadir uno 0 mas nutrimentos, contenidos o no

normalmente en el producto.
1.4 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad ha llegado a ser un término de utilidad en los ultimos afios
para describir el estado quimico o fisicoquimico de los minerales dentro de la luz

del intestino delgado. Se entiende por biodisponibilidad la proporcién de un
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determinado nutrimento que puede ser absorbida y utilizada por el organismo de

los alimentos ingeridos que lo contienen.

La biodisponibilidad es algo inherente a cada nutrimento. Los factores que la
afectan y el grado con que lo hacen varian enormemente de un nutriente a otro,
pues lo mecanismos de absorcion, distribucion, almacenamiento, utilizacion

organica y excrecion son propios de cada nutriente (Moreno, 2000).

En cada nutriente es posible distinguir dos tipos de factores que pueden afectar su
biodisponibilidad: los dietéticos y los fisiol6gicos. Entre los factores fisiologicos se
encuentran, la salud del individuo, gestacion o lactancia o factores individuales

como, el sexo, la raza, edad, etc.

Dentro de los factores dietéticos, los mas destacados son: la cantidad de nutriente
presente en el alimento, la forma quimica del mismo y la presencia de otros

componentes del alimento que puedan interactuar con él.

Los tipos de interacciones que se pueden presentar entre los componentes de
alimentos son muy variados. Basicamente se pueden describir dos tipos de
interacciones, aquellas por las que un componente incrementa la utilizacion
organica de un nutriente (sinergismo), y la contraria, es decir, cuando la presencia
de un componente alimentario reduce la utilizaciébn organica de un nutriente

concreto (antagonismo) (Moreno, 2000).

1.5 Aporte energético de los alimentos

El organismo utiliza energia para cubrir sus funciones vitales (metabolismo basal),
para realizar ejercicio y otras actividades fisicas y para realizar el metabolismo de
los productos obtenidos de la dieta. Asi la necesidad primordial del organismo es

la obtencidn de energia, sin la cual es imposible su funcionamiento.
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El consumo energético del organismo se mide en kilocalorias o en kilojulios vy
depende de varios factores entre ellos, la edad, el peso, la salud o enfermedad, la

actividad realizada, la talla y el estado nutricional.

La situacion ideal es un balance entre el gasto energético y el aporte alimentario.
Si existe un inadecuado aporte por un periodo prolongado, se produce alteracion
en el funcionamiento general. Si la dieta suministra energia insuficiente, se utilizan
las reservas de glucogeno y del tejido adiposo; al contrario, si la ingesta es

excesiva el individuo enfrenta un exceso de peso.

En la digestion, las proteinas, hidratos de carbono y las grasas se desdoblan en
sus componentes estructurales mas simples, los cuales se absorben en el
intestino delgado, pasan a la sangre y de ella a los tejidos. En los tejidos, esos
componentes se oxidan nuevamente, liberando la energia quimica almacenada en
sus moléculas, esa energia quimica es captada por moléculas especiales en
forma de adenosin trifosfato (ATP). EI ATP es la energia inmediata que utiliza la

célula en todas sus funciones.

Proteinas, hidratos de carbono, y grasas son los tres nutrimentos que aportan
energia al organismo, pero el aporte energético de estos no es idéntico. Los
hidratos de carbono y proteinas se considera que aportan aproximadamente 4
Kcal/g, en tanto que los lipidos aportan unas 9 Kcal/g, esto se ha comprobado
cientificamente por la combustion total de uno gramo de cada nutrimento.
(Moreno, 2000).

1.5.1 Calorimetria

Los alimentos que consume el hombre aportan una cierta cantidad de energia,
gue segun la ley de Hess sera idéntica, independientemente del modo en que se
libere, dependiendo exclusivamente de la sustancia original y del producto o
productos resultantes. Por tanto, para determinar la cantidad total de energia que

aporta un alimento podemos emplear una bomba calorimétrica en la que se
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produce la combustion total de los nutrimentos con el consiguiente consumo de

oxigeno y liberacion de CO,. La energia calorifica que se libera de esta

combustion es la energia gruesa o0 energia maxima que puede liberar ese

alimento. Tedricamente ha de ser igual a la producida en los fendémenos

metabolicos de oxidacion de esos mismos alimentos en un organismo vivo, segun

la mencionada ley de Hess; pero no toda la energia de un alimento es

aprovechable para el organismo, ya que sélo el 98 % de los carbohidratos, 95 %

de la grasa y 92 % de las proteinas son digeridas y absorbidas. En la figura 2, se

ilustra lo que ocurre con la energia del alimento desde que se ingiere hasta su

utilizacion final.

ENERGIA DE LOS ALIMENTOS

100 % g
ey ENERGIA NO DIGERIBLE

perdida por heces
v

ENERGIA DIGERIBLE

90-99 % X "
~ PERDIDAS ORGANICAS
orina, sudor, etc
v
EFECTO TERMICO ENERGIA METABOLIZABLE
di i 85-90 %
igestion
abgsorci()n 6-10 % e ORN
distribucion
almacenamiento

) 4

ENERGIA UTILIZADA O ACUMULADA

25-40 %

METABOLISMO BASAL =

» EJERCICIO FISICO

Figura 2. Utilizacién de la energia ingerida de los alimentos (Moreno, 2000).
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Sin embargo, en el metabolismo de las proteinas el rendimiento energético es
inferior, ya que no se metabolizan totalmente, siendo los productos del mismo urea
y amoniaco. Otro factor a tener en cuenta a la hora de valorar la energia
suministrada por un alimento al organismo es su digestibilidad, que suele ser de

un 95% en energia (Moreno, 2000).

1.6 Calcio

El calcio es el mineral mas abundante en el cuerpo humano. Alrededor del 99%
del calcio en el cuerpo se encuentra en los huesos y los dientes, mientras que el
otro 1% se encuentra en la sangre y los tejidos blandos. Los niveles de calcio en la
sangre y el liquido que rodea a las células (liquido extracelular) deben mantenerse
dentro de un rango de concentracion muy estrecho para un funcionamiento
fisiologico normal. Las funciones fisioldgicas del calcio son tan vitales para la
supervivencia, que cuando es necesario el cuerpo desmineraliza al sistema 6seo
para mantener niveles normales de calcio en la sangre cuando la ingesta de este
es inadecuada. Por lo tanto, una ingesta de calcio adecuada en la dieta, es un

factor critico para mantener un esqueleto sano (Weaver et al., 1999).

El calcio que no esta en los huesos o en los dientes, estd ampliamente distribuido
en los tejidos blandos; no obstante, donde el calcio alcanza su concentracibn mas
alta es en la sangre, por ejemplo, los animales superiores tienen 10 mg de calcio
por cada 100 mL de suero. Parte del calcio sanguineo se encuentra ligado a
proteinas formando un complejo coloidal, esta es la fraccion no difusible, debido a
qgue el gran tamafio de las particulas coloidales impiden su paso a través de las
membranas celulares. La mayor parte del calcio del suero, alrededor del 60%, se
encuentra en enlaces inorganicos, en forma de fosfato o de bicarbonato. Esta es la
fraccion difusible y tiene un particular interés en nutricién debido a que se ioniza y

se dispone de ella con mas facilidad que de la fraccién coloidal (Lloyd, 1999).
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El nivel minimo de calcio en la sangre esta regulado por la hormona paratiroides y
no por la ingestion de calcio en la dieta. Cuando es necesario, la hormona
paratiroidea mantiene un nivel minimo de calcio en sangre movilizando calcio del
hueso. Ademas de aumentar la cantidad de calcio liberado por el hueso, la
hormona paratiroidea estimula la resorcion renal de este elemento y la absorcion
intestinal. Durante la hipercalcemia se estimulan las células del tiroides que
secretan calcitonina, que tiene un efecto opuesto al de la hormona paratiroidea y
disminuye el nivel de calcio sérico, por todo lo anterior es evidente que la hormona
paratiroides tiene un papel central en el mantenimiento de los niveles normales de
calcio (Campbell, 2008).

Recientes estudios clinicos aleatorizados y meta-analisis han proporcionado
importantes conocimientos sobre los aspectos del calcio en la dieta que va mucho
mas alla de su papel en la salud 6sea y dental. Un ensayo aleatorio controlado
mostro que la suplementacion con calcio y vitamina D redujo significativamente el
riesgo de cancer de mama en un 14-20%, Yy redujo el riesgo de cancer colorrectal
un 17%. Estos efectos han sido sugeridos por la observacién estudios durante
muchos afios. Pero hay otros hallazgos que dan motivos para la cautela. Un meta-
analisis en donde participaron 28,072 participantes se encontré que el calcio o
suplementos de calcio mas vitamina D aumenta el riesgo de infarto de miocardio
en un 24% (Astrup, 2011).

1.6.1 Funciones

El calcio de los tejidos blandos, ademas de iniciar el proceso de coagulacion de la

sangre y de activar diversas enzimas, ejerce otra serie de funciones reguladoras.
% En la membrana celular el calcio esta intimamente unido a la lecitina,

controlando la permeabilidad de la membrana celular y con ello el paso de

nutrientes a la célula.
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¢ El calcio estimula la contraccion muscular; un exceso de calcio en la sangre
puede dar lugar a un estado de contraccion ténica conocido como rigor
calcico, mientras que niveles bajos pueden producir contracciones
espasmadicas conocidas como tetania.

% El calcio interviene en la regulacién de la transmision del impulso nervioso
de una célula a otra.

% La presencia de calcio es necesaria para la absorcion de la vitamina B1, por

la pared intestinal

(Vazquez, 2005).

1.6.2 Absorcién y excrecion

Entre el 30% y el 40% del calcio de la dieta se absorbe en el intestino delgado y
s6lo alrededor del 10% en el colon. La absorcibn mas rapida después de una
comida ocurre en el duodeno, donde prevalece un medio &acido (pH<7). La
absorcion es més lenta en la parte restante del intestino delgado en virtud del pH
alcalino, pero la cantidad de calcio que se absorbe en realidad es mayor en los
segmentos mas bajos del intestino delgado incluyendo al ileon. La absorcion de
calcio varia de acuerdo con el consumo del mineral. Cuando la ingesta de calcio
se reduce, su absorcién se incrementa; y cuando el consumo de calcio aumenta la

absorcion disminuye (Campbell, 2008).

El calcio se absorbe por dos mecanismos de transporte: transporte activo, el cual
opera predominantemente a concentraciones luminales baja de iones calcio, y
transporte pasivo 0 desplazamiento paracelular, el cual funciona a
concentraciones luminales altas de los iones calcio. El mecanismo de transporte
activo se presenta principalmente en el duodeno y en la porcion principal del
yeyuno, este es saturable, y es controlado por la accion de la 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25(OH) ; D3) que es la forma hormonal activa de la vitamina
D; esta aumenta la captacion de calcio en el borde en el cepillo de la célula de la
mucosa intestinal por un mecanismo no del todo comprendido. (Colette et al.,

1986).El transporte pasivo que es no saturable e independiente de la vitamina D,
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tiene lugar en toda la longitud del intestino delgado. Cuando se consumen grandes
cantidades de calcio en una sola comida, por ejemplo de un alimento lacteo o un
suplemento, gran parte del elemento que se absorbe lo hace mediante este

mecanismo pasivo (Kathleen, 2001).

El calcio es absorbido solo en estado ionizado y la absorcion incompleta del calcio
se debe en parte a la formacion de complejos insolubles en la luz intestinal. De
esta manera, las sustancias que forman complejos con el calcio, como el fosfato,
citrato, oxalato, sulfato y acidos grasos, reducen la biodisponibilidad del calcio

ionico para su absorcion (Allen, 1982).

El acido oxalico, también conocido como oxalato, es el inhibidor mas potente de la
absorcion de calcio debido a que se forma oxalato de calcio que es insoluble en el
tubo digestivo, por ejemplo s6lo se absorbe el 5% de calcio presente en las
espinacas donde se encuentra en altas concentraciones el acido oxalico.

El &cido fitico es un inhibidor menos potente de la absorcion de calcio que el
oxalato, este se encuentra principalmente en las cascaras de los granos de
cereales, e igualmente forma un compuesto insoluble con calcio (fitato de calcio)
que no se puede absorber el organismo. Sd6lo fuentes concentradas de fitato,
como el salvado de trigo o frijoles secos, reducen considerablemente la absorcion
de calcio (Requejo, 2000).

La excrecion del calcio se lleva a cabo principalmente por las heces y si los niveles
sanguineos de calcio son muy altos (mas de 70 mg/L) el exceso se elimina por la
orina, aunque también se ha encontrado que se pierden pequefias cantidades de
este mineral por medio del sudor, (alrededor de 15-35 mg/dia en adultos y en

adolecentes) (Rianon et al., 2003).

El calcio fecal procede de la parte no absorbida de la dieta y restos celulares de la
mucosa, saliva, jugos digestivos y bilis. En general, los niveles de calcio urinario

estan correlacionados con los niveles de ingesta del mineral, viéndose también
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influenciados por determinados factores dietéticos y hormonales como los que se
presentaran en el siguiente apartado.

1.6.3 Interacciones entre nutrimentos

Como fue mencionado, los niveles de calcio en el hombre dependen de la
absorcion a través de la pared intestinal y esta a su vez depende de la presencia
de vitamina D, pero también depende de otros factores como la acidez gastrica y
del aporte de proteinas, fibra y otros solidos de la dieta (Matti, 1998). A
continuacion se presentan algunos nutrimentos que intervienen en la absorcion

del calcio.

Proteina: Se ha demostrado que la proteina dietética, particularmente la de origen
animal, tiene un efecto positivo sobre la excrecion urinaria de calcio (Barzel, 1998).
Eso ocurre especialmente en proteinas con una alto contenido de aminoéacidos
azufrados, como la cisteina o la metionina, donde la ruptura de los amino&cidos
mismos libera grupos sulfato que causan acidez e incrementan la excrecion del

calcio en la orina (Whiting et al., 1997).

Fibra: La fibra alimentaria aminora la absorcion de calcio, esto representaria un
problema para las personas vegetarianas que consumen mas de 30 gramos al dia.
Estudios in vitro demuestran que la habilidad de la fibra dietética para disminuir la
disponibilidad mineral depende del tipo y de la cantidad de fibra en la dieta,
produciéndose diferencias en los resultados obtenidos en funcion de las
condiciones experimentales de estudio (Idouraine et al.,1996). Fibras como las de
trigo, avena o manzana pueden disminuir la absorcion del calcio (Bosscher et al.,
2003).

Fosforo: El fésforo, que normalmente se encuentra en alimentos ricos en
proteinas, tiende a disminuir la excrecion de calcio en la orina. Sin embargo, los
alimentos ricos en fosforo también tienden a aumentar el contenido de calcio de

las secreciones digestivas, provocando una pérdida de calcio mayor en
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heces. Por lo tanto, el fosforo no compensa la pérdida neta de calcio asociado con
una ingesta mayor de proteinas (Anderson y Garner, 1996).

La relacién éptima entre el calcio y el fosforo de las dietas puede deducirse de la
relacion que guardan estos dos elementos en el hueso, que es de 2:1
respectivamente. Para la mayoria de las especies el margen apropiado se
encuentra entre 1:1 y 2:1. Las dietas con estas proporciones han resultado

satisfactorias para la calcificacion normal del hueso (Lloyd, 1999).

Actualmente se ha dado un incremento en la ingesta de fosfatos proveniente de
los refrescos y de los aditivos presentes en los alimentos, esto ha causado
preocupacion entre algunos investigadores acerca de las consecuencias para la
salud 6sea. El efecto de la alta ingesta de fosforo en el equilibrio del calcio y en la
salud 6sea es claro, actualmente, la sustitucion de leche u otras fuentes de calcio
por bebidas gaseosas en la dieta, es causa de preocupacion con respecto a la

salud de los huesos en adolescentes y adultos (Calvo, 2000).

Vitamina D: La relacion entre calcio y fosforo tiene poca importancia si la cantidad
de vitamina D en la dieta no es la adecuada. La vitamina D en su forma hormonal
activa, estimula la absorcién intestinal del calcio a través de una serie de pasos
complejos, entre los que figura el transporte hacia la sangre, a través del borde en
el cepillo de la mucosa. Los consumos de vitamina D pequefios o la exposicion
inadecuada a la luz solar mitiga la absorcion de calcio, sobre todo en los ancianos
(Kathleen, 2001).

Magnesio: El calcio y el magnesio son antagonistas, es decir, se contrarrestan
entre si. Los suplementos de magnesio pueden disminuir los niveles de calcio ya

que la absorcion del magnesio también depende de la vitamina D (Tolonen, 1995).

Sodio: El alto consumo de sodio causa una mayor pérdida de calcio en la orina,

posiblemente debido a la competencia entre el sodio y el calcio para la
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reabsorcion en los riflones o por un efecto del sodio sobre la hormona paratiroidea
(PTH). Cada incremento de 2.3 gramos de sodio (6 gramos de sal, NaCl) se ha
encontrado que se excreta por el rifidon 24-40 mg de calcio en la orina, por esta
razon el sodio en la dieta tiene un gran potencial para influir en la pérdida de calcio
en los huesos. En mujeres adultas, cada gramo extra de sodio consumido por dia
se proyecta para producir una tasa adicional de pérdida de masa 6sea de 1% por
afio. Aunque los estudios en animales han demostrado la pérdida de masa O0sea
hueso debido a una ingesta elevada de sal, no se han llevado a cabo ensayos
clinicos controlados para confirmar la relacion entre la ingesta de sal y la pérdida

0sea en los seres humanos (Matkovic et al., 1995).

Cafeina: La cafeina en grandes cantidades aumenta el contenido de calcio en la
orina por un corto tiempo. Sin embargo, la ingesta de cafeina de 400 mg/dia no
modifico significativamente la excrecion urinaria de calcio de mas de 24 horas en

las mujeres premenopausicas, en comparacion con un placebo (Barger et al.,
1990). En otro estudio observacional se encontré una pérdida acelerada de masa
0sea en mujeres posmenopausicas que consumian menos de 744 mg de

calcio/dia y se informé que bebian 2-3 tazas de café/dia (Harris, 1994).

