UNIVERSIDAD ALTTANOMA BE BREVD |FON

ll,A:'

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVESION D BESIUDIOS DI POSTERADD -

TERECTOR 108 1A FORTIRICACION ¥ BINRIQUBCIIENTO
DEE TORTILLAS RECULARES ¥ IDE WALZ DE ALLA
CALIDAD PROTEICA BN FL DESARROLLO
FISIOLOGIOD, CERITBRAL ¥ mmmmﬁn R P
APRENDIZAIE 17 RATAS DE LABORATORIO

TESIS
preseniada oy

M.C. CARLOS ABEL AMAYA CUERRA

QUE CUMO REQUISIIOC PARCIAL
PARA ORTENER 1. GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS
CON ESPRCIALIDAD BN ALRKISNTOS

MONTERREY, N, L. NOVIEMBRE DE, 2003






| !IIIIINIIIIIIIIHIIIIIMIIllllllﬂfllllhlli’llmIIIIlllllllll

1111111111



[ TTALERE FLAMMAM
VERITATIS

N
QX
’!*Sfffgf:a

i
=~
i

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTOS DE LA FORTIFICACION Y ENRIQUECIMIENTO DE
TORTILLAS REGULARES Y DE MAIZ DE ALTA CALIDAD
PROTEICA EN EL DESARROLLO FISIOLOGICO, CEREBRAL Y
DESEMPENO EN EL APRENDIZAJE DE RATAS DE
LABORATORIO

TESIS

PRESENTADA POR:
M.C. CARLOS ABEL AMAYA GUERRA
QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN ALIMENTOS

MONTERREY, N.L. MEXICO. NOVIEMBRE DEL 2003



—

/D

26’3&0
Faug
>003
,Ads

778 740



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTOS DE LA FORTIFICACION Y ENRIQUECIMIENTO DE
TORTILLAS REGULARES Y DE MAiz DE ALTA CALIDAD
PROTEICA EN EL DESARROLLO FISIOLOGICO, CEREBRAL Y
DESEMPENO EN EL APRENDIZAJE DE RATAS DE
LABORATORIO

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN ALIMENTOS

PRESENTA
M.C. CARLOS ABEL AMAYA GUERRA

‘:ﬁ%@j@;.

DRA A GUADALUPE ALANIS GUZMAN
RECTOR DE TESIS INTERNO

4

. SERGIO OTHON SERNA SALDIVAR
DIRECTOR DE TESIS EXTERNO

MONTERREY, N.L. MEXICO. NOVIEMBRE |5EL 2003
{ i r~‘ <2 : ®



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTOS DE LA FORTIFICACION Y ENRIQUECIMIENTO DE
TORTILLAS REGULARES Y DE MAIZ DE ALTA CALIDAD
PROTEICA EN EL DESARROLLO FISIOLOGICO, CEREBRAL Y
DESEMPENO EN EL APRENDIZAJE DE RATAS DE
LABORATORIO

TESIS

PRESENTADA POR
M.C. CARLOS ABEL AMAYA GUERRA

COMISION DE TESIS

sy S oA

DRA. M GUADAG{UPE ALANIS GUZMAN

/ / DIRECTOR
DRA. cf TALINA RIVAS MORALES “DR. T%:Rc.alo O. SERNA SALDIVAR

SECRETARIO 1°. VOCAL
DRA. MA. ADRIAN UNEZ GONZALEZ DRA, MAYELA BAUTISTA JUSTO
2°. VO 3° VOCAL

MONTERREY, N.L. MEXICO. NOVIEMBRE DEL 2003



“Para alimentar a la raza nueva de hombres que los dioses hicieron, con
prelensiones de que fueran duraderos y fuertes, tuvieron que buscar un alimento
diferente, fue Quetzalcoati, el dios maximo, el encargado de buscar el maravilloso
sustento que sostendria sobre el mundo a una raza de hombres fuertes, quien
convirtiéndose en una hormiga negra penetré en el Tonacatapetl o (cerro de las
mieses), cogio el maiz y lo llevo a Tamoanchan, lo mascaron los dioses y lo

pusieron en boca de los hombres para robustecerlos y los hicieron fuertes”