Un estudio mas reciente en el que se midié el consumo de cafeina no encontré
ninguna asociacion entre la ingesta de cafeina y la pérdida 6sea en mujeres
posmenopausicas. En promedio, una taza de café de 240 mL disminuye la

retencion de calcio sélo 2.3 mg (Lloyd, 2000).
1.6.4 Requerimientos y fuentes de calcio

El calcio es uno de los minerales que mayores requerimientos presenta. El
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran reporta un
valor de IDR' de 800 mg para adultos, para nifios de 800-1000mg y para mujeres

embarazadas y lactantes de 1200 mg.
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Tabla 6. Consumos alimentarios de referencia para calcio

1-3 afios 500 2 500 Embarazo

4-8 afos 800 2500 <18 afios 1300 2500
9-13 afios 1300 2500 19-30 afios 1000 2500
14-18 afos 1300 2 500 31-51 afios 1000 2500
19-30 aflos 1 000 2500 Lactancia
31-50 afios 1 000 2 500 <18 afos 1300 2500
51-71 afos 1200 2500 19-30 afios 1000 2500
>70 afios 1200 2500 31-50 afios 1000 2500

National Academy of Sciences, Food and Nutrition Board . Dietary Reference Intakes: Recommended
Levels for Individual Intake. The National Academy of sciences, 1998.Citado por Kthleen, (2001)
Al. Consumo adecuado.  UL. Nivel de consumo superior tolerable

Los consumos adecuados de calcio recomendados por la Food and Nutrition
Board (Institute of Medicine, 1998) se basan en estimados de los requerimientos
de ambos géneros durante el ciclo de vida, debido a que existen varios periodos
en la vida de la mujer, en los que es decisivo ingerir calcio, es decir, durante la
prepubertad, la adolescencia, la posmenopausia, el embarazo, y la lactancia
(Yates, 1995).

También se han establecido por primera vez los niveles de consumo superior
tolerables (UL) para este nutrimento. Estos consumos alimentarios de referencia

se muestran en la tabla 6.

Dentro de los alimentos que presentan una fuente rica de calcio (véase tabla 7), se
encuentran los productos lacteos, que contribuyen hasta en un 70% de la ingesta
total del mineral en la dieta de los paises occidentales (Guéguen y Pointillart,
2000). El consumo de leche y derivados lacteos, ademas de mejorar la absorcién
del calcio, conlleva a una ingesta simultanea de fésforo, que es esencial para la

deposicion Gsea.
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Los cereales pueden aportar hasta un 22% del calcio total diario. Las leguminosas,
contienen importantes cantidades de calcio, aunque su disponibilidad puede ser
baja debido a la presencia de compuestos como fitatos y oxalatos que contribuyen

en forma negativa a la disponibilidad del elemento (Messina, 1999).

Otras fuentes alimentarias de calcio son las hojas oscuras de vegetales verdes
como el brécoli, la col, hojas de mostaza y hojas de nabo; sin embargo,
la biodisponibilidad del calcio debe ser tomada en consideracion ya que se han
encontrado componentes que inhiben la absorcién del calcio en los alimentos de
origen vegetal; como el acido oxalico y el &cido fitico mencionados anteriormente.

Las carnes y el pescado aportan sélo pequefias cantidades del mineral.

Tabla 7. Contenido de calcio de algunos alimentos

Yogurt bajo en grasa, con fruta 345 Almendras % taza 92
Leche descremada, 1 taza 302 Frijoles cocidos, blancos ¥z taza 64
Queso cheddar, 28g 240 Naranja, 1 mediana 52
Salmon enlatado con espinas, 100g 185 Brdcoli cocinado, fresco ¥4 taza 36
Helado de crema, 1 taza 176 Pan, de trigo entero, 1 rebanada 32
Queso cottage, 2% de grasa,l taza 155 Queso crema, 2 cucharadas 23
Espinaca conjelada, cocida, %2 taza 137 Harina de avana, cocinada, 1taza 19
Tofu, Y2 taza 130 Platano, 1 mediano

Leche en polvo, sin grasa, 2 104 Carne de res molida, magra, 85g 4
cucharadas

Reproducido de Unites states Department of Agriculture (USDA). Composition of Foods. USDA Handbook No
8 Series. Washington D., USDA, 1970-1986. Citado por Kthleen,(2001)

1.6.5 Deficiencia

Un nivel bajo de calcio en la sangre por lo general implica una funcion anormal de
la glandula paratiroidea (PTH) y rara vez se debe a una baja ingesta de calcio
dietético ya que el esqueleto ofrece una gran reserva de calcio para mantener los

niveles normales de la sangre. Otras causas de niveles anormalmente bajos de
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calcio en la sangre son la insuficiencia renal cronica, deficiencia de vitamina D, y
niveles bajos de magnesio en la sangre que se producen principalmente en los

casos de alcoholismo severo (Anderson, 1988).

Un bajo consumo de calcio es un factor importante en varias enfermedades
cronicas, como el cancer de colon y la hipertension, enfermedades que suelen
presentarse en las sociedades occidentales. Los datos de los Dietary Approaches
to Stop Hypertension (DASH) demuestran que las ingestiones adecuadas de
calcio, magnesio, potasio y otros micronutrientes provenientes de productos
lacteos bajos en grasa, frutas y vegetales, reducen sustancialmente la presién
arterial en individuos con hipertension y evitan el desarrollo de ésta (Appel et al.,
1997).

El efecto de la carencia del mineral conlleva a una insuficiente mineralizacion de la
matriz 0sea, originando raquitismo, manifestado por el retardo en el crecimiento y
desarrollo anormal de los huesos en la etapa infantil y adolecente, contribuyendo a
una posible osteoporosis en la edad adulta. La osteoporosis esta definida como
una enfermedad sistematica del esqueleto caracterizado por una baja masa 6sea
y deterioro del tejido 6seo, que aumenta la fragilidad del hueso y por consecuencia
mayor susceptibilidad a las fracturas (Prentice, 1997).

Ante la deficiencia de calcio, la suplementacion puede contribuir al aumento de las
cantidades consumidas de este mineral. Se recomiendan suplementos de calcio
no superiores a 500 mg/dia, con la excepcion de personas que no toman ningun
derivado lacteo (Schlenker, 1994), ya que dosis mayores pueden afectar
negativamente la absorcion de hierro reduciéndola hasta en un 50% (Hallberg,
1991).
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1.6.6 Toxicidad

Un consumo alto de calcio (2, 000 mg o més por dia), sobre todo ante un alto nivel
de vitamina D, representa una causa potencial de hipercalcemia. Esta toxicidad
puede originar una calcificacion excesiva en los tejidos blandos, sobre todo en los
rifones, lo cual puede ser letal. Los altos consumos de calcio también interfieren
en la absorcién de otros cationes divalentes, como zinc y magnesio (Argiratos y
Sam, 1994).

La hipercalcemia leve puede ser asintomatica o puede resultar en la pérdida de
apetito, vomitos, estrefiimiento, dolor abdominal y sed. Una hipercalcemia mas
grave pueden dar lugar a delirio, confusion, coma, y si no se trata, la muerte. La
hipercalcemia s6lo se ha reportado con el consumo de grandes cantidades de
suplementos de calcio por lo general en combinacion con antiacidos (Food and
Nutrition Board, 1997).

Otros posibles efectos adversos del consumo excesivo de calcio, que no tienen un
efecto toxico en si, incluye estrefiimiento y a la formaciéon de calculos renales. El
estreflimiento es comun en las mujeres ancianas que ingieren suplementos de
calcio, pero es rara la frecuencia de calculos renales en quienes los consumen.
Aunque el riesgo de formar calculos renales es mayor en individuos que presentan
calcio en concentraciones elevadas en la orina, esta condicibn no suele estar
relacionada con la ingesta de calcio, sino mas bien a una mayor excrecion de
calcio por los rifiones. En general, una mayor ingesta de calcio en la dieta se ha
asociado con un menor riesgo de calculos renales. Sin embargo, en un gran
estudio prospectivo, el riesgo de desarrollar calculos renales en mujeres que
toman suplementos de calcio fue 20% mayor que en aquellos que no tomaron los

suplementos (Curhan, 1993).
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1.7 Hierro

La deficiencia de hierro (Fe) continia siendo uno de los principales problemas de
salud publica, aun en paises desarrollados. Durante los primeros afios de vida,
esta deficiencia nutricional afecta el desarrollo cognitivo de los individuos en la
edad adulta y disminuye la capacidad productiva (Darnton, 2005); ademas, en las
mujeres embarazadas, se ha asociado la deficiencia del mineral con el riesgo de
tener nifios con bajo peso al nacer y de muerte materna durante el parto, tomando
en cuenta que el 40% de las mujeres en los paises en vias de desarrollo sufre de
anemia ferropénica (Darnton, 1998).

Estos problemas afectan directamente la situacion socioecondémica de los paises
en vias de desarrollo. Por este motivo, los esfuerzos destinados a mejorar el
estado de nutricion en Latinoamérica son una de las prioridades de trabajo en

materia de salud publica.

El cuerpo humano contiene alrededor de 3.8-4 g de hierro; dependiendo del peso
y sexo del individuo. El elemento se encuentra como hierro funcional, hierro de
reserva o hierro de transporte (Robinson, 1991).

El hierro funcional abarca aproximadamente dos tercios del hierro total en el
organismo, este corresponde al hierro que se encuentra realizando una funcion
metabdlica. Gran parte del hierro funcional esta en forma de proteinas hemo
(hierro hemo) que se caracteriza por su facilidad en aceptar y liberar oxigeno y

electrones, y gracias a estas propiedades puede tener numerosas funciones.

El hierro funcional también puede encontrarse como proteinas no hemo (hierro no
hemo), formando parte de determinadas enzimas relacionadas con el metabolismo

oxidativo (Soriano, 2006).

El hierro almacenado se encuentra en el higado, bazo y mucosa intestinal y esta
en dos formas principales, la ferritina y la hemosiderina que almacenan hasta un

30% del contenido de hierro en los varones, mientras que en la mujer estos
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depositos representan la octava parte del total. La ferritina es la forma basica de
almacenamiento, mientras que la hemosiderina resulta de la agregacion de restos
de ferritina parcialmente degradada, originada cuando la concentracion del

elemento en la ferritina es alta (Kathleen, 2001).

Por ultimo, el hierro de transporte se encuentra unido a la transferrina en forma
férrica (Fe®"). La transferrina se encarga del transporte del elemento desde el
enterocito a los tejidos periféricos. Este tipo de hierro se encuentra entre 0.1-0.2%

del hierro corporal total (Kathleen, 2001).
1.7.1 Funciones

Las funciones del hierro resultan de sus propiedades fisicas y quimicas,
principalmente de su capacidad para participar en reacciones de oxidacion y
reduccion mediante la transformaciéon en las principales formas de oxidacién en
que se puede encontrar el elemento: hierro ferroso (Fe”") y férrico (Fe**). Entre las

funciones que tiene el hierro en el cuerpo humano destacan las siguientes:

« EIl hierro participa en el transporte respiratorio de oxigeno y dioxido de
carbono y en parte activa de enzimas que actian en el proceso de la

respiracion celular.

% La hemoglobina esta presente en los glébulos rojos. El grupo hemo que
forma parte de la proteina hemoglobina, contiene hierro, y en funcion del
estado de oxidacion de este elemento, se combinara o no con el oxigeno

procedente de los pulmones.

% La mioglobina es una proteina presente en el muasculo esquelético y
cardiaco, ésta capta el oxigeno que aporta la hemoglobina y sirve de
reservorio de oxigeno dentro del musculo. El grupo prostético de esta

proteina, al igual que en la hemoglobina, es el grupo hemo.
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% La produccion de ATP dentro de la mitocondria utiliza muchas enzimas que
contienen hierro. Los citocromos, presentes en las células, actian en la
cadena respiratoria transfiriendo electrones y energia (ATP), al alternar la

oxidacion y reduccion del hierro.

La ingesta adecuada de hierro es esencial para el normal funcionamiento del
sistema inmunoldgico. De hecho, las concentraciones de linfocitos T circulantes se

reducen en personas con déficit de hierro.

Dos proteinas que se unen al hierro, la transferrina y lactoferrina, parecen proteger
frente a infecciones al evitar que este elemento se una a los microorganismos, los

cudles lo necesitan para su proliferacion.

El hierro es necesario para la funcion cerebral normal en todas las edades, ya que
participan en la funcién y sintesis de algunos neurotransmisores y de la mielina.
Asi, se han observado diferencias en el rendimiento escolar, la atencion, el
aprendizaje y la capacidad para la memorizacion entre nifios con anemia y nifios

con niveles normales de hierro (Soriano, 2006).

1.7.2 Absorcién y excrecion

El hierro de la dieta puede considerarse de dos tipos, uno de hierro hemo y otro de
hierro no hemo. El hemo, esta presente en la hemoglobina y la mioglobina de los
alimentos de origen animal contribuyendo en un 5 -10% o incluso en un 10-15% al
total de hierro ingerido (Lawson et al., 1998). El hierro hemo tiene una elevada
disponibilidad (20 al 30%). El hierro no hemo constituye el 60% del hierro en los
alimentos de origen animal; ademas esta presente en alimentos de origen vegetal
y constituye el principal aporte alimentario de hierro; en los paises en desarrollo es
con frecuencia, la Unica fuente (FAO/OMS, 1991).

El hierro puede ser absorbido a lo largo de todo el intestino, pero su absorcion es

mas eficiente en el duodeno y la parte alta del yeyuno (Muir y Hopfer, 1985).
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El hierro de la dieta se presenta mayormente en forma férrica que es poco
absorbible debido a su insolubilidad al pH intestinal (Raja et al. 1987), por lo que
es necesaria su reduccion a forma ferrosa. El acido clorhidrico del estbmago, junto
con la pepsina, favorece la solubilizacion del mismo por su reduccién a estado
ferroso. Por lo anterior, factores que disminuyen la acidez del estomago pueden

reducir la absorcion de este mineral (Gavin et al., 1994).

La absorcién del hierro hemo y no hemo a través de los enterocitos sigue
diferentes caminos. El hierro no hemo es captado por dos mecanismos: difusion a
través de las células de la mucosa o utilizando un mecanismo activo mediante
transportadores dependientes de energia (Beard y Dawson, 1997). Un agente
reductor (ascorbato), reduce al hierro no hemo férrico a hierro ferroso en el lumen
o el hierro forma quelatos solubles con compuestos luminales. El idon es entonces
transferido a una proteina lo que permite su union especifica a un transportador de
hierro al interior de la célula. Una vez en el interior el hierro es transferido a
proteinas semejantes a la transferrina, que lo ceden a la ferritina por lo que queda

asi en el enterocito.

La absorcion del hierro hemo tiene lugar como estructura porfirinica intacta, a
través de receptores especificos presentes en la mucosa del borde en el cepillo y
se encuentra poco influenciado por los factores luminales, ya que en esta forma
guimica no puede ser quelado por los diferentes ligandos, lo que justifica su mayor

absorcion respecto al hierro no hemo (soriano, 2006).

Una vez captado el hierro hemo, la estructura porfirinica es degradada mediante
una homooxigenasa, y se genera bilirrubina que pasa a la circulacién portal, por lo
que queda el hierro en forma inorganica formando parte del total de hierro
enterocitario comun. Cuando el hierro ya se encuentra en la sangre, se produce
una distribucion y posterior almacenamiento del mismo en érganos como el
higado, el bazo y en la medula ésea para la sintesis de hemoglobina y a todas las

células para la sintesis de enzimas que requieren hierro (Rodak. 2004).
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La excrecion de hierro se realiza fundamentalmente mediante la descamacion de
enterocitos con un alto contenido de ferritina a la luz intestinal y en cantidades muy
pequefias, a traveés de la excrecion fecal, el sudor y la exfoliacion normal del pelo y
la piel, ademas de que en la mujer premenipausica hay que tener muy en cuenta
las pérdidas menstruales. La mayor parte del hierro que se pierde en las heces
esta formado por el que no puede ser absorbido del consumo de la dieta. Casi ho

se excreta hierro por la orina (Lorenzo, 2004).
1.7.3 Factores que afectan la absorcién de hierro

La absorcion del hierro es regulada por diversos factores entre los que se incluyen
la cantidad y tipo de hierro presente en la dieta, el pH 6 la acidez gastrica y la
presencia de otros factores dietéticos que favorecen ¢ dificultan la absorcién del
mineral. Una dieta puede aportar diariamente 0.7, 1.4 6 2.1 mg de hierro segun su

baja, intermedia o alta biodisponibilidad.

El hierro hemo y no hemo se absorben por mecanismos distintos, viéndose
afectados por diversos factores potenciadores o inhibidores de su absorcion. El
hierro hemo como estructura porfirinica, esta poco influenciado por los factores
dietéticos ya que en esta forma quimica no puede ser quelado por diferentes
ligandos (Rodak. 2004).

La biodisponibilidad del hierro hemo puede verse afectada por el tratamiento
culinario al que la comida es sometida, ya que se puede presentar una
desnaturalizacion provocada por el calor (Garcia et al., 1996). Tratamientos
prolongados de horneado vy fritura pueden disminuir esta disponibilidad hasta en
un 40% (Martinez et al., 1986). La absorcion del hierro no hemo tiene una eficacia

de absorcion con valores del 1-15% (Hallberg et al., 1997).

La disponibilidad del hierro se ve afectada por diversos factores dietéticos que
potencian o inhiben su absorcion. Entre los potenciadores de la absorcion del Fe

destacan los siguientes:
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Acido ascorbico: es el mayor potenciador de la absorcion del hierro no hemo, no
afectando la absorcion del hierro hemo (Teucher et al., 2004). El efecto
potenciador se debe a que promueve las condiciones acidas dentro del estdmago,
solubilizando al hierro de la dieta, reduce el hierro férrico a ferroso que es
facilmente absorbible, formando quelatos con el hierro a nivel del estbmago y
mantiene la solubilidad del hierro no hemo cuando entra en el ambiente alcalino
del intestino delgado (Davison et al., 1998). Los tratamientos térmicos prolongados
conducen a la oxidacién del acido ascorbico y por consiguiente a deteriorar su

efecto sobre la disponibilidad del hierro (Bothwell et al., 1989).

Vitamina A y B-caroteno: pueden potenciar la absorcion del hierro no hemo
Layrisse et al., (1997) afirman que el efecto potenciador de la vitamina A sobre la
absorcion del hierro es debido a una interaccion fisicoquimica entre el mineral y la
vitamina, resultando un complejo donde el hierro es disponible para su absorcion.

Otros estudios siguieren que la deficiencia de vitamina A disminuye la sintesis de
transferrina, lo que debilita la movilizacion del elemento desde los almacenes de

ferritina (Mejia y Arroyave, 1982).

Proteinas animales: la carne de res, cerdo, ternera, borrego, higado, pescado, y
pollo intensifican la absorcién, ademés de ser una fuente excelente de hierro hemo
disponible, aumentan tanto la absorcién del hierro hemo como la del no hemo
(Heath y Fairweather, 2002). El llamado “factor carne” parece ser debido a que los
péptidos liberados durante la digestién de las proteinas forman complejos con el
hierro dentro del lumen intestinal, aumentando su solubilidad (Baech et al., 2003).
Los grupos sulfhidrilos de los aminoacidos como la cisteina producto de la
digestién de las proteinas animales reducen el hierro de estado férrico a ferroso,
facilitando por tanto su absorcion (Mulvihill et al., 1998). El contenido de grupos

sulfhidrilos disminuye a altas temperaturas debido a su oxidacion, por lo que,
puede decirse que el “factor carne” disminuira a altas temperaturas de cocinado.

Entre los factores inhibidores destacan:
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Fitatos: se ha encontrado una correlacion negativa entre el &cido fitico y la
absorcion del hierro no hemo, debido a la formacion de quelatos insolubles (Vitali
et al., 2007). Este efecto puede ser evitado por el consumo de pequeias
cantidades de carne y vitamina C, que impiden la formacién de dichos quelatos,

asi como por procesos de degradacion del acido fitico (Davinsson et al., 2001).

Polifenoles: estos compuestos, fundamentalmente los taninos presentes en el té,
café y algunos vegetales, se unen al hierro para formar complejos insolubles que
son pobremente absorbibles (Samman et al., 2001). La absorcién del hierro puede
reducirse hasta en un 60% si se acompafa de una taza de té (Hallberg y
Rossander, 1982); también se ha encontrado que al consumir vino blanco la
absorcion de hierro es de 2 a 3 veces mayor que con el vino tinto, lo cual es
debido a la alta cantidad de polifenoles que contiene este ultimo (Cook et al.,
1995).

Interaccion con otros minerales: algunos iones metalicos pueden afectar la
absorcion del hierro debido a la similitud en sus propiedades fisicoquimicas,
compitiendo por el mismo sistema de transporte celular. Se ha encontrado que el
zinc puede competir con el hierro debido a un probable transportador en comudn
(Peres et al., 1999); por tanto, el zinc puede tener un efecto negativo sobre la

absorcion de hierro.

El calcio también disminuye la absorcién de ambos tipos de hierro (Gleerup et al.,
1993). El efecto inhibitorio depende de la dosis, de tal forma que ingestas
inferiores a 40 mg de calcio no producen inhibiciébn en la absorcién de hierro,
mientras que el maximo efecto se alcanza con ingestas calcicas de 300 mg
(Halberg, 1998). De forma similar, altas dosis de magnesio (Rossander-Hulthen,
1991) y cobre pueden disminuir la absorcion intestinal.
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1.7.4 Requerimientos y fuentes

Diariamente, un adulto sano pierde ~0,025% de su hierro total (equivalente a 1
mg), el cual debe ser reemplazado por la dieta (Conrad, 2002); estas pérdidas son
producidas por la descamacion de las células epidérmicas y epiteliales del tracto
gastrointestinal y por el microsangrado fisiologico intestinal.

La recomendacion para el hierro segun el Instituto Nacional de Nutricion es de 10
mg para varones y mujeres posmenopausicas, 15 mg para las mujeres en edad
reproductiva, esto para reponer las pérdidas por la menstruacion. En los nifios la
recomendacion es de 10-15 mg y para mujeres embarazadas la IDR aumenta

hasta 30 mg.

El hierro se encuentra en distintos tipos de alimentos, tanto animales, como
vegetales, destacando las carnes en especial el higado y derivados, le siguen las
legumbres, frutos secos y determinadas verduras, aunque con menor
disponibilidad. En la tabla 8, se muestran algunos alimentos y su contenido de

hierro.
1.7.5 Deficiencia

La principal causa de la deficiencia nutricional de hierro y de anemia ferropénica,
es una incorporacion insuficiente del hierro al organismo de acuerdo a los
requerimientos fisiol6gicos del mismo, ya sea por una ingesta insuficiente, una
absorcion deficiente o un exceso en las pérdidas fisiolégicas causadas por
hemorragias (Rose et al., 1995). La deficiencia de hierro se da sobre todo en
paises en vias de desarrollo, donde los niveles de deficiencia de hierro son
elevados debido a su dieta basada principalmente en alimentos vegetales y

cereales.

45



Tabla 8. Contenido de hierro de algunos alimentos

Cereal, listo para consumir, fortificado, 1 taza 11.16
Almejas, enlatadas, Y4 taza 11.2
Higado de res, frito, 85 g 5.3
Frijoles horneados, 1 taza 5.0
Melazas, sin refinar, 1 cucharada 5.0
Ostiones, cocinados, 28 g 3.8
Papa, horneada, con cascara 1 2.8
Arroz blanco, enriguecido, 1 taza 2.3
Espagueti con salsa de tomate, 1 taza 2.3
Carne, molida de res, 85 g 1.8
Chabacanos, mitades secas, 10 1.7
Harina de avena, no fortificada, 1 taza 1.6
Espinaca, fresca, 1 taza 15
Chicharos, congelados, cocinados, % taza 1.3
Pan, de trigo entero, 1 rebanada 1.2
Pollo, pechuga, asada, 1 0.9
Chuleta de cerdo, asada, 1 0.7
Brocoli, fresco, cocinado, ¥ taza 0.7
Huevo, 1 0.7
Queso, cheddar, 28 g 0.2
Leche, 2% de grasa, 1 taza 0.1

Reproducido de United States of Departament of Agriculture (USDA). Composition of Foods. USDA
Handbook No. 8 Series. Washington, DC: ARS, USDA, (1976-1986) citado por (Kathleen, 2001)

Las principales alteraciones relacionadas con la deficiencia de hierro son las
siguientes:

% Disminuye la capacidad de realizar una actividad fisica: la relacion entre el

estado del hierro y la capacidad de realizar una actividad fisica determinada
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fue estudiada en modelos animales y en seres humanos, donde los
resultados experimentales demuestran que la deficiencia de hierro provoca
modificaciones significativas en el metabolismo muscular, produciendo una
disminucién de la capacidad de desarrollar un ejercicio o trabajo prolongado
(Brooks, 1997).

+ Disminuye el desarrollo mental y locomotor, ya que el hierro interviene en
diversas funciones neurofisiolégicas y bioquimicas en el sistema nervioso,
como la produccién y mantenimiento de la mielina, ademas de formar parte
de muchas enzimas relacionadas con la sintesis de diversos

neurotransmisores (Wauben y Waiwright, 1999).

X/

% Incapacidad de mantener la temperatura corporal: la deficiencia de hierro
puede alterar la capacidad de mantener la temperatura corporal en
ambientes frios, relacionada con una disminucion de la secrecion de la

hormona estimulante de la tiroides (Beard et al., 1984).

1.7.6 Toxicidad

Una intoxicacion por hierro se puede presentar en personas a las cuales se les
administra altas dosis de hierro, ya sea via oral o parenteral. Los efectos adversos
dependen de la dosis y pueden consistir en nauseas, dolor célico abdominal y

diarrea. El hierro por via parenteral puede provocar reacciones anafilactoides.
La toxicidad aguda por hierro surge tras la ingestion de cantidades elevadas de

sales de hierro y suele producirse en nifilos pequefios que ingieren comprimidos de

hierro por descuido de los padres (Rangy Dale, 2008).

a7



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

% Evaluar la calidad proteinica del garbanzo Cicer arietinum L. y la
biodisponibilidad de hierro, calcio y energia mediante métodos biolégicos y
quimicos, con la finalidad de elaborar una base de datos con fines
didacticos para la asignatura, Laboratorio nutrimental de alimentos de la

carrerea de quimica de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

++ Conocer la composicion quimica del garbanzo Cicer arietinum L., por medio

de un andlisis bromatoldgico.

« Evaluar la calidad de la proteina del garbanzo mediante dos ensaysos
biolégicos Relacion de la Eficiencia Proteinica (REP) y Relacion Neta de la
Proteina (RNP).

% Determinar la Digestibilidad de la proteina del garbanzo Cicer arietinum L.

mediante un método in vivo.

% Determinar la biodisponibilidad del fumarato ferroso y citrato de calcio
utilizando como vehiculo al garbanzo, mediante el balance de estos

nutrimentos en un ensayo biolégico.

+ Realizar un balance de energia en los animales empleados en el ensayo
biolégico, mediante la determinacion de la densidad energética tanto en el

alimento como en las heces.
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3. METODOLOGIA

Figura 3. Diagrama general de la investigacion

[ Seleccion de materia prima ]

v

[ Acondicionamiento de la materia prima]

v

[ Caracterizacion de la materia prima]

[ Determinaciéon J
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I I
+

Elaboracion de Determinacion: Nitrogeno
Dietas Ca, Fe y Densidad
‘ Energética

[ Ensayos biolégicos ]
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[ Analisis estadistico ]
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[ Conclusiones ]

PER: Relacion de la Eficiencia proteinica. BFe: Balance de Hierro.
NPR: Relacion Neta de la Proteina. BCa: Balance de Calcio
D: Digestibilidad BE: Balance de energia
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3.1 Seleccion de la materia prima.

Se adquiri6 garbanzo blanco (Cicer arietinum, L.), variedad Kabuli de la marca

comercial Verde Valle ®.

3.2 Acondicionamiento de la materia prima.

El grano de garbanzo se limpi6 de impurezas y se moli6 en un molino Foss
Tecator Mod 1093. La harina obtenida se pasé por una criba (malla no. 20) y se

almaceno en recipientes de plastico etiqguetados a temperatura de refrigeracion.

3.3 Caracterizacion de la materia prima.

Se realiz6 el analisis bromatologico segun los métodos propuestos por la A.O.A.C
2005 que consistieron en la determinacion de humedad secado en estufa (método
950.01), cenizas por calcinacion (método 923.03), grasa cruda, extraccién por
Goldfish (método 920.85), proteina cruda por micro kjeldahl (método 960.52A),
fibra cruda por digestion acida y alcalina (método 920.86) e hidratos de carbono
por diferencia; ademas se determind el contenido de hierro por el método
colorimétrico con O-fenantrolina (método 944.02) y calcio por el método de
titulacion con permanganato de potasio (método 944.03).

3.3.1 Método de cuantificacidn de hierro

Fundamento

El hierro presente en los alimentos forma parte de las cenizas obtenidas después
de la calcinacién del alimento. Se redisuelve con HCl y se reduce de Fe®*" a Fe?'
con ayuda del clorhidrato de hidroxilamina. La forma reducida genera un
compuesto de color rojo con la o-fenantrolina, estable a pH de 4 que absorbe a
530 nm (Sierra, 2007).

+* 2+ -
aFe® + 2 H,N—OH » 4Fe’” +N,0+H,0+4H
Hidroxilamina

+ g 2+ +
Fe2 + 3Fen H—:--{Fe(Fen)3] + 3H
o-fenantrolina Ferroina

(complejo colorido)
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Material

Crisoles de porcelana

Desecador

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL
Matraz aforado de 50 mL

Embudo de tallo corto

YV V V V V V

Pinzas para crisol

Equipo
» Parrilla de calentamiento (LABCONCO Mod. 61354)
» Mufla (Thermolyne , Type 1500 furnace)

» Espectrofotometro (Thermo Scientific Geneys 10 Uv)

Reactivos
» Solucion de clorhidrato de hidroxilamina
» Solucion buffer de acetatos, pH 4
» Solucion de o-fenantrolina
» Solucién estandar de hierro (0.01 mg/mL)

Preparacién de reactivos

[) Solucién de clorhidrato de hidroxilamina: disolver 10 g de la sal en agua
destilada y llevar a un volumen de 100 mL.

II) Soluciéon buffer de acetatos, pH 4: disolver 8.3 g de acetato de sodio anhidro y
adicionar 12 mL de acido acético concentrado. Aforar a 100 mL con agua
destilada.

[lI) Solucion de o-fenantrolina: disolver 0.1 g en 80 mL de agua destilada a 80°C,
enfriar y aforar a 100 mL con agua destilada.

IV) Solucién estandar de hierro (0.01 mg/mL): disolver 3.512 g de sulfato de hierro
y amonio [Fe (NH4)2(S04), 6H,0; P.M. 392.14 g] en agua destilada adicionando
previamente unas gotas de HCI y aforar a 500 mL. Se toman 10 mL de dicha

solucion y se llevan a 1L con agua destilada.
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Procedimiento

Se peso6 3.5 g de muestra molida en un crisol (a peso constante) para obtener las
cenizas. Para ello, primero se calcin6 la muestra con mechero bajo una campana
de extraccion y posteriormente, se coloc6 en una mufla a 550°C hasta obtener un
peso constante y el color de las cenizas homogéneo.

Se dejo6 enfriar el crisol y se agregaron 2 mL de HCI concentrado para disolver las
cenizas, después se calentd en una parrilla hasta sequedad en la campana de
extraccion y se dejo enfriar. Se adicion6 1 mL de HCI concentrado y 3.5 mL de

agua destilada para tratar de disolver las cenizas en su totalidad.

Se pasé cuantitativamente el liquido a un matraz aforado de 50 mL, se lavo el
crisol con agua destilada dos o tres veces, transfiriendo los liquidos de lavado al

matraz. Finalmente se filtr6 y aforo.

Del filtrado se tomaron dos alicuotas de 10 mL y se adicionaron los reactivos en el
siguiente orden: 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina (solucién 1) y se agit6; 5 mL
de buffer de acetatos (solucion 1) y 1 mL de o-fenantrolina (solucion Ill) y se agité.
Se dej6 reposar la mezcla de reaccién 15 minutos y posteriormente se midi6é la
absorbancia en el espectrofotometro a 530 nm. Si el color desarrollado fue mas
intenso que el dltimo tubo de la curva estandar, se usaron alicuotas mas pequefas
y se completd el volumen a 10 mL hasta que la intensidad del color entrara en el
intervalo de la curva estandar. El procedimiento se realizd por triplicado.

Elaboracion de la curva estandar.

Se tomaron 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 mL de la solucion estandar de hierro,
se ajusto cada uno de los tubos a 10 mL con agua destilada y se afadieron los
reactivos en el mismo orden que en la muestra problema. Posteriormente se dejo
reposar entre 10 y 15 minutos. Al final se midié la absorbancia a 530 nm,

empleando un blanco de reactivos (ver anexo 7.1).
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Célculos

Para determinar la cantidad de hierro en la muestra se interpol6 la lectura de
absorbancia de la muestra en la curva estandar, considerando el aforo, la alicuota

utilizada y peso de la muestra.

Para calcular la concentracion de hierro en mg/ 100 g de muestra:

x XA X100
p

Donde:

C = mg Fe/100 g muestra

X = concentracion de hierro expresada en mg/mL
A = Aforo de 50 mL

p = peso de la muestra (g)

3.3.2 Método para cuantificar calcio (Sierra, 2007).

Fundamento.

El idn calcio es precipitado cuantitativamente como oxalato de calcio, mediante la
accion del oxalato de amonio. El precipitado de oxalato célcico es soluble en &cido

sulfurico, pasando a la forma de acido oxalico y el &cido oxalico se titula con una

disolucién valorada de permanganato de potasio:

ca’™ + NH.C,0, — CaC,04 + NH4+
CaC,0, + H,SO, —> H,C,0, + CaSO0,

5C,04% +2MnO,~ +16H" — 10CO; +2Mn* + 8H,0
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Material

Crisoles de porcelana

Desecador

Bafio Maria

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL
Matraz aforado de 50 mL

Embudo de tallo corto

Vasos de precipitado de 250 mL
Pinzas para crisol

Embudo de vidrio poroso

Matraz kitasato de 250 mL

vV V.V V V V V V V VY

Equipo

» Parrilla de calentamiento (LABCONCO Mod. 61354)
» Mufla (Thermolyne , Type 1500 Furnace)

Reactivos

Solucion saturada de oxalato de amonio
Solucion de KMnO4 0.1 N

Solucién rojo de metilo 0.1 %

HCI concentrado

Hidréxido de amonio diluido (1:50)
H,SO, diluido (0.1 N)

vV V V V V VY

Preparacién de reactivos

» Solucién saturada de oxalato de amonio. Disolver 100 g en 150 mL de agua
destilada.
» Solucion de KMnO,4 0.1 N. Pesar 15.6 g de KMnO4 y aforar a 1L.
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» Solucion rojo de metilo 0.1 %. Pesar 0.1 gramo y llevar a 100 mL de etanol.

Procedimiento

Se calcinaron 3g de muestra a 550°C hasta obtener cenizas blancas, éstas se
humedecieron con 5 mL de HCI concentrado, evaporando a sequedad utilizando
una parrilla eléctrica. Al residuo se le adicion6 5 mL de HCI concentrado,
calentando hasta inicio de ebullicibn. Posteriormente se dej6 enfriar y se
adicionaron 10 mL de agua, esto se filtré recibiendo en un matraz aforado de 50
mL, lavando cuantitativamente el matraz. Finalmente se afor6é al volumen (Soln.
“A”).

Se transfirieron 25 mL de la solucion “A” a un vaso de precipitados de 100 mL,
adicionando agua hasta tener un volumen de 50 mL. Se calenté a ebullicion y se
adicionaron 10 mL de solucién saturada de oxalato de amonio y tres gotas de
indicador rojo de metilo. A continuacion se adicion6 amoniaco gota a gota hasta
llegar al punto de neutralizacién y se calent6 hasta que precipitara el oxalato de
calcio. Se dej6 enfriar y se adicion6 HCI 0.01 N hasta obtener coloracién rosa (pH
5) y se dej6 reposar toda la noche.

Al dia siguiente se filtr6 el oxalato de calcio utilizando un embudo de vidrio poroso,
el matraz kitasato y con ayuda de vacio. Se lavo el oxalato de calcio con 50 mL de
hidréxido de amonio diluido (1:50) hasta llegar a 100 mL, desechando el hidréxido
de amonio utilizado. Posteriormente, se lavo perfectamente el matraz kitasato vy
se procedié a la disolucion del oxalato de calcio con 100 mL de H,SO, 0.1 N
caliente. Finalmente se titulé en caliente con la solucion de KMnO4 0.1 N hasta
gue se obtuvo una coloracion rosa permanente. El procedimiento se realizé por

duplicado.
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Célculos

El porcentaje de calcio en el alimento se calcul6 utilizando la equivalencia de 1mL
de disolucién de KMnO4 0.1N equivale a 2 mg de calcio (AOAC, 2005).