Leyenda Mexica
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RESUMEN

El desarrollo fisico y cerebral se determind en ratas durante dos generaciones
alimentadas con una dieta indigena rica en tortilla. Se comparé una dieta control de caseina
con: 1) una dieta con tortilla de masa fresca (TMR); 2) tortilla regular enriquecida con las
vitaminas B, B,, niacina, acido folico, hierro y zinc (TRE); 3) tortilla regular enriquecida
como la dieta anterior y fortificadas con 6% de harina de soya desgrasada (TSYE); 4)
tortilla elaborada con maiz QPM enriquecido con vitaminas y minerales (TQPME); y 5)
tortilla elaborada con maiz QPM enriquecida y fortificada con 3% de soya (TQPMSYE).
El crecimiento de las ratas alimentadas con las dietas TSYE y TQPMSYE fue
significativamente mayor (P<0.05) en ambas generaciones que sus contrapartes
alimentadas con las dietas TQPME, TRE y TMR. Las dietas TQPMSYE y TSYE tuvieron
el mejor Valor Biologico, Utilizacion Neta de Proteina y digestibilidad de proteina
corregida con el valor de aminoacidos esenciales (PDCEAAS). La prefiez, mimero de crias
por camada, peso de las crias y % de supervivencia fue mayor en las ratas alimentadas con
las dietas TSYE, TQPME y TQPMSYE. El peso del cerebro y cerebelo en ambas
generactones fue mayor en los animales TSYE y TOPMSYE que las alimentadas con las
dietas TQPME, TRE y TMR, observandose diferencias significativas entre estas tdltimas.
Las dietas Control, TSYE, TQPME y TQPMSYE tuvieron mayores cantidades de mielina
cerebral en la primera generacion. En la segunda generacion las ratas alimentadas con la
dieta Control presentaron mayor cantidad de mielina, seguida por las dietas TSYE y
TQPMSYE, TQPM, TRE y TMR sucestivamente. En la segunda generacion de ratas
alimentadas con las dietas TSYE, TQPME y TQPMSYE obtuvieron valores mayores de
ADN cerebral que las dietas TRE y TMR. Este mismo comportamiento se observo en el
tamafio de neurona (proteina/ADN) en ambas generaciones y en la actividad cerebral
{RNA/ADN) en la primera generacion. El desempefio en las pruebas de memoria de corto
plazo fue mejor para las dietas TSYE, TQPMSYE y TQPM en la segunda generacion, el
mismo comportamiento se observé en la prueba de memoria de largo plazo en ambas
generaciones. Las ratas alimentadas con las dietas TSYE y TQPMSYE obtuvieron mejor
memoria de trabajo, seguidas por las dietas TQPM, TRE y TMR en la segunda generacion.
Este mismo comportamiento se registro en la prueba de desempefio de aprendizaje en

ambas generaciones.
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ABSTRACT

The physiological and brain development of laboratory rats fed with a typical
indigenous tortilla diet was studied for two generations. The experiment compared casein
control diet and 5 different types of diets: 1) a diet of tortillas obtained from fresh masa
(TMR); 2) regular tortillas produced from enriched dry masa flour containing vitamins B,,
B,, niacin, folic acid and the microminerals iron and zinc (TRE); 3) tortillas produced from
enriched dry masa flour fortified with 6% defatted soybean meal (TSYE); 4) tortillas
produced from enriched quality protein maize flour (TQPME); 5) and, tortillas produced
from enriched quality protein maize flour fortified with 3% defatted soybean meal
(TQPMSYE). The growth of rats fed the TSYE and TQPMSYE diets was significantly
higher (P < 0.05) in both generations than their counterparts fed the TQPME, TRE or TMR
diets. Animals fed QPM tortilla had the highest protein digestibility, but the TQPMSYE
and TSYE diets had the highest biological value (BV), net protein utilization (NPU), and
protein digestibility corrected EAA scores (PDCEAAS). The pregnancy rate, number of
newborns/litter, litter weight, and newborn survival rate was also higher for rats fed TSYE,
TQPME and TQPMSYE diets than their counterparts fed TRE and TMR. The brain and
cerebellum weight on both generations were significantly higher in the TSYE and
TQPMSYE diets than the TQPME, TRE and TMR diets. The brain myelin was also higher
in the Control, TSYE, TQPME and TQPMSYE diets than their counterparts fed TRE and
TMR in the first and second generation rats. Rats fed the Control diet had the greater
amount of myelin, followed by rats fed TSYE and TQPMSYE, TQPM, TRE and TMR
diets. There was not any significantly difference in brain DNA in the first generation.
Second generation rats fed TSYE, TQPME and TQPMSYE diets have higher DNA
amount than rats fed TRE and TMR diets, like wise these rats had higher brain neuron size
(protein/DNA) on both generations and brain activity (RNA/DNA) in the first generation.
Short term memory performance in the Morris maze was significantly different among the
TSYE, TQPMSYE and TQPM diets, and the TRE and TMR in the second generation. The
same difference was observed in the long term memory performance in both generations.
In second generation rats the TSYE and TQPMSYE diets produced rats with better
working memory followed by TQPM, TRE and TMR diets, these rats also had better