(Vol KMNO,)(0.002 g Ca)( Aforo)

0, =
%08 = L KMnO, 0.1N)( Alicuota) (M) ~

100

Donde:

Vol KMn4: Volumen gastado de KMNO,4 0.1N
Aforo: Aforo utilizado ( mL)

Alicuota: alicuota utilizada (mL)

M: peso de la muestra (Q)

3.4 Determinacion de la Relaciéon de Eficiencia Proteinica (REP)

Fundamento

Se basa en el grado de crecimiento de un animal bajo condiciones bien definidas,
y provee la informacion para evaluar la calidad nutritiva de una proteina, ya que si
ésta tiene una deficiencia en uno o mas aminoacido indispensables, o estos no
estan biodisponibles para ser absorbidos, el crecimiento del animal se vera
reducido al compararse con una proteina de referencia utilizada al mismo tiempo

que la que esta en prueba.

Para que este método tenga reproducibilidad es necesario que la dieta de prueba
contenga la misma concentracion de proteina que la dieta de referencia, y su
aporte se debe ajustar a las necesidades minimas del organismo y a la eficiencia
en su utilizacibn para garantizar que se aprovechara en su totalidad,
confirmandose experimentalmente que un nivel de 10% de proteina es el
aconsejable; es decir, que la dieta sea isoproteinica e isoenergética a la dieta de

referencia, ademas de llevar los otros micronutrimentos requeridos como
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vitaminas y minerales. Con esto la Unica variable sera la calidad de la proteina del

alimento en estudio. (Adrian, 2000).

Material

A\

Dieta de referencia (Caseina)

Y

Dietas a evaluar (isoproteinica e isoenergética con respecto a la dieta de
referencia)

Jaulas individuales de acero inoxidable

Comederos y bebederos

Balanza granataria para pesar animales de laboratorio

Balanza granataria

Papel manila

Cernidor (de 2 + 0.5 mm de abertura)

vV V.V V V VYV VY

Franela o un trapo limpio

Procedimiento. (Técnica descrita por la AOAC 960.48 -2005)

Para los bioensayos se emplearon ratas macho Wistar, recién destetadas de 21 a
23 dias.

El periodo de ensayo duré 28 dias y se mantuvieron con alimento y agua ad
libitum, en condiciones de 12 horas de iluminacién por 12 horas de oscuridad a

una temperatura de 23 a 24°C y una humedad relativa entre 30 a 35 %.

El nimero de ratas para cada lote de dieta en estudio fue de 6. Todos los

animales se pesaron y ordenaron de forma ascendente con respecto a su peso.

Se colocaron los animales en las jaulas individuales del rack siguiendo la

distribucion de “culebra japonesa” como se indica a continuacion:
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Control Dieta A Dieta B Dieta n

Py P, P P ?
Ps P; Pe P
@ P9 P1o P11 P12
P16 Pis P14 P13 ?
@ P17 Pis P19 P20
P24 P23 P22 P21 D

Una vez distribuidos los animales en las jaulas individuales, se les coloco el
comedero con la dieta correspondiente en exceso para que su consumo fuera ad
libitum, de igual manera se control6 el agua del bebedero. Las ratas al alimentarse
tienden a desperdiciar alimento por lo que se colocé debajo de cada jaula una
charola hecha con papel manila, para recuperar y poder calcular el alimento
realmente ingerido. Los animales se pesaron los dias lunes, miércoles y viernes.
Se registro el peso de cada rata y el alimento real ingerido. En el anexo 7.3 se
muestran las tablas con el vaciado de datos durante los 28 dias que durd el

experimento.

Célculos

Al final del experimento, se procedid a calcular la REP de cada uno de los

animales, de acuerdo a la siguiente férmula:

REP =
YAIXF

Donde:

AP = Incremento de peso (expresado en gramos)

2 Al = Alimento ingerido acumulado o total (expresado en gramos)
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F = Factor de conversion unitario de alimento a proteina (% de proteina en la dieta
/ 100)

Con cada uno de los valores individuales de la REP, se procedi6 a calcular la REP

promedio del lote en estudio.

Ya que los métodos biolégicos presentan con mucha frecuencia variacion
interlaboratorio, se sugiere expresar el valor de REP en términos de Relaciéon de
Eficiencia Proteinica ajustada o corregida (REP,); para lo cual, es necesario contar
con el valor experimental de este indice biolégico del lote de animales alimentados
con la dieta de caseina (referencia) que cumplan los requisitos minimos de
experimentacion. Se le ha asignado un valor estandarizado de REP de 2.5 a la
proteina de referencia; por tal motivo, es conveniente informar el resultado en

términos de REP,.

REP (CASEINA)gtp

REPa = REP (PRUEBA) g
REP (CASEINA)gyp

Donde:

REP (PRUEBA) = REP experimental de la proteina a evaluar
REP (CASEINA) stp = REP de caseina estandarizado = 2.5

REP (CASEINA) exp = REP de caseina obtenido en el experimento

3.5 Determinacion de larelacion de proteina neta (RPN)

Fundamento

Determina la cantidad de peso corporal que se perderia si el animal de
experimentacion no ingiriera proteina durante el periodo de ensayo, ya que antes
de que se genere el incremento de peso corporal, la proteina por ensayar debe

cubrir las necesidades proteinicas de mantenimiento y elimina casi por completo
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el efecto no deseable que producen proteinas de baja calidad al realizar el método
de la REP.

Procedimiento

Debido a que el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica no permite utilizar un lote de
ratas alimentadas con una dieta libre de nitrogeno (DLN), para evitar el estrés en
los animales, no se incluyé la DLN en el ensayo por lo que se considero la
ecuacion propuesta por Venegas (2011) para predecir el decremento de peso del
animal si éste hubiera consumido una DLN utilizando el promedio de peso inicial

de las ratas de cada lote.
Célculos

Se calculé el decremento de peso con la ecuacion que predice el A de peso, si los
animales hubieran ingerido la dieta libre de nitrégeno propuesta por Venegas, de

acuerdo a la siguiente formula:
Ap (DLN) = - 0.114(x) -1.461
Donde:

Ap (DLN) = decremento de peso del animal, si hubieran consumido una DLN

X = peso inicial promedio de cada lote.

Este célculo se realiz6 para cada lote de dietas evaluadas, el valor promedio

obtenido (-6.55) fue el que se utilizé para calcular los valores de RPN.

Una vez calculado el Ap de cada lote se calculo el valor de RPN para cada rata

con la siguiente formula.

[AP(PRUEBA) — AP(DLN)]

RPN =
YAIXF
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Donde:

AP (PRUEBA) = Incremento de peso con la dieta de prueba (g)

AP (DLN) = Decremento de peso con la DLN (g)
> Al = Alimento ingerido en el periodo de 10 dias (g)

F = Factor de conversion de alimento a proteina (% de proteina en la dieta /100)

Se puede calcular la RPN ajustada (RPN,), ya que se le ha asignado un valor
estandarizado de RPN de 4.1 a la proteina de referencia; por tal motivo, es
conveniente reportar el resultado en términos de RPN, para lo cual se empled la

siguiente formula:

RPN (CASEINA)sTp
RPN (CASEINA)gxp

RPNa = RPN (PRUEBA)

Donde:

RPN (PRUEBA) = RPN experimental de la proteina a evaluar.
RPN (CASEINA) stp = RPN de caseina estandarizado = 4.1

RPN (CASEINA) exp = RPN de caseina experimental.

3.6 Determinaciéon de la digestibilidad aparente de una proteina
mediante un método in vivo.

Fundamento

Cualquier método para evaluar la calidad nutritiva de una proteina de la dieta,
debe estimar directa o indirectamente la biodisponibilidad de los aminoacidos para
la biosintesis de nuevas proteinas. La digestibilidad es un indicador inicial de la
calidad nutritiva de un alimento, y es definida como “la disponibilidad de los

aminoacidos constituyentes de la proteina para ser absorbidos por el organismo
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de prueba” para lo cual se determina la cantidad de nitrdgeno ingerido en la dieta y
el excretado en heces para conocer el nitrégeno absorbido (Adrian, 2000).

Material

» Frascos de vidrio de boca ancha con tapa de aproximadamente 200 mL
» Cernidor con malla de 8 6 equivalente
» Mortero con pistilo

» Tubo micro-Kjeldahl para digestion

Equipo
» Estufa (Lab-Line Instrument Inc. Mod 29380)
» Balanza analitica (Sartorius Analitic Mod. A210P)
» Equipo de digestién para micro-Kjeldahl (Marca Buchi)
» Equipo de destilacién para micro-Kjeldahl (Marca Buchi)
Reactivos
> Acido sulftrico concentrado.

Sulfato de sodio o potasio.
Sulfato de cobre pentahidratado.
Acido o-fosforico.

Fenolftaleina.

Etanol .

Verde de bromocresol .

Rojo de metilo R.A.

Agua oxigenada al 30%

Acido borico .

Hidroxido de sodio .

Acido clorhidrico 0.01N (valorado)

vV V.V V V VYV V V V VYV V
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Preparacién de reactivos

I) Mezcla digestiva: disolver 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL de
agua destilada; a continuacion agregar 50 mL de acido o-fosforico y una vez que
esté bien disuelta la sal, adicionar con mucho cuidado y resbalando por la pared
del recipiente 430 mL de &cido sulfarico concentrado. Esta mezcla se deja

agitando por aproximadamente 30 minutos.

II) Solucién indicadora A: pesar 100 mg de fenolftaleina y disolver con etanol.

Aforar a 100 mL con etanol.

[II) Solucion indicadora B: pesar 33 mg de verde de bromocresol y 66 mg de rojo

de metilo, los cuales se disuelven y aforan a 100 mL de alcohol etilico.

IV) Solucion de acido borico al 0.5% con indicadores: disolver 5 g de acido bérico
en 800mL de agua destilada, adicionar 35 mL de la solucion Il y 10 mL de la
solucién lll. Mezclar y adicionar suficiente agua hasta dejar un espacio de 2 cm en
el cuello del matraz aforado, ajustar el color de esta solucién con acido o base a

un tono café rojizo y por ultimo aforar a 1 litro con agua destilada.

V) Solucién de hidroxido de sodio al 36%: disolver 36 g de NaOH en 75 mL de

agua destilada y llevar a un volumen final de 100 mL.

VI) Acido clorhidrico 0.01 N: esta solucion debe estar exactamente valorada hasta

la cuarta cifra decimal.

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC 991.29- 2005)

Se trabajé empleando las mismas ratas del bioensayo REP. A partir de la ultima
semana del ensayo biolégico se recolectaron las heces de los animales, y para
disminuir el nimero de analisis se juntaron las heces de tres ratas obteniendo dos
muestras por cada lote de dieta a evaluar. Las heces del periodo indicado, se

colocaron en un recipiente de vidrio y se secaron en una estufa, para contar con el
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peso total de este material bioldégico y se molieron con ayuda de un mortero para
obtener el material lo mas homogéneo posible.

Con las heces homogéneas, se tomd una muestra representativa del total para

determinarles la concentracion de nitrogeno por el método de Kjeldahl.

Para calcular la digestibilidad, se requirié conocer el contenido de nitrégeno de las
heces (NF), pero ademas, fue necesario contar con el nitrégeno ingerido (NI)
durante el mismo periodo (una semana). Los datos anteriores se obtuvieron
conociendo la concentracion de proteina de la dieta por el método kjeldahl y la
cantidad consumida de dieta en dicho periodo.

Célculos

Una vez que se determind la concentracion de nitrégeno de las dietas y de los
pool de heces de cada lote, se calculé el contenido de nitrdgeno ingerido (NI) y el

nitrégeno fecal (NF) de cada pool de ratas de acuerdo a las siguientes formulas:
NI = (%NDIETA X Dieta Ingerlda)/100
NF = (%Npeces X Total de heces por pool)/100

Para calcular la digestibilidad in vivo se hace uso de la siguiente formula:

b NIZNE
= X%
4 NI

Estrictamente, la férmula anterior corresponde a la digestibilidad aparente (D,), la

cual generalmente se expresa en términos de porcentaje.

3.7 Elaboracioén de dietas.

Se elaboraron 6 dietas isoproteinicas (10%) e isoenergéticas (18 kJ/g): caseina,
caseina adicionada con citrato de calcio (CCa), caseina adicionada con Fumarato
ferroso (FFe), garbanzo, garbanzo adicionada con citrato de calcio y garbanzo

adicionada con fumarato ferroso. Las dietas se elaboraron utilizando una dieta de
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caseina como referencia (ver anexo 7.4). La cantidad de hierro adicionada fue de
0.04% y 0.15% de calcio.

Material requerido para la preparacion de la dieta.

Balanza granataria

Recipientes para pesar

Mezcladora Oster®

Caseina* (MP Biomedicals inc., 901293)

Sacarosa (comercial Salwill®)

Glucosa* (USP Comercial Quimico BARSA)
Dextrina (Maizena®)

Aceite de maiz (Mazola®)

Manteca vegetal (INCA®)

Mezcla de vitaminas* (MP Biomedicals inc., 904654)
Mezcla de minerales* (MP Biomedical inc., 902842)
Celulosa* (SIGMA C-8002)

Colina (solucion al 50%)

Fumarato ferroso (Ferval ®. 1 tableta/200 mg Fe elemental)

V V V V V V V V V VYV V V VYV V VY

Citrato de calcio ( Citracal ®. 1 tableta/ 315 mg Ca elemental)

Se realizaron los célculos para 100 g de cada dieta, se pesaron los ingredientes y
homogeneizaron con ayuda de una mezcladora Oster®. Posteriormente se
almacenaron en recipientes de polietileno bajo refrigeracion para su posterior
analisis quimico y biologico. En la tabla 9, se muestran las formulaciones de las 6

dietas elaboradas.

3.7.1 Analisis quimico de las dietas.

Una vez elaboradas las dietas se determiné el contenido de proteina por el
método Kjeldahl ( AOAC método 960.52-2005) contenido de hierro por el método

colorimétrico , calcio por titulacion con KMnO, Yy densidad energética utilizando
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una bomba calorimétrica balistica GALLENKAMP, mod. CBB-330-010L siguiendo
los métodos descritos por la A.O.A.C (2005).

Tabla 9. Formulacién de las dietas de caseinay garbanzo (g/100g)

Caseina Caseina Caseina Garbanzo  Garbanzo+  Garbanzo
Referencia + + CCa +
CCa FFe FFe

Caseina 10.6 10.6 106 - e e
(85.16%)
Garbanzo = --- e e 47.98 47.98 47.98
Sacarosa 22 22 22 11.72 11.72 11.72
Glucosa 19 19 19 10.13 10.13 10.13
Dextrina 25 25 25 13.33 13.33 13.33
Aceite de maiz 6 6 6 4.92 4.92 4.92
Manteca vegetal 8 8 8 6.56 6.56 6.56
Mezcla de sales 2 2 2 0.54 0.54 0.54
Vitaminas 1 1 1 1 1 1
Colina (sol.50%) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Celulosa 6 6 6 3.42 3.42 3.42
Fumarato ferroso ---- - 0.04 - - 0.04
Citrato de calcio ---- 0.15 ---- == 0.15 ----

3.7.2 Densidad energética (método de la bomba calorimétrica balistica)

Fundamento

El principio en el cual se basa la determinacion del contenido energético en la
bomba calorimétrica, es en la primera ley de la Termodinamica, la cual se
fundamenta en el siguiente enunciado: “La energia en cualquier proceso fisico o
quimico no se crea ni se destruye”. Con base en el principio anterior, la energia en
un sistema se puede transformar; por lo tanto, la energia total sera la suma de las

energias parciales. En el caso de la bomba calorimétrica, hay una conversion de la

66



energia quimica en la produccion de energia térmica, la cual se detecta por el

cambio en la temperatura (Atkins, 2008).

En la bomba calorimétrica balistica que Miller y Payne disefiaron, el principio del
sistema consiste en la combustion de la muestra de peso conocido por ignicién
eléctrica, en una atmdésfera de oxigeno. La energia producida en forma de calor,
se transmite al cuerpo o cilindro de la bomba, el cual a su vez se conecta a un
dispositivo medidor (detector) del cambio de temperatura. Actualmente, las
mejoras a la bomba calorimétrica balistica consisten en reduccion de la capacidad
calorica del cuerpo o cilindro y un detector de mayor sensibilidad al cambio de

temperatura.
Material

» Desecador de vidrio
» Mecha de algodon de 75 mm de longitud
» Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de didmetro (1 pulgada)

» Mango metélico compactador
Equipo
» Balanza analitica con precision de 0.1 mg (Sartorius Analitic Mod. A210P)

» Estufa de secado (Lab-Line Instrument Inc. Mod 29380)
» Bomba calorimétrica balistica (GALLENKAMP, Mod. CBB-330-010L)

Reactivos

> Acido benzoico ( contenido energético certificado)

Procedimiento

Se pesaron 0.5 g de muestra y se coloco en un crisol de acero inoxidable tarado
junto con la mecha de algodoén, de tal manera que el hilo quedara dentro de la

muestra. Se pes6 en una balanza analitica el peso preliminar (Pp), contemplando
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un exceso aproximado del 10% del peso deseado. Se compact6 la muestra con el
mango metalico de tal forma, que quedara lo mas uniforme posible y la mecha
introducida dentro de la muestra, sobrando un tramo que sirvio para contactar con
el alambre de ignicién de la bomba. El crisol con la muestra compacta se peso

nuevamente para obtener el peso final (Pf).

El crisol se coloco en la base superior del pilar central de la bomba, se introdujo la
punta suelta de la mecha de algodon en el alambre de ignicion. Se procedié a
realizar la combustidn. El cierre se realizdé colocando el capuchdn de la bomba
sobre el anillo metalico y se gird hasta que coincidié la rosca con el del capuchén.
En seguida, se colocé el sensor del termopar en el orificio del capuchén.

El suministro de oxigeno a presion (cilindro con minimo 30 bars) se procedio abrir
la valvula de paso girando % a % la perilla obteniendo una presion dentro de la
bomba balistica de 25 bares (1 bar= 0.987 atm) en aproximadamente 20 a 30
segundos. Una vez que se alcanzé la presion, se cerr6 la valvula de paso y se
ajusto el galvanémetro, primero con la ayuda del ajuste grueso y posteriormente
con el dispositivo de ajuste fino. Se oprimio6 el boton de ignicion llevandose a cabo
la combustion, notandose por un aumento en la presion del manémetro. La lectura
maxima obtenida en el galvandmetro, es directamente proporcional al calor

liberado en la combustion.

Una vez que se toma la lectura, se abri6 la vélvula de salida de los gases de
combustion, la cual se localiza en la base de la bomba del lado opuesto a entrada
del oxigeno; A la vez, se desconect6 el sensor del termopar y una vez liberados
los gases de combustién, se procedi6é abrir la bomba girando el anillo metalico en
sentido inverso al cierre. Por ultimo, se cerro la valvula de liberacion de gases y se
dejé enfriar el capuchdn de la bomba en un bafio de agua fria hasta temperatura

ambiente, para poder realizar una nueva determinacion (Miller y Payne, 2007).
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Elaboracion de la curva estandar

Para calcular la densidad energética de la muestra, se realizé una curva estandar,
para la cual se realizdé la combustion de diferentes pesos de &acido benzoico
anotando la respectiva lectura del galvanémetro. Se pesaron entre 0.1y 0.7 g de
acido benzoico (contenido energético certificado); también se llevé a cabo la
combustion exclusiva de la mecha de algoddn, para corregir los datos obtenidos.
Una vez obtenida la lectura, se convirtié a unidades de energia, con las siguientes
conversiones:
1 g de acido benzoico = 26 454.3 J = 26.45 kJ
4.1868 kJ = 1 kcal

Célculos

Una vez obtenida la curva estandar del contenido energético (abcisas) vs lectura
del galvanémetro (ordenadas), (ver anexo 7.2) la densidad caldrica de las
muestras se obtuvo por interpolacién. La densidad energética de la muestra se

calcul6 con la férmula siguiente:

K] d tra — lectura X 100
100 & (e muestra = peso de la muestra (g)

Donde:

Lectura: Lectura del galvanémetro en unidades de energia (kJ)
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3.8 Balance de hierro y calcio

Fundamento

Determinando el contenido de hierro y de calcio tanto en el alimento ingerido
como en las heces de los animales, se podra calcular el balance de estos
minerales y asi conocer la cantidad de hierro y calcio absorbido por los animales.

Procedimiento

Durante la ultima semana del ensayo biologico se recolectaron las heces de las
ratas juntando las heces de tres ratas para obtener 2 muestras de cada lote.
Se determind el contenido de hierro y calcio empleando los métodos descritos

anteriormente.

Célculos
BCa = CCap - CCay
Donde:

BCa = g de calcio absorbido
CCaa = g de calcio ingerido

CCay = g de calcio en heces

BFe = CFep - CFey

Donde:

BFe = mg de hierro absorbido
CFea = mg de hierro ingerido
CFen = mg de hierro en heces

Para calcular el porcentaje del mineral absorbido se utilizé la siguiente ecuacion

) _ cantidad ingerida — cantidad en heces
% del mineral absorbido = cantidad del mineral ingerido x100
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3.9 Balance de energia

Fundamento

Determinando la cantidad de energia que ingirieron las ratas a través del alimento
y la cantidad que excretaron en heces, conoceremos la cantidad de energia que

absorbieron.

Procedimiento

Se determind la energia gruesa (EG) tanto en las dietas evaluadas como en las
heces utilizando el método de la bomba calorimétrica balistica anteriormente
descrito. Conociendo la energia ingerida por las ratas y la energia en heces,
mediante un balance, se obtuvo el valor de la energia digerible (ED) que se refiere

a la energia que absorbi6 el animal.
Célculos

Para calcular el balance de energia, se utilizaron los datos de alimento ingerido y
peso de las heces, asi como la energia gruesa determinada tanto de dietas como
de heces, para poder determinar el porcentaje de Energia Digerible o absorbida.

Para lo anterior se emple0 la siguiente formula.

energia ingerida — energia heces
% ED = — . x 100
energia ingerida

Donde:

Energia ingerida= alimento ingerido (g) x energia gruesa del alimento (kJ/g)

Energia fecal= heces (g) x energia gruesa de las heces (kJ/g)

También se puede calcular la energia digerible determinando el total de

nutrimentos digeribles de la dieta, tomando en cuenta la cantidad de proteina,

71



carbohidratos digeribles y grasa presente en las dietas utilizando las siguientes

formulas.

TND = CPD +CCHOD +2.25 CEE
Donde:

TND= Total de nutrimentos digeribles

CPD= contenido de proteina digerible expresado en unidades de peso (g/ g dieta).
CCHOD= Contenido de hidratos de carbono digeribles expresado en unidades de
peso.

CEE= Contenido de extracto etéreo digerible expresado en unidades de peso.

La Energia Metabolizable (EM) es el resultado de la energia digerible menos la
energia urinaria, y es la cantidad de energia retenida por el organismo, representa
la cantidad de energia que el animal utiliza para sus diferentes necesidades (Mora,
2007).

Debido a que en este estudio no se recolecto la orina de los animales, la EM se

calculé6 tedricamente con la siguiente ecuacion:

EM = [(0.95 — F)EG] — 31.4 N

EM= Energia Metabolizable expresada en kJ/g
F= Fibra cruda expresada en unidades de peso (g fibra/ g de dieta)
EG= Energia Gruesa expresada en kJ/g

N= Nitrégeno expresado en unidades de peso (g N/g de dieta)
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3.10 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos del REP y RNP calculados para cada rata deben mostrar
homogeneidad, para lo cual se calculo la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion pata cada lote, el cual debe ser menor o igual a 15, en caso contrario
se debe reducir el intervalo de los datos presentados, por consiguiente se eliminan

los valores extremos, o sea el dato mas alto y el mas bajo y se recalcula el CV.

Los resultados obtenidos de REP Y RNP fueron analizados utilizando un analisis
de varianza en bloques de un factor, con un nivel de significancia de 0.05, seguido
de una comparacion de medias por el método de la diferencia minima significativa

(DMS) para determinar si existe diferencia significativa entre las dietas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Anédlisis bromatologico de la harina de garbanzo.

En la tabla 11, se muestran los resultados obtenidos del analisis bromatologico
en donde el garbanzo comercial Verde Valle® presenté una humedad del 4.56%,
gue es un valor adecuado, ya que por cuestiones de almacenamiento la humedad
debe ser baja para evitar la contaminacion por microorganismos. La Norma del
Codex para determinadas legumbres 171-1989, establece un valor maximo de

humedad para harinas de garbanzo de 12%.

Tabla 11. Composicién quimica de la harina de garbanzo*

Humedad 4.56 + 0.005 --- ---
Proteina cruda® 20.84 +0.23 21.84+0.24 20.10
Grasa cruda 5.25+0.23 5.5+ 0.24 6.6
Fibra cruda 2.07£0.32 2.17+0.33 4.0
Cenizas 3.05+0.01 3.2+ 0.01 3.12
Hidratos de Carbono® 64.23 £ 0.19 67.3+0.2 66.18
Hierro mg/100g 6.03 +0.63 6.31+ 0.65 7.0
Calcio mg/100g 80 + 0.56 83.82+ 0.57 100

1. Resultados promedios de triplicados + desviacion estandar 2. F= 6.25 factor de conversion
3. Hidratos de carbono obtenidos por diferencia 4. Fuente: Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran
Mufioz (1996)

En cuanto al contenido proteina cruda, grasa cruda, cenizas e hidratos de carbono
los valores encontrados fueron similares a los reportados por el Instituto Nacional
de la Nutricibn Salvador Zubiran, excepto en el caso del contenido de calcio, y
fibra cruda con una diferencia del 16.18 % y 1.83 respectivamente. La diferencia

en el contenido de calcio se puede deber a varios factores como son las
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condiciones de cultivo ya que la cantidad de minerales pueden variar tanto en el
suelo donde se cultiva la leguminosa como en el agua que se utiliza para su riego.
Incluso, pueden influir la contaminacion de origen industrial, los tratamientos
tecnolégicos (molienda) o los materiales que estuvieron en contacto con el

producto final (Farré et al., 1985).

En cuanto a la diferencia en el contenido de fibra cruda debido a que el método
requiere de mucha manipulacion es posible que se haya perdido muestra durate la

determinacion de ésta.

4.2. Calidad proteinica de la harina de garbanzo.

En la tabla 12, se muestran los valores de REP y RPN ajustados y los valores de
digestibilidad aparente de las dietas evaluadas. Se observa que los valores de
REP, y RPN, respectivamente no mostraron diferencia significativa (p<0.05) para
las tres dietas de caseina. Lo mismo sucedio en el caso de las dietas a base de

garbanzo, en donde no se observé diferencia significativa entre las tres dietas.

Tabla 12. Valores de REP, RPN experimentales’, ajustados y digestibilidad aparente?

Caseina 2.50+0.31%2 4.10+0.49°% 85.47
Caseina + CCa 2.51+0.36 2 4.10+0.58°2 79.98
Caseina + FFe 2.32+0.44°%2 4.11+041°% 89.30
Garbanzo 2.05+0.17 ° 3.55+0.49 ° 63.17
Garbanzo+ CCa 2.02+0.23° 3.59+0.46 ° 54.70
Garbanzo + FFe 1.87+0.26 ° 3.40+0.43° 71.13

1. Valores promedio de REP y RNP experimentales + desviacion estandar. n=6 2.Digestibilidad se
determiné por duplicado con un Pool de 3 ratas . FFe: Fumarato ferroso. CCa: Citato de calcio.

Nota: Letras diferentes en cada columna indica diferencia significativa (p<0.05)
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Comparando los valores de REP, Y RPN, de las dietas a base de caseina contra
las de garbanzo, se observaron diferencias significativas, (grafica 3) esto era de
esperarse, debido a que la calidad proteinica de la caseina es mayor por ser de
origen animal, ya que contiene todos los aminoacidos indispensables y en mayor
cantidad (Alais, 2003), mientras que el garbanzo obtuvo un valor de REP, de 2.05
y 3.55 para RPN, que son similares a los valores reportados por Ulloa 1992 y

Cornejo 2010, que son de 2.23 y 3.84, respectivamente.

Gréfica 3. Valores de REP Y RPN ajustados

*REP ~ RNP

4.11

= = = =

Caseina Caseina+ Caseina+ Garbanzo Garbanzo Garbanzo
CCa FFe + CCa + FFe

Se observa diferencia significativa entre dietas elaboradas con diferente fuente de proteina
(caseina- garbanzo) pero no entre dietas elaboradas con la misma fuente.

En cuanto a los valores de digestibilidad, para la dietas de caseina se observaron
diferencias entre las tres dietas, siendo la dieta de caseina adicionada con
fumarato ferroso la que presentd el porcentaje mas alto de digestibilidad (89.3%),
seguida de la dieta caseina no adicionada (85.47%) y por ultimo la dieta de
caseina adicionada con citrato de calcio (79.98%). Estas diferencias se pueden
observar en la gréafica 4, donde se muestran todos los valores de digestibilidad.

Las dietas de garbanzo también presentaron diferencias en cuanto a los valores
de digestibilidad, encontrando que el porcentaje mas alto se presentd en la dieta
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de garbanzo adicionada con fumarato ferroso (71.13%), seguida de la dieta de
garbanzo (63.17%) y por ultimo, la dieta de garbanzo adicionada con citrato de
calcio (54.7%).

Gréfica 4. Valores de digestibilidad aparente

™ % de Digestibilidad

89.3

Caseina Caseina+ Caseina+ Garbanzo Garbanzo Garbanzo
CCa FFe + CCa + FFe

Se observa la disminucion de la digestibilidad de la proteina con la adicion de CCay un aumento
de esta en las dietas adicionadas con FFe

Los valores encontrados de digestibilidad aparente sugieren que la adicién de la
sal de hierro mejord la digestibilidad de la proteina tanto en caseina como en
garbanzo incrementandola en aproximadamente un 4y 8% respectivamente,
mientras que con la adicién del citrato de calcio la digestibilidad se vio disminuida

enun 5y 8% respectivamente.

A pesar de que la digestibilidad de las proteinas estudiadas se vio afectada por la
adicién de las sales de hierro y calcio, los valores encontrados de REP Y RPN no
mostraron estos cambios; esto se puede deber a que en éstos bioensayos se
evalla a la proteina en base a la ganancia de peso de los animales en estudio y
no determina la proteina que éstos absorben, lo que indicaria que existen otros
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factores involucrados en el crecimiento de los animales aparte de las proteinas, ya
que a pesar de la menor absorcién de los amino&cidos en las dietas adicionadas
con calcio el incremento de peso fue muy similar a las otras dietas elaboradas con

la misma fuente de proteina.

En cuanto a la variacion de la digestibilidad en las proteinas debida a la adicién de
las sales evaluadas, Meehye et al. (1995) encontraron que la absorcién del hierro
esta influida por el tipo de proteina presente en el alimento, proponiendo que éste
forma complejos solubles de facil absorcién con los aminoacidos, lo que podria
explicar que al mismo tiempo ayudara a la absorcion de los aminoacidos de la
proteina del garbanzo y caseina viéndose aumentada la digestibilidad de estas y
en mayor proporcion en la dieta de caseina (89.3%).Por el contrario, con la adicion
de citrato de calcio se vio disminuida la digestibilidad de las proteinas, esto se
puede deber a la formacion de compuestos insolubles entre los aminoacidos y el

calcio.

La digestibilidad de la caseina fue mayor (85.47%), en comparacién con la del
garbanzo (63.17 %). Attia et al. (1994) y Periago et al. (1997) reportan una
digestibilidad in vitro de 72.69% e in vivo de 78.9% para garbanzo. Estos valores
fueron obtenidos utilizando garbanzo que fue sometido a un proceso térmico
previo; mientras que Ahmadzadeh y Prakash (2007) reportaron una digestibilidad
in vitro del garbanzo crudo de 61 %, que puede ser comparable con el obtenido en

este trabajo debido a que el garbanzo utilizado no tuvo tratamiento térmico previo.

La menor digestibilidad de la proteina del garbanzo en comparacion con la
caseina, se debe principalmente a que el garbanzo por su origen vegetal contiene
factores antinutricionales, (pero en menor cantidad que otras leguminosas como el
frijol), tales como inhibidores de proteasas y compuestos polifénolicos que pueden

disminuir la biodisponibilidad de los aminoacidos de la proteina.

En relacion a los inhibidores de tripsina se han reportado valores de 11.9
unidades/mg de proteina en garbanzo (Saleh et al., 2006). Los compuestos

polifénolicos pueden inhibir la absorcion de la proteina formando complejos con
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ésta y se encuentran en una cantidad de 4.85 mg/g en el garbanzo (Saleh et al.,
2006).

En las leguminosas algunos factores antinutricionales pueden ser disminuidos o
eliminados en etapas de remojo con tratamientos térmicos (Ahmadzadeh, 2007),
debido a que el garbanzo utilizado no tuvo este tratamiento, se redujo la

digestibilidad de la proteina en aproximadamente un 15 %.

Con los valores obtenidos del analisis bromatol6gico del garbanzo, ademas de los
valores de REP, y RPN, se puede decir que el garbanzo contiene una
considerable cantidad de proteina, pero esta es mediana calidad comparada con

la caseina, debido a su origen vegetal (Alais, 2003).

4.3. Biodisponibilidad del hierro

Las sales que se utilizan como suplementos de hierro contienen diferentes
cantidades de este mineral, por ejemplo el fumarato ferroso contiene 30% de
hierro, el sulfato ferroso 20%, y las sales organicas como el gluconato y lactato
ferroso contienen 12 y 19% respectivamente. La solubilidad del fumarato ferroso
es menor a la del sulfato ferroso, aunque se ha encontrado que Ila

biodisponibilidad de estas dos sales es similar (Hurrell et al., 2002).

En la tabla 13, se presentan los resultados obtenidos de la biodisponibilidad de
hierro, la cual se evalu6 mediante el balance de éste nutrimento en los animales

empleados (ver anexo 7.5), reportando el porcentaje absorbido del mineral.
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Tabla 13. Biodisponibilidad® de Hierro

Caseina 17.55 3.74 78.48
Caseina+ FFe 113.0 61.72 45.34
Caseina + CCa 15.50 3.86 76.47

Garbanzo 18.0 6.98 61.25
Garbanzo +FFe 125.0 68.77 44.99
Garbanzo+CCa 18.50 6.52 64.75

1. Los valores de biodisponibilidad se calcularon por duplicado con un pool de 3 ratas

Con respecto a las dietas de caseina, se observé mayor biodisponibilidad de
hierro en las dietas de caseina y caseina adicionada con citrato de calcio,
obteniéndose valores similares entre ellas (78.48 y 76.47%, respectivamente),
mientras que la dieta de caseina adicionada con fumarato ferroso fue la que

obtuvo el menor porcentaje de biodisponibilidad.

El comportamiento en las dietas de garbanzo fue el siguiente: se encontr6 mayor
biodisponibilidad del hierro en la dieta de garbanzo al igual que en la dieta de
garbanzo adicionado con citrato de calcio, mientras que la dieta de garbanzo
adicionada con fumarato ferroso fue la que obtuvo un menor porcentaje de

absorcion de este mineral.

La mayor biodisponibilidad de hierro encontrada en las dietas que no fueron
adicionadas con fumarato ferroso fue a consecuencia de una menor ingestion de
hierro en comparacion con las dietas que fueron adicionadas con hierro, por lo
tanto la evaluacién ideal de la biodisponibilidad de este nutrimento se debe hacer
entre las dietas que fueron adicionadas de hierro, aunque estos resultados se

deben tomar con reserva, ya que se debe tomar en cuenta que la cantidad de
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hierro que contenian las dietas adicionadas con este mineral sobrepasaba a los
requerimientos de las ratas que son de 200 mg de Fe/ kg de dieta y 10g Ca/ kg de
dieta (Ait-oukhatar et al., 1997), ademas de que el garbanzo por si solo aporta un
pequefia cantidad de hierro. Por lo tanto, comparando la biodisponibilidad del
hierro entre las dietas de caseina y garbanzo que fueron adicionadas con este
mineral se obtuvieron valores muy similares; 45.34% para la dieta de caseina y

44.99% para la dieta de garbanzo.

4.4. Biodisponibilidad del calcio

Entre las sales utilizadas para la suplementacion de calcio, el citrato de calcio
tiene ventaja sobre las sales organicas como el lactato y el gluconato de calcio
debido a la cantidad del nutrimento que aportan, ya que el citrato de calcio
contiene un 21% de calcio mientras que las otras aportan 13 y 9%
respectivamente. En cuanto a las sales inorganicas como el carbonato de calcio
esta contiene mayor cantidad de calcio (40%) pero tiene la desventaja de ser
menos soluble (0.014g/L) que el citrato de calcio (0.9 g/L) (Heaney, 2001). Cabe
destacar que otros autores han comprobado que la relacion entre la solubilidad de

la sal y la absorcién de calcio no es lineal (Chaiwanon et al., 2000).

En la tabla 14, se presentan los resultados obtenidos de la biodisponibilidad de
calcio, la cual se evalu6 mediante el balance de éste nutrimento en los animales

empleados (ver anexo 7.5), reportando el porcentaje absorbido del mineral.

Los resultados de biodisponibilidad obtenidos fueron parecidos a los de hierro
observandose una mayor biodisponibilidad de calcio en las dietas que no fueron
adicionadas con calcio, mientras que las adicionadas presentaron un porcentaje
de biodisponibilidad menor. Como fue menciond anteriormente esto se debe a la
menor cantidad de calcio presente en las dietas que no fueron adicionadas con
citrato de calcio, ya que los animales al tener menor ingestion de calcio
absorbieron la cantidad necesaria para cubrir con sus necesidades fisiolégicas, en
comparacion con las dietas que fueron adicionadas con calcio en donde hubo

mayor ingestion en relacion al requerimiento por lo tanto los animales solo
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absorbieron la cantidad necesaria (Campbell y Walsh, 2008) y lo demés lo
desecharon.

Tabla 14. Biodisponibilidad® del Calcio

Caseina 0.95 0.23 75.29
Caseina+ FFe 0.80 0.11 86.12
Caseina + CCa 1.35 0.45 67.01

Garbanzo 0.47 0.036 92.38
Garbanzo +FFe 0.48 0.032 93.34
Garbanzo+CCa 0.79 0.127 84.12

1. Los valores de biodisponibilidad se calcularon por duplicado con un pool de 3 ratas

Cabe destacar que los valores de biodisponibilidad de calcio mostraron diferencias
entre las dietas elaboradas a base de caseina y las de garbanzo, por ejemplo
comparando la dieta de caseina y garbanzo se observdé que fue mayor la
biodisponibilidad del calcio en la dieta de garbanzo (92.38%) que en la de caseina
(75.29%). En general las dietas a base de garbanzo mostraron valores elevados
de biodisponibilidad de calcio en comparacion con las de caseina, pero esto se
puede deber a que la ingestion de este mineral fue menor en las ratas que fueron
alimentadas con las dietas a base de garbanzo. Como se puede ver en la tabla 14
el calcio ingerido fue menor en las dietas a base de garbanzo que en las de
caseina, por lo que no se puede hacer una comparacion entre estas dietas,
observandose el mismo efecto, las ratas que ingirieron menor cantidad de calcio

absorbieron un mayor porcentaje para cubrir con sus requerimientos.

4.5. Balance de energia

En la tabal 15, se muestran los valores del total de nutrimentos digeribles (TND),

la energia gruesa de la dieta (EG) determinada experimentalmente con bomba
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calorimétrica, la energia digerible (ED) experimental y la energia metabolizable
(EM) calculada te6ricamente.

En todos los casos se observa que la cantidad de energia digerible (ED) es mayor
a la energia metabolizable, esto es de esperarse, ya que la energia digerible es el
total de energia que el animal puede absorber de la dieta. El valor de la ED se
obtiene restando a la energia gruesa ingerida, la energia contenida en las heces.

Una fraccion de la energia absorbida en el tubo gastrointestinal no es
aprovechada y es eliminada por la orina en forma de compuestos nitrogenados
provenientes del catabolismo de los aminoacidos como urea, creatinina y acido
arico. De esta manera, la energia metabolizable es la cantidad de energia
proveniente del alimento que el animal dispone para sus procesos metabdlicos, ya
que se toma en cuenta la cantidad de energia excretada tanto en heces, como en
orina (Mora, 2007).

Tabla 15. Valores de TND, EG, ED y EM de las dietas evaluadas

Caseina 1.06 16.29 15.32 14.08
Caseina + CCa 1.06 16.20 14.88 14.0
Caseina+ FFe 1.06 16.67 15.95 14.41
Garbanzo 1.06 18.60 17.40 16.58
Garbanzo +CCa 1.06 16.90 15.78 15.06
Garbanzo + FFe 1.07 19.73 18.94 17.57

TND: total de nutrimentos digeribles, EG: energia gruesa de la dieta, ED: energia digerible, EM:
energia metabolizable

La energia gruesa esperada en las dietas era de 18 kJ/g, ya que estas deben ser
isoenergéticas. Como se muestra en la tabla 14 la energia gruesa de las dietas de
caseina presentaron un valor de alrededor del 16 kJ/g en tanto que en las dietas

de garbanzo ésta fue de 17 a 19 kJ/g. Esto se debidé a que no se peso la cantidad
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adecuada de caseina en la elaboracion de las dietas sobreestimando la pureza de
esta, suponiendo que esta tenia un 94% de pureza segun la informacién del
proveedor resultando que en el andlisis de las dietas estas contenian menos del

10% de proteina. Analizando la pureza de la caseina esta resulto del 83%.

En la tabla 16, se muestran los valores de energia ingerida, energia fecal, energia
absorbida y el porcentaje de energia absorbida. Estos resultados se obtuvieron
utilizando los valores de energia gruesa de la dieta y de las heces, asi como la
cantidad de alimento ingerido durante la Gltima semana del ensayo y el peso de

las heces recolectadas.

Tabla 16. Balance de energia®

T e ol

Caseina 7048.68 413.64 6635.04 94.06
Caseina+ FFe 6073.71 262.22 5811.50 95.68
Caseina + CCa 6326.91 567.20 5804.21 91.12
Garbanzo 7210.29 466.13 6744.16 93.53
Garbanzo + FFe 7474.71 301.3 7064.0 94.51
Garbanzo + CCa 6465.94 410.76 6035.58 93.38

Se calcul6 con dos pool provenientes de 3 ratas

Los valores encontrados en el balance de energia muestran que en general los
animales tuvieron un buen aprovechamiento de la energia, debido a que el

porcentaje de energia absorbida es en promedio del 94%.

El porcentaje de energia absorbida encontrado concuerda con el reportado en la
literatura ya que no toda la energia que proporciona un alimento puede ser
absorbida, tomando en cuenta que la fibra contribuye a la energia total de un

alimento pero esta no es digerible (Moreno, 2000)
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5. CONCLUSIONES

Se determind la calidad proteinica del garbanzo Cicer arietinum L. mediante
su analisis bromatologico y los valores de REP y RPN, los cuales confirman
que la calidad de su proteina, en comparacién con la caseina es de

mediana calidad.

La digestibilidad aparente de la proteina del garbanzo fue menor (63.17 %)
en comparacion con la caseina (85.47 %)

Los valores de digestibilidad aparente en las dietas que fueron adicionadas
con las sales, se vieron afectados, observandose una mayor digestibilidad
de las proteinas con la adicion de fumarato ferroso aumentando en un 4y 8
% la digestibilidad de la caseina y garbanzo respectivamente. Por otra
parte con la adiciéon del citrato de calcio se vio disminuida la digestibilidad

en un 5y 8% respectivamente.

No se logré calcular la biodisponibilidad del fumarato ferroso y citrato de
calcio con la metodologia empleada, debido a que la cantidad adicionada
de las sales fue superior al requerimiento de los animales, ademas de que
no se tomo en consideracion la cantidad de estos nutrimentos que aporta el

garbanzo.

Se calculd el balance de energia en las ratas empleadas en el ensayo
bioldgico, en donde se determind que alrededor del 94 % de la energia que

se ingiere es absorbida por los animales.

Los datos de REP, RPN y digestibilidad aparente obtenidos en este trabajo

serviran para elaborar una base de datos para la asignatura “Laboratorio
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nutrimental de alimentos” que posteriormente pueden ser enriquecida

empleando diferentes alimentos.

Perspectivas

e El estudio realizado para evaluar la biodisponibilidad de las sales de hierro y
calcio servirA para mejorar los protocolos que seran usados en estudios
posteriores. Es recomendable tomar en cuenta el requerimiento de los animales
para calcular la cantidad de calcio y hierro adicionados. Asi mismo, es
importante considerar el uso de una mezcla de sales libre de estos minerales en

la elaboracion de las dietas.

e Realizar mas estudios acerca de la biodisponibilidad del hierro y del calcio

usando diferentes sales, asi como el alimento al cual se adicionan.

e Realizar mas estudios acerca de la influencia que pueden tener el hierro y

el calcio sobre la absorcion de los aminoacidos
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7. ANEXOS

7.1 Curva estandar para hierro

Curva patrdn de hierro
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7.2 Curva estandar de acido benzoico
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7.3 Registro de peso acumulado y alimento ingerido de las ratas

LOTE 1. Dieta a base de Caseina

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _29.1g Dieta: _Cas1 Fecha: 08/Nov/10
Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4.) 314 |34.2 |41 45 50.6 |62.0 [68.7 |77.1 |83.7 |90.0 [93.4 |104.5
Incremento acumulado (Pgi,-Pi) 23 |51 119 |159 |21.5 [32.9 |39.6 |48.0 |54.6 |609 [64.3 |75.4
Alimento inicial (1) 259.9|281.8|310.8 | 283.8 | 285.5|299.0 | 289.9 | 280.5|299.7 | 283.2 | 288.7 | 287.8
Alimento final (F) 253.71271.0|283.8|275.1|268.7 |270.7 | 268.1 | 259.4 | 265.3 | 259.8 | 266.2 | 248.4
Alimento ingerido (Al=I-F) 6.2 10.8 |27 8.7 16.8 (283 |21.8 |21.1 (344 |234 (225 [394
Alimento acumulado (ZAl) g 6.2 17.0 {44.0 |52.7 [69.5 |97.8 [119.6|140.7(175.1|198.5|221.0|260.4
Observaciones:
REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL
Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _40.5g Dieta: Cas2 Fecha: 08/Nov/10
Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 449 |49.0 |63.0 [66.3 |76.8 |89.2 |92.0 [99.3 |105.6|110.5|116.0|131.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 44 |85 |[225 [25.8 [36.3 [48.7 |51.5 |[58.8 |65.1 |70.0 |75.5 |90.5
Alimento inicial (1) 230.1|250.5(277.3|248.8 249.8|264.4|250.8|256.3|282.5|264.6|269.8|265.7
Alimento final (F) 220.31237.8|243.1(239.2|225.7|229.5|231.1|242.1|248.6241.9|247.7|222.8
Alimento ingerido (Al=I-F) 9.8 12.7 |34.2 |9.6 24.1 |34.9 [19.7 |14.2 |339 |22.7 (221 |42.9
9.8 22,5 |56.7 |66.3 |90.4 |125.3|145.0|159.2|193.1|215.8|237.9|280.8

Alimento acumulado (ZAl)g4;,

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _43.2 g Dieta: _Cas3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 49.0 | 549 | 69.4 | 73.0 | 79.4 | 86.6 | 89.0 | 96.0 |104.3|112.4|118.5|130.7
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 5.8 | 11.7 | 26.2 | 29.8 | 36.2 | 43.4 | 458 | 52.8 | 61.1 | 69.2 | 75.3 | 87.5
Alimento inicial (1) 286.31302.4327.8|296.9|298.5|318.7309.0|307.5(330.5|310.1{313.2|324.0
Alimento final (F) 272.2 |1288.81291.4(287.8|278.5|288.7(292.0|284.6|294.7 | 285.1|288.3|286.1
Alimento ingerido (Al=I-F) 141 | 13.6 | 364 | 9.1 | 20.0 | 30.0 | 17.0 | 229 | 35.8 | 25.0 | 249 | 379
Alimento acumulado (XAl)gs, 14.1 | 27.7 | 64.1 | 73.2 | 93.2 |123.2140.2 [ 163.1 | 198.9 | 223.9 | 248.8 | 286.7
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _49.0 g Dieta: _Cas4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 541 | 60.5 | 75.8 | 79.0 | 83.4 | 90.0 | 94.4 |101.2|103.4|121.7|134.0|143.5
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 51 | 115 | 26.8 | 30.0 | 34.4 | 41.0 | 45.4 | 52.2 | 54.4 | 72.7 | 85.0 | 94.5
Alimento inicial (1) 249.41263.9|289.8 |261.0| 265.5|280.9 | 269.2 | 262.5|295.2 | 271.6 | 268.7 | 285.4
Alimento final (F) 234.6 |247.3|1249.6 | 251.4|245.2 |1 249.6 | 248.3 | 239.5|254.2 | 243.5|240.7 | 240.4
Alimento ingerido (Al=I-F) 148 | 16.6 | 40.2 | 9.6 | 20.3 | 31.3 | 209 | 23.0 | 41.0 | 28.1 | 28.0 | 45.0
Alimento acumulado (XAl)g;, 14.8 | 31.4 | 71.6 | 81.2 [101.5[132.8(153.7|176.7 | 217.7 | 245.8 | 273.8 | 318.8

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _49.0g Dieta: _Cas5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4) 535 | 63.4 | 81.0 | 8.0 | 90.0 | 99.4 |105.5|113.4|129.2 137.0|147.2|161.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 45 | 144 | 32.0 | 37.0 | 41.0 | 50.4 | 56.5 | 64.4 | 80.2 | 88.0 | 98.2 |112.0
Alimento inicial (l) 233.9|248.7 | 267.5|233.8|252.0 | 268.2 | 251.7 | 252.8 | 278.9 | 253.1 | 251.2 | 269.0
Alimento final (F) 218.7|227.5|222.7 |222.0|228.5|231.0|224.7 | 225.0| 233.4 | 225.5|220.4 | 224.7
Alimento ingerido (Al=I-F) 152 | 21.2 | 448 | 11.8 | 235 | 37.2 | 27.0 | 27.8 | 45,5 | 98.2 | 30.8 | 44.3
Alimento acumulado (ZAl) g 15.2 | 36.4 | 81.2 | 93.0 |116.5|153.7 | 180.7 | 208.5 | 254.0 | 352.2 | 383.0 [ 427.3
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _55.5 g Dieta: _Cas6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 | 12 | 15 | 17 | 19 | 22 | 24 | 26 | 28
Peso animal (P 4,) 55.3 | 66.8 | 78.4 | 84.3 | 87.0 | 96.5 [101.2|108.5|106.1|126.0|131.5|142.7
Incremento acumulado (Pg-Pi) -0.2 | 11.3 | 22.9 | 28.8 | 31.5 | 41.0 | 45.7 | 53.0 | 50.6 | 70.5 | 76.0 | 87.2
Alimento inicial (1) 232.0|251.3|272.5|236.6|253.0|269.3|250.0|259.0|313.7|284.1|272.8|276.4
Alimento final (F) 220.5|230.2 | 226.6 |223.7 | 230.6 | 229.5 | 223.7 | 230.9 | 273.2 | 254.9 | 245.0 | 234.3
Alimento ingerido (Al=I-F) 115|211 | 459 | 129 | 224 | 39.8 | 26.3 | 28.1 | 40.5 | 29.2 | 27.8 | 42.1
Alimento acumulado (XAl)gs 11.5 | 32.6 | 78.5 | 91.4 |113.8{153.6 | 179.9 | 208.0 | 248.5 | 277.7 | 305.5 | 347.6

Observaciones:
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LOTE 2. Dieta a base de caseina con citrato de calcio.

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _35.7g Dieta: Cas+Cal Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 49.6 | 453 | 56.0 | 59.5 | 66.0 | 75.7 | 785 | 84.8 | 92.9 | 98.7 [105.8|116.6
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 139 | 96 | 20.3 | 23.8 | 30.3 | 40.0 | 42.8 | 49.1 | 57.2 | 63.0 | 70.1 | 80.9
Alimento inicial (1) 280.3|295.7|325.5|300.7 | 312.7 | 332.5|311.1|320.7 | 344.6 | 315.0| 311.3 | 317.7
Alimento final (F) 270.9|281.0|294.3|292.1|294.3|304.3|291.9|299.6|310.6 |291.8|288.8 |281.6
Alimento ingerido (Al=I-F) 94 | 147 | 31.2 | 86 | 184 | 282 | 19.2 | 21.1 | 34.0 | 23.2 | 22.5 | 36.1
Alimento acumulado (ZAl)4; 9.4 | 241|553 ] 639|823 [110.5]129.7|150.8 | 184.8 | 208.0| 230.5 | 266.6
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _37.6g Dieta: Cas+Ca2 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 42.8 | 47.7 | 59.3 | 63.5 | 71.5 | 80.5 | 84.8 | 88.4 | 97.1 | 101.8|107.2|120.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 52 | 10.1 | 21.7 | 25.9 | 339 | 42.9 | 47.2 | 50.8 | 59.5 | 64.2 | 69.6 | 82.4
Alimento inicial (1) 235.81249.6|278.4|253.2|261.4|276.7 | 256.9 | 266.1 | 298.6 | 267.9 | 266.9 | 266.0
Alimento final (F) 225.41236.2 | 247.3|243.7 | 241.0|246.9 | 236.9 |245.4|262.5|245.2|242.7 | 226.8
Alimento ingerido (Al=I-F) 104 | 134 | 31.1 | 95 | 204 | 29.8 | 20.0 | 20.7 | 36.1 | 22.7 | 24.2 | 39.2
Alimento acumulado (XAl)gs 10.4 | 23.8 | 54.9 | 64.4 | 84.8 |114.6 | 134.6 [ 155.3 [191.4 | 214.1 | 238.3 | 277.5

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _47.4g Dieta: _Cas+Ca3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 48.6 | 58.1 | 71.5 | 74,5 | 783 | 85.9 | 88.7 | 94.5 {101.4|111.5{116.9|129.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 1.2 | 10.7 | 24.1 | 27.1 | 309 | 385 | 413 | 471 | 540 | 64.1 | 69.5 | 81.6
Alimento inicial (1) 234.5|1247.6|273.4(245.2|260.7|276.5(261.5|271.0|308.1(276.9|266.8|276.1
Alimento final (F) 222.91229.2|1234.1(234.8|241.1|247.7 |241.8|249.9|275.4(251.7|243.9|237.9
Alimento ingerido (Al=I-F) 116 | 184 | 393 | 104 | 19.6 | 28.8 | 19.7 | 21.1 | 32.7 | 25.2 | 22.9 | 38.2
Alimento acumulado (XAl)gs 11.6 | 30.0 | 69.3 | 79.7 | 99.3 | 128.1]147.8]168.9|201.6 | 226.8 | 249.7 | 287.9
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): 48.0g Dieta: Cas+Ca4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 47.6 | 57.7 | 69.0 | 71.5 | 74.0 | 82.9 | 85.4 | 92.5 |102.7|111.2{119.5|119.8
Incremento acumulado (Pg,-Pi) -0.4 | 9.7 | 21.0| 235 |26.0 | 349 | 37.4 | 445 | 54.7 | 63.2 | 71.5 | 71.8
Alimento inicial (1) 277.81292.9|215.5|287.7 300.6 | 315.6 | 297.1|300.9 | 326.5|297.2 | 304.2 | 309.3
Alimento final (F) 266.0|272.6|278.5|276.4|281.3|281.3|276.4|275.8|287.7|270.5|276.8|271.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.8 | 20.3 | 37.0 | 11.3 | 193 | 343 | 20.7 | 25.1 | 38.8 | 26.7 | 27.4 | 38.1
Alimento acumulado (ZAl)4; 11.8 | 32.1 | 69.1 | 80.4 | 99.7 |134.0 | 154.7 [ 179.8 | 218.6 | 245.3 | 272.7 | 310.8

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _50.2 g Dieta: Cas+Ca5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4) 496 | 61.4 | 740 | 77.0 | 80.0 | 88.0 | 91.0 | 99.1 [109.6|118.9(128.4|137.1
Incremento acumulado (Pg,-Pi) -0.6 | 11.2 | 23.8 | 26.8 | 29.8 | 37.8 | 40.8 | 48.9 | 59.4 | 68.7 | 78.2 | 86.9
Alimento inicial (l) 231.8249.9|273.8|245.5|258.0|276.8|255.1|256.8|290.8 | 260.0|262.1 | 263.9
Alimento final (F) 220.6 | 230.3|236.0|235.5|241.5|246.2 |234.4|232.5|254.1|231.3|232.3(221.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.2 | 19.6 | 37.8 | 10.0 | 16.5 | 30.6 | 20.7 | 243 | 36.7 | 28.7 | 29.8 | 42.7
Alimento acumulado (ZAl) g 11.2 | 30.8 | 68.6 | 78.6 | 95.1 [125.7|146.4|170.7 | 207.4 | 236.1 | 265.9 | 308.6
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _51.9g Dieta: _Cas+Ca6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 53.8 | 65.2 | 79.8 | 82.5 | 94.5 |101.0|118.1|126.9|135.5|143.6|149.3|168.9
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 1.9 | 133|279 | 30.6 | 42.6 | 49.1 | 66.2 | 75.0 | 83.6 | 91.7 | 97.4 | 117.0
Alimento inicial (1) 265.21283.0(312.3|276.9|289.8|300.8 | 286.0303.3 321.1|289.0(297.8|305.2
Alimento final (F) 255.3|266.0|271.3|266.8|263.0|255.6 |256.4|270.6|276.0 | 258.3|267.1 | 256.5
Alimento ingerido (Al=I-F) 99 | 17.0 | 41.0 | 10.1 | 26.8 | 45.2 | 29.6 | 32.7 | 45.1 | 30.7 | 30.7 | 48.7
Alimento acumulado (2Al)g; 9.9 | 269 | 67.9 | 78.0 | 104.8|150.0(179.6 |212.3|257.4 | 288.1 [ 318.8 | 367.5

Observaciones:
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LOTE 3. Dieta a base de caseina con fumarato ferroso.

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _35.8g Dieta: _Cas+Fel Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 415 | 449 | 57.0 | 59.0 | 66.0 | 76.1 | 78.8 | 82.0 | 88.3 | 95.8 |102.0|114.5
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 57 | 9.1 | 21.2 | 23.2 | 30.2 | 40.3 | 43.0 | 46.2 | 52.5 | 60.0 | 66.2 | 78.7
Alimento inicial (1) 269.8 |1 289.7 |1 326.0 | 296.0 | 304.0 | 321.5 | 297.7 | 299.4 | 333.5 | 306.2 | 303.8 | 303.0
Alimento final (F) 260.7 | 275.3|292.9|287.8|284.1|291.8|279.0|281.0|302.3|282.1|279.9|265.3
Alimento ingerido (Al=I-F) 91 | 144|331 | 82 | 199 | 29.7 | 18.7 | 184 | 31.2 | 24.1 | 239 | 37.7
Alimento acumulado (ZAl) g4, 9.1 | 23.5 | 56.6 | 64.8 | 84.7 |114.4|133.1|151.5|182.7 | 206.8 | 230.7 | 268.4
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _36.2g Dieta: Cas+Fe2 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 416 | 463 | 575 | 60.5 | 66.2 | 745 | 81.0 | 85.0 | 89.9 | 94.6 |100.5|108.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 54 | 10.1 | 21.3 | 243 | 30.0 | 38.3 | 44.8 | 48.8 | 53.7 | 58.4 | 64.3 | 71.8
Alimento inicial (1) 231.6|253.1|290.8 | 264.7 | 278.9 | 285.4 | 266.1 | 269.1 | 301.4 | 271.1 | 268.3 | 269.0
Alimento final (F) 222.7|240.7 | 260.3 | 256.5 | 260.8 | 258.4 | 243.6 | 250.7 | 270.6 | 249.3 | 246.4 | 234.5
Alimento ingerido (Al=I-F) 89 | 124|305 | 82 | 181|270 | 225 | 184 | 30.8 | 21.8 | 21.8 | 345
Alimento acumulado (ZAl)4; 89 | 213|518 600 | 781 |105.1|127.6|146.0|176.8|198.6|220.4|254.9

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _47.5g Dieta: _Cas+Fe3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 49.4 | 59.6 | 72.0 | 74.7 | 79.7 | 86.5 | 91.5 | 99.0 [110.3|118.1{125.3|138.4
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 1.9 | 12.1 | 245 | 27.2 | 32.2 | 39.0 | 44.0 | 51.5 | 62.8 | 70.6 | 77.8 | 90.9
Alimento inicial (1) 231.91249.5|278.8 245.6 |256.9|274.3 |254.0|257.0|284.6 | 250.6 | 260.4 | 262.3
Alimento final (F) 220.21229.9|240.3 | 235.5|234.7|244.5|232.0|233.7|243.5(223.9|232.5|221.8
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.7 | 19.6 | 385 | 10.1 | 22.2 | 29.8 | 22.0 | 23.3 | 41.1 | 26.7 | 27.9 | 40.5
Alimento acumulado (XAl)gs 11.7 { 31.3 | 69.8 | 79.9 [102.1|131.9 [153.9 [177.2 [ 218.3 | 245.0 | 272.9 | 313.4
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _47.5g Dieta: Cas+Fe4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 50.0 | 58.1 | 69.0 | 73.0 | 76.5 | 83.6 | 89.7 | 96.1 | 108.6 |117.1|124.4|106.1
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 2.5 | 106 | 21.5 | 25.5 | 29.0 | 36.1 | 42.2 | 48.6 | 61.1 | 69.6 | 76.9 | 58.6
Alimento inicial (1) 269.0|287.9(326.3|295.9(303.3|314.9|295.9|297.2(325.4|287.7(298.9|301.4
Alimento final (F) 257.51270.2|1292.4|287.0|285.1|285.4|274.5|273.9|282.2|261.9|271.9|264.6
Alimento ingerido (Al=I-F) 115 | 17.7 | 33.9 | 89 | 18.2 | 29.5 | 21.4 | 23.3 | 43.2 | 25.8 | 27.0 | 36.8
Alimento acumulado (ZAl)4; 115 { 29.2 | 63.1 | 72.0 | 90.2 |119.7 | 141.1 | 164.4 | 207.6 | 233.4 | 260.4 | 297.2

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _50.3 g Dieta: _Cas+Fe5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4) 545 | 62.9 | 78.0 | 82.5 | 87.7 | 99.0 |101.5|105.4|115.9|120.0|127.9|141.6
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 42 | 12,6 | 27.7 | 32.2 | 374 | 487 | 51.2 | 55.1 | 65.6 | 69.7 | 77.6 | 91.3
Alimento inicial (l) 268.4|287.1|318.2 |285.4|295.3|312.0(289.1|289.1|326.8|292.4|296.6 |301.3
Alimento final (F) 257.81268.0|278.9|275.0|273.8|276.1|267.5|266.9|287.9|272.1|269.2 | 258.1
Alimento ingerido (Al=I-F) 10.6 | 19.1 | 393 | 104 | 215 | 359 | 21.6 | 22.2 | 389 | 20.3 | 27.4 | 43.2
Alimento acumulado (ZAl) g 10.6 | 29.7 | 69.0 | 79.4 | 100.9 | 136.8 | 158.4 | 180.6 | 219.5 | 239.8 | 267.2 | 310.4
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _50.5g Dieta: Cas+Fe6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 50.6 | 60.2 | 70.0 | 73.5 | 77.8 | 84.3 | 85.5 | 91.0 | 98.7 |104.5|111.6 119.3
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 0.1 | 9.7 | 195 | 23.0 | 273 | 33.8 | 350 | 40.5 | 48.2 | 54.0 | 61.1 | 68.8
Alimento inicial (1) 232.0250.9 | 285.2 | 258.1 | 268.9|289.9 | 271.9|274.0 | 300.9 | 270.8 | 269.9 | 283.6
Alimento final (F) 221.1|234.2|252.6 |249.8|250.6 | 261.7 | 254.0 | 254.6 | 269.9 | 250.2 | 249.8 | 251.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 109 | 16.7 | 32.6 | 83 | 183 | 28.2 | 179 | 19.4 | 31.0 | 20.6 | 20.1 | 32.4
Alimento acumulado (2Al)g; 10.9 | 27.6 | 60.2 | 68.5 | 86.8 |115.0|132.9152.3 |183.3 [203.9 | 224.0 | 256.4

Observaciones:
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LOTE 4. Dieta a base de garbanzo

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _32.9g Dieta: _Gal Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 354 | 387 | 496 | 52.2 | 57.0 | 67.0 | 71.2 | 78.7 | 85.0 | 89.9 | 91.0 |100.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 25 | 58 | 16.7 | 193 | 24.1 | 341 | 383 | 458 | 52.1 | 57.0 | 58.1 | 67.1
Alimento inicial (1) 231.2|246.3278.2 |258.8|271.7 | 283.2 | 264.7 | 267.8 | 294.5 | 263.4 | 264.4 | 269.7
Alimento final (F) 224.5|235.1|248.0|251.2|254.8 | 254.1 | 244.1 |244.6 | 259.8 | 239.4 | 243.1 | 233.0
Alimento ingerido (Al=I-F) 6.7 | 112 | 30.2 | 76 | 169 | 29.1 | 206 | 23.2 | 34.7 | 240 | 21.3 | 36.7
Alimento acumulado (XAl)gs 6.7 | 17.9 | 48.1 | 55.7 | 72.6 |101.7 [122.3 | 145.5 | 180.2 | 204.2 | 225.5 | 262.2
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _38.5g Dieta: _ Ga2 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 425 | 475 | 585 | 61.0 | 68.1 | 77.5 | 84.2 | 89.1 | 96.3 |100.4 | 106.4 | 112.2
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 40 | 90 | 200 | 225|296 | 39.0 | 45.7 | 50.6 | 57.8 | 61.9 | 67.9 | 73.7
Alimento inicial (1) 269.1|284.8 |315.6 (294.2|304.9 |318.8 (295.4|292.4|324.4|305.9|300.9 |304.3
Alimento final (F) 260.0|270.7 | 282.8 | 285.6 | 286.2 | 285.2 | 271.9 | 268.8 | 285.6 | 280.1 | 273.8 | 266.5
Alimento ingerido (Al=I-F) 91 | 141|328 | 86 | 18.7 | 33.6 | 23.5 | 23.6 | 388 | 25.8 | 27.1 | 37.8
Alimento acumulado (ZAl)g;, 9.1 | 23.2 | 56.0 | 64.6 | 83.3 |116.9|140.4|164.0|202.8|228.6 |255.7|293.5

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _47.0g Dieta: _Ga3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 51.0 | 57.8 | 725 | 77.4 | 84.0 | 96.8 |102.0|109.3|119.6 | 124.9|130.0 | 141.2
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 4.0 | 10.8 | 25.5 | 30.4 | 37.0 | 49.8 | 55.0 | 62.3 | 72.6 | 77.9 | 83.0 | 94.2
Alimento inicial (1) 279.81289.3317.8|287.6(297.2|312.9|294.3|309.2 |335.3|307.8|306.9|309.5
Alimento final (F) 268.41272.0(276.8|276.1(272.5|273.4|269.2|282.3(292.2|280.8|279.0|269.4
Alimento ingerido (Al=I-F) 114 | 173 | 410 | 115 | 247 | 395 | 251 | 269 | 43.1 | 27.0 | 279 | 40.1
Alimento acumulado (XAl 11.4 | 28.7 | 69.7 | 81.2 [105.9|145.4 |170.5|197.4 | 240.5 | 267.5 | 295.4 | 335.5
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _48.3 g Dieta:_Ga4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 53.0 | 59.7 | 70.0 | 725 | 77.0 | 82.4 | 89.6 | 97.4 |104.0 |108.9|111.5|119.8
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 47 | 11.4 | 21.7 | 24.2 | 28.7 | 34.1 | 41.3 | 49.1 | 55.7 | 60.6 | 63.2 | 71.5
Alimento inicial (1) 270.5|279.4|304.3281.9|296.9|318.3|296.6|303.4|332.5|310.5|310.3|312.1
Alimento final (F) 259.51262.21271.0|273.0(277.8|286.0 |275.3|279.4|297.8|287.2|287.8|278.4
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.0 | 172 | 333 | 89 | 19.1 | 323 | 21.3 | 240 | 347 | 23.3 | 22.5 | 33.7
Alimento acumulado (XAl)gs 11.0 | 28.2 | 61.5 | 70.4 | 89.5 |121.8 |143.1|167.1|201.8 | 225.1 | 247.6 | 281.3

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _49.9 g Dieta: _Ga5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4) 50.0 | 58.2 | 70.5 | 76.4 | 83.0 | 90.8 | 93.0 | 99.7 | 107.6 |114.7|118.7 | 127.8
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 0.1 | 83 | 20.6 | 26.5 | 33.1 | 40.9 | 43.1 | 498 | 57.7 | 64.8 | 68.8 | 77.9
Alimento inicial (l) 229.5|241.6|265.1|238.8|256.5|268.5|246.7 | 261.4|286.8 | 269.3 | 260.3 | 281.7
Alimento final (F) 218.2223.8|218.5|227.2|231.8|234.2|221.2|236.2|246.7 |241.2|232.6 |239.8
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.3 | 17.8 | 46.6 | 11.6 | 24.7 | 343 | 255 | 25.2 | 40.1 | 28.1 | 27.7 | 41.9
Alimento acumulado (ZAl) 4, 113 | 29.1 | 75.7 | 87.3 |112.0|146.3 | 171.8|197.0 | 237.1 | 265.2 | 292.9 | 334.8
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _53.0g Dieta: Ga6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 485 | 61.3 | 745 | 785 | 85.9 | 97.1 |102.7|110.9|121.4|128.7|134.2 (1436
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 45 | 83 | 215 | 255|329 | 44.1 | 49.7 | 579 | 68.4 | 75.7 | 81.2 | 90.6
Alimento inicial (1) 232.71246.5|269.2|243.6 | 257.8|268.4 | 251.2 | 264.3 | 288.9|263.0 | 258.7 | 274.8
Alimento final (F) 222.8225.4|223.21231.2|231.3|229.3|222.9|235.3|246.9|235.4|230.9|233.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 99 |21.1 |46.0 | 12.4 | 26,5 | 39.1 | 283 | 29.0 | 42.0 | 27.6 | 27.8 | 41.6
Alimento acumulado (2Al)g; 9.9 |31.0 | 77.0 | 89.4 [115.9|155.0(183.3|212.3|254.3 | 281.9 [309.7 [ 351.3

Observaciones:
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LOTE 5. Dieta a base de garbanzo con citrato de calcio

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar  Sexo: M Peso inicial (Pi): _33.9g Dieta:_Ga+Cal Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 36.5|393 | 474 | 49.0 | 545 | 58,5 | 625 | 674 | 73.5 | 78.4 | 824 | 84.9
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 26 | 54 | 135 | 15.1 | 20.6 | 24.6 | 28.6 | 33.5 | 39.6 | 44.5 | 48,5 | 51.0
Alimento inicial (1) 267.3|281.6318.5(298.2|312.8 |327.8326.2|320.4|356.8 |331.2|321.0|320.6
Alimento final (F) 260.6 | 271.6 | 293.8 | 292.1 | 297.6 | 306.6 | 305.8 | 309.3 | 330.5 | 311.0| 301.1 | 295.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 6.7 | 10.0 | 247 | 6.1 | 152 | 21.2 | 204 | 11.1 | 26.3 | 20.2 | 199 | 254
Alimento acumulado (XAl)gs 6.7 | 16.7 | 41.4 | 47.5 | 62.7 | 83.9 [104.3|115.4 | 141.7 |161.9 | 181.8|207.2
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _38.5g Dieta: _ Ga+Ca2 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 424 | 46.8 | 56.7 | 60.0 | 66.4 | 76.8 | 82.5 | 87.2 | 94.4 | 97.3 |101.6|107.6
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 39 | 83 | 182 | 215|279 | 383 | 44.0 | 48.7 | 55.9 | 58.8 | 63.1 | 69.1
Alimento inicial (1) 304.9 1281.0|315.9|293.5|303.5|320.4|299.7 | 305.5|332.8 |300.9 | 300.3|299.4
Alimento final (F) 295.9|267.5|284.3 |284.8|283.7|287.4|274.0|284.4|294.7|275.1|275.1|262.9
Alimento ingerido (Al=I-F) 90 | 135|316 | 87 | 198 |33.0| 25.7 | 21.1 | 381 | 258 | 25.2 | 36.5
Alimento acumulado (ZAl) g4, 9.0 | 22.5 | 54.1 | 62.8 | 82.6 |115.6|141.3|162.4|200.5 |226.3 | 251.5|288.0

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _47.0g Dieta: _Ga+Ca3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 499 | 56.1 | 57.7 | 71.5 | 78.4 | 93.1 | 99.0 |104.6|105.8 |119.8 | 126.7 | 132.9
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 29 | 9.1 | 10.7 | 245 | 31.4 | 46.1 | 52.0 | 57.6 | 58.8 | 72.8 | 79.7 | 85.9
Alimento inicial (1) 269.6|285.1(322.8|292.3(302.6|325.2 {300.4|301.2 |325.3|296.9296.2|300.1
Alimento final (F) 259.41269.5(281.4|281.1|278.7|288.5|273.8|275.8|283.6|269.9|269.9|263.7
Alimento ingerido (Al=I-F) 10.2 | 156 | 41.4 | 11.2 | 239 | 36.7 | 26.6 | 25.4 | 41.7 | 27.0 | 26.3 | 36.4
Alimento acumulado (XAl)gs 10.2 | 25.8 | 67.2 | 78.4 [102.3|139.0 [ 165.6 [ 191.0 [ 232.7 | 259.7 | 286.0 | 322.4
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _48.3 g Dieta: _Ga+Ca4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 46.5 | 56.7 | 70.5 | 74.0 | 79.7 | 89.4 | 925 | 99.3 |105.1|111.4{114.8|123.9
Incremento acumulado (Pg,-Pi) -1.8 | 84 | 222|257 (314|411 | 442 | 51.0 | 56.8 | 63.1 | 66.5 | 75.6
Alimento inicial (1) 231.6|244.41277.0|244.9 | 254.4|266.7 | 252.3|260.0 | 283.8 | 256.2 | 262.5 | 266.6
Alimento final (F) 221.3|226.7 |233.7(232.9|229.2 | 229.2 |227.0|233.5|242.8 |220.4|227.6 |222.5
Alimento ingerido (Al=I-F) 103 | 17.7 | 43.3 | 12.0 | 25.2 | 37.5 | 253 | 26.5 | 41.0 | 35.8 | 34.9 | 44.1
Alimento acumulado (2Al)g; 10.3 | 28.0 | 71.3 | 83.3 [108.5|146.0|171.3|197.8 | 238.8 | 274.6 [ 309.5 | 353.6

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _50.0 g Dieta: _Ga+Ca5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4) 49.0 | 57.8 | 74.2 | 78.7 | 86.7 | 97.5 [100.0|106.3 114.5|119.3(124.7|132.2
Incremento acumulado (Pg,-Pi) -1.0 | 7.8 | 24.2 | 287 | 36.7 | 47.5 | 50.0 | 56.3 | 64.5 | 69.3 | 74.7 | 82.2
Alimento inicial (l) 224.5|238.7 | 264.5(231.2|246.5|261.4 |244.3|257.9|280.2 | 254.5|257.1|260.1
Alimento final (F) 214.3218.3|216.5|219.9|219.8 |223.4|217.9|232.8|239.5|227.0|229.9 | 222.6
Alimento ingerido (Al=I-F) 10.2 | 20.4 | 48.0 | 11.3 | 26.7 | 38.0 | 26.4 | 25.1 | 40.7 | 27.5 | 27.2 | 37.5
Alimento acumulado (ZAl) g 10.2 | 30.6 | 78.6 | 89.9 | 116.6 |154.6 | 181.0 | 206.1 |246.8 | 274.3|301.5|339.0
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _52.8g Dieta: _Ga+Ca6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 | 12 | 15 | 17 | 19 | 22 | 24 | 26 | 28
Peso animal (P 4,) 515 | 59.1 | 721 | 75.6 | 82.0 | 94.0 | 97.3 |102.5|106.2 | 115.2 | 117.5|122.6
Incremento acumulado (Pg,-Pi) -1.3 | 63 | 193 | 22.8|29.2 | 41.2 | 445 | 49.7 | 53.4 | 62.4 | 64.7 | 69.8
Alimento inicial (1) 274.6|287.4 1318.7 | 286.6 | 302.1 | 312.9 | 295.1|302.1 | 328.6 | 310.9 | 302.1 | 308.7
Alimento final (F) 263.2|268.6|276.2 |275.5|277.8|274.5|271.7 |277.5|291.3|276.2|281.1|274.0
Alimento ingerido (Al=I-F) 114 | 188 | 425 | 11.1 | 243 | 384 | 23.4 | 246 | 37.3 | 34.7 | 21.0 | 34.7
Alimento acumulado (2Al)g; 11.4 | 30.2 | 72.7 | 83.8 [108.1|146.5|169.9 | 194.5|231.8 | 266.5 | 287.5 | 322.2

Observaciones:
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LOTE 6. Dieta a base de garbanzo con fumarato ferroso.

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _29.4 g Dieta: _Ga+Fel Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 315 | 380 | 46.0 | 485 | 540 | 63.5 | 70.5 | 77.8 | 86.1 | 93.3 |100.0|108.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 21 | 86 | 16.6 | 19.1 | 24.6 | 34.1 | 41.1 | 48.4 | 56.7 | 63.9 | 70.6 | 78.6
Alimento inicial (1) 248.41272.6 1302.4 |282.4|285.9|294.6 | 286.5|275.9 306.7 | 281.8|278.9 |293.0
Alimento final (F) 242.1(260.7 | 276.1 | 275.6 | 268.8 | 266.5 | 265.8 | 253.5 | 270.1 | 255.9 | 252.4 | 254.2
Alimento ingerido (Al=I-F) 6.3 | 119|263 | 6.8 | 17.1 | 281 | 20.7 | 22.4 | 36.6 | 259 | 26.5 | 38.8
Alimento acumulado (ZAl) g4, 6.3 | 18.2 |44.5 | 51.3 | 68.4 | 96.5 |117.2|139.6|176.2 | 202.1 | 228.6 | 267.4
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _39.3 g Dieta: _Ga+Fe2 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 42.8 | 49.1 | 60.0 | 63.5 | 71.0 | 86.5 | 90.8 | 98.2 |106.6|112.6 118.9|126.2
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 35 | 98 | 20.7 | 242 | 31.7 | 47.2 | 515 | 589 | 67.3 | 73.3 | 79.6 | 86.9
Alimento inicial (1) 269.9|291.6 | 313.7|287.7 | 288.1|307.9 | 291.8 | 295.8 | 310.3 | 295.4 | 290.0 | 301.3
Alimento final (F) 261.4|278.3282.2|276.8|265.3|271.2 |266.6|269.6 |269.3 |266.6|261.4|259.8
Alimento ingerido (Al=I-F) 85 | 133 | 315 | 109 | 22.8 | 36.7 | 25.2 | 26.2 | 41.0 | 28.8 | 28.6 | 415
Alimento acumulado (XAl)g;, 8.5 | 218|533 | 64.2 | 87.0 [123.7]148.9(175.1|216.1|244.9|273.5|315.0

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Peso inicial (Pi): _45.8 g Dieta: _Ga+Fe3 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4.) 50.0 | 57.2 | 76.0 | 79.0 | 87.0 | 95.8 | 97.5 | 106.1|114.8 |123.4|126.0|130.0
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 42 | 11.4 | 30.2 | 33.2 | 41.2 | 50.0 | 51.7 | 60.3 | 69.0 | 77.6 | 80.2 | 84.2
Alimento inicial (1) 284.71303.0|324.0 | 288.9|302.6 | 316.2 | 297.7 | 305.5 | 330.4 | 308.6 | 299.6 | 313.4
Alimento final (F) 272.9|284.6278.4277.5|276.1|277.0|273.7|275.6 | 287.8 |276.8|273.6 |273.1
Alimento ingerido (Al=I-F) 11.8 | 184 | 456 | 114 | 26.5 | 39.2 | 24.0 | 299 | 42.6 | 31.8 | 26.0 | 40.3
Alimento acumulado (ZAl) g 11.8 | 30.2 | 75.8 | 87.2 |113.7 [152.9|176.9|206.8 | 249.4 | 281.2 | 307.2 | 347.5
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _48.5g Dieta: _Ga+Fe4 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 50.0 | 61.2 | 77.5 | 785 | 85.5 | 95.0 | 97.0 |101.5| 87.0 |106.3|111.6|124.3
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 1.5 | 12.7 | 29.0 | 30.0 | 37.0 | 46.5 | 485 | 53.0 | 38,5 | 57.8 | 63.1 | 75.8
Alimento inicial (1) 275.5|292.8 312.2 |276.7 | 296.7 | 310.6 | 290.3 | 298.4 | 323.0 | 318.0| 316.2 | 318.6
Alimento final (F) 262.9|271.2|266.8 |265.8|270.8|270.6 |266.4 |273.9|302.5|292.5|291.1|279.5
Alimento ingerido (Al=I-F) 12.6 | 21.6 | 454 | 10.9 | 259 | 40.0 | 23.9 | 245 | 20.5 | 25,5 | 25.1 | 39.1
Alimento acumulado (XAl)gs 12.6 | 34.2 | 79.6 | 90.5 |116.4 |156.4|180.3|204.8 | 225.3 [ 250.8 [ 275.9 [ 315.0

Observaciones:
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REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:__Wistar _ Sexo: M Pesoinicial (Pi): _49.2 g Dieta: _Ga +Fe5 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4a) 524 | 61.6 | 75.6 | 78.3 | 81.5 | 89.6 | 95.1 | 99.4 [107.4|112.7]117.4]122.1
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 32 | 12.4 | 264 | 29.1 | 323 | 404 | 459 | 50.2 | 58.2 | 63.5 | 68.2 | 72.9
Alimento inicial (l) 286.21302.9|322.3(287.9|309.1|327.5(313.0|313.8|340.5|325.1|320.5|327.3
Alimento final (F) 272.7|282.0|277.5|276.7|287.0|292.8 |287.8|289.1|302.2 | 299.4 | 295.8 | 290.0
Alimento ingerido (Al=I-F) 135 | 209 | 448 | 11.2 | 22.1 | 34.7 | 25.2 | 247 | 383 | 25.7 | 24.7 | 37.3
Alimento acumulado (ZAl) g 135|344 | 79.2 | 90.4 |112.5|147.2172.4|197.1|235.4|261.1|285.8|323.1
Observaciones:

REGISTRO DE DATOS PARA LA PRUEBA BIOLOGICA NUTRICIONAL

Rata:_ Wistar  Sexo: M Pesoinicial (Pi): _54.5g Dieta: _Ga+Fe6 Fecha: 08/Nov/10

Tiempo (dias) 2 4 9 10 12 15 17 19 22 24 26 28
Peso animal (P 4,) 553 | 649 | 80.7 | 86.5 | 93.0 |{104.0|109.5|114.5|124.2 |130.2|138.4|146.4
Incremento acumulado (Pg,-Pi) 0.8 | 10.4 | 26.2 | 32.0 | 38.5 | 49.5 | 55.0 | 60.0 | 69.7 | 75.7 | 83.9 | 91.9
Alimento inicial (1) 242.11259.2 |305.0 | 268.2 | 275.6 | 286.1 | 261.5|270.8 | 292.7 | 275.7 | 276.7 | 300.0
Alimento final (F) 228.41237.4|263.2 |253.1|246.3|241.4|232.4|242.0|247.1|242.7|240.8|256.4
Alimento ingerido (Al=I-F) 13.7 | 21.8 | 41.8 | 15.1 | 29.3 | 44.7 | 29.1 | 28.8 | 45.6 | 33.0 | 35.9 | 436
Alimento acumulado (XAl)gs 13.7 | 35.5 | 77.3 | 92.4 [121.7]166.4[195.5]224.3|269.9 [ 302.9 | 338.8 | 382.4

Observaciones:
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7.4 Elaboracién de dietas.

Ejemplo de calculos para la elaboracién de la dieta de garbanzo.

Tabla 1. Dieta de referencia (caseina)

Ingredientes 0/100 g de dieta
Caseina (85.16 % de proteina) 11.74
Sacarosa 22.0
Glucosa 19.0
Dextrina 25.0
Manteca vegetal 8.0
Aceite de maiz o cartamo 6.0
Mezcla de sales 2.0
Mezcla de vitaminas 1.0
Colina (solucién al 50%) 0.4
Celulosa comercial 4.86
Total 100.0

Para elaborar la dieta de garbanzo es necesario contar con el andlisis proximal de la

leguminosa que se muestra a continuacion:

Tabla 2. Analisis proximal de la harina de garbanzo

Componentes 0/100 g de muestra
Humedad (Pérdida por secado) 4.56
Proteina (%N X 6.25) 20.84
Grasa (extracto etéreo) 5.25
Cenizas (550°C) 3.05
Fibra cruda 2.07
Hidratos de carbono (por diferencia) 62.72
Total 100.0

114



Como la dieta debe ser isoproteinica con respecto a la de referencia se calcula a 10%
de proteina:

20.84 g proteina vegetal ----------- 100g muestra

10 g de proteina vegetal ----------- X
X=47.98 g de muestra
En 47.98 de muestra se tienen 10 g de proteina de la fuente a estudiar, pero a su vez
dicha cantidad proporciona lo siguiente:
100 g de muestra ----------- 5.25 g lipidos
47.98 g de muestra  ------------ X
X=2.52 g de lipidos

De igual manera se calcula el contenido de hidratos de carbono digeribles, cenizas,

fibra cruda y humedad:

Proteina =10g¢
Lipidos (grasa) =47.98 X0.0525 = 2.52¢
Hidratos de carbono digeribles = 47.98 X 0.0627 =30.82 g
Cenizas (minerales) =47.98 X0.0305 = 14649
Fibra (celulosa) =47.98 X0.0207 = 0.99¢
Humedad =47.98 X0.0456 = 2.19¢g
Total 47.98 g

Ya que la dieta de referencia tiene una densidad energética de 18.0 kJ/g se tiene que

ajustar el contenido energético de la dieta de estudio de la siguiente manera:

Es necesario calcular las proporciones de cada uno de los ingredientes que aportan

hidratos de carbono en la dieta de referencia.

Los 66 g (100%) de hidratos de carbono totales provienen de:
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Ingrediente g Célculo Relacién en %
Sacarosa 22 (22 X 100)/ 66 33.33
Glucosa 19 (19 X 100)/ 66 28.79
Dextrina 25 (25 X 100)/ 66 37.88

Igualmente se calculan las proporciones para los lipidos considerando 14 g como total:

Ingrediente g Calculo Relacion en %
Manteca 8.0 (8 X100)/ 14 57.14
Aceite de 6.0 (6X 100)/ 14 42.86
maiz

Una vez que se conocen las proporciones en las que se encuentran tanto los hidratos

de carbono como los lipidos en la dieta de referencia, la dieta de estudio se ajusta de la

siguiente forma:

Hidratos de carbono:

La fuente de proteina aporta 30.82 g de hidratos de carbono, entonces se calcula

cuanto se debe adicionar para completar los 66 g que se requiere para que se

mantenga isoenergética la dieta con respecto a la de referencia.

66 g — 30.82 g = 35.18 g de hidratos de carbono que se tienen que adicionar.

Ingrediente Célculo Cantidad a adicionar (Q)
Sacarosa (35.18 X 33.33)/ 100 11.72
Glucosa (35.18 X 28.79)/ 100 10.13
Dextrina (35.18X 37.88)/ 100 13.13
Total 35.18
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Se procede de igual forma para ajustar el contenido de lipidos:

14.0 g — 2.52 g= 11.48 g de lipidos que se tienen que adicionar a la fuente de proteina.

Ingrediente Célculo Cantidad a adicionar
(9)
Manteca (11.48 X 57.14)/ 100 6.56
Aceite (11.48 X 42.86)/ 100 4.92
Total 11.48

Una vez ajustados el contenido de proteina, hidratos de carbono y lipidos en la dieta se

ajusta el contenido de minerales:
2 g (referencia) — 1.46 g (fuente de proteina) = 0.54 g de minerales a adicionar.

La cantidad de vitaminas y colina se adicionan como se indica en la dieta de referencia.
Con respecto al ajuste de celulosa se debe mencionar que al no considerarse la
humedad en las dietas, habra una pequefia discrepancia entre las dietas, por lo que se

usa a la celulosa para ajustar la formulacion de la siguiente manera:

Celulosa adicional = 100 - X (proteina, hidratos de carbono, lipidos, minerales,

vitaminas y colina)
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Tabla 4. Formulacién final de la dieta experimental de garbanzo

Ingredientes

g/100 g de dieta

Fuente de proteina (garbanzo)

Sacarosa
Glucosa

Dextrina

Manteca vegetal

Aceite de maiz

Mezcla de sales

Mezcla de vitaminas

Colina (solucién al 50%)

by

Celulosa (Cantidad para reajustar a

1009g)

47.98
11.72
10.13
13.33
6.56
4.92
0.54
1.00
0.4
96.58

3.42

7.5 Valores utilizados en el calculo del balance de hierro y calcio

Tabla 5. Valores utilizados para las dietas de caseina.

Dietas Pool de Alimento Heces Fe Fe en Ca Caen
ratas Ingerido (@) ingerido heces ingerido Heces

9) (mg) (mg) 9) 9)
1,2y3 | 36490 | 24.10 | 14.80 | 3.356 | 0.803 | 0.205
caseina 45y6 | 500.50 | 28.70 | 20.30 | 4.133 | 1.101 | 0.263
1,2y3 | 3570 | 2720 | 140 | 3390 | 1.232 | 0.380
Caseina+CCa 4 5v'6 | 42410 | 3570 | 17.0 | 4320 | 1.463 | 0.514
1,2y3 | 3620 | 16.30 | 112.0 |66.070| 0.800 | 0.112
Caseina+FFe |~/ 'c5yv6 | 366.70 | 14.40 | 1140 |57.370| 0.807 | 0.111
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Tabla 6. Valores utilizados para las dietas de garbanzo.

Dietas Pool de | Alimento | Heces Fe Fe en Ca Caen
ratas Ingerido (9) ingerido heces ingerido Heces
(@) (mg) (mg) (@ (9)

Garbanzo 12y3 384.3 27.1 18.0 6.920 0.461 0.034
45y6 391.0 26.8 18.0 7.030 0.470 0.037

Garbanzo + CCa 12y3 348.8 23.5 17.0 6.0 0.719 0.095
45y6 | 4164 27.8 20.0 7.040 0.858 0.159

Garbanzo + FFe 12y3 | 4084 20.1 127.0 | 69.960 | 0.490 0.029
4,5y6 349.3 19.3 123.0 | 67.570 | 0.473 0.035
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