learning performance on both generations.
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INTRODUCCION

Normalmente se considera el crecimiento de los nifios como el mejor indicador
global de su salud, porque las infecciones y las practicas alimentarias inadecuadas, o mas a
menudo la combinacion de ambos, son factores que tienen una importante influencia en su
crecimiento fisico y su desarrollo mental (OMS, 1995). El crecimiento escaso se puede
atribuir a una serie de factores vinculados estrechamente a las condiciones de vida en
general y a la capacidad de las personas para cubrir sus necesidades basicas, como son la
alimentacion, una vivienda adecuada y la atencion sanitaria. Los nifios que sufren retraso
del crecimiento como consecuencia de una alimentacion deficiente tienden a presentar un
mayor nomero de episodios diarreicos graves y una mayor vulnerabilidad a algunas
enfermedades infecciosas, entre ellas el paludismo, las meningitis y las neumonias
(Tomkins, 1989). Existe una relacion entre la creciente gravedad de la malnutricion y el
incremento considerable de la mortandad infantil (Pelletier et al., 1993, 1995). Hay también
pruebas solidas de que la malnutricién y el crecimiento insuficiente esti asociado a un
retraso del desarrollo mental (Pollit, 1993), asi como a mayores tasas de fracaso escolar y
de reduccion de la capacidad intelectual (Martorell, 1992). La desnutricion durante la
primera infancia también se asocia a déficit funcionales importantes durante la vida adulta

(OMS, 1995; Martorell, 1992) y a una disminucién de la capacidad de trabajo.

La malnutricion es un problema que afecta principalmente a los mexicanos que

habitan en éareas rurales y marginales del pais. Datos de la UNICEF (1999) indican que



aproximadamente el 43% de los mexicanos sufren de algin problema de desnutricion. Los
nutrientes mas deficitarios en la alimentacidn son: proteina, hierro, vitamina A y algunas

vitaminas del complejo B (Chavez et al, 1993; Mora et al, 1966; Zubiran y Chavez, 1963).

El maiz es el alimento principal de Ja poblacion Mexicana e ingrediente importante
en la dieta de muchos paises de América. Del grano se prepara €l pozole y el pinole; del
grano procesado y molturado {masa) se obtienen las tortillas, tamales y tostadas; el grano es
el sustrato del hongo comestible huitlacoche. A nivel mundial el 21% del maiz producido
se consume directamente como alimento, en México esta cifra se eleva hasta el 68%. Los
paises con mas alto consumo per capita anual de maiz en el mundo son: Malawi (137 Kg),
Meéxico (127 Kg), Zambia (133 Kg), Guatemala (103 Kg), Honduras (98 Kg), Sudaftica

(94kg), El Salvador (93 Kg) y Kenia (93 Kg), (Morris, 1998).

En paises en vias de desarrollo, la fortificacion y el enriquecimiento de alimentos es
el medio mas efectivo para mejorar a mediano plazo el estado mutrimental de las
poblaciones (PAHO, 1998). Por su alto consumo, las tortillas de maiz se pueden utilizar
como vehiculo para disminuir o abatir el problema de malnutricion proteica y de

micronutrimentos en México.

Meéxico produce mensualmente mas de 230,000 toneladas de harina nixtamalizada
de maiz, lo que equivale a 370,000 toneladas de tortillas y un consumo promedio mensual
de 4.1 Kg de tortillas/persona (Serna-Saldivar, 1998). La tortilla y productos afines son los
productos mas consumidos por la poblacién, observandose que entre mas bajo es el nivel

socioeconomico existe una mayor dependencia hacia estos alimentos basicos. En algunas



zonas rurales, el maiz provee aproximadamente el 70% de las calorias y el 50% del
consumo proteico diario. El maiz como todos los cereales es deficiente en los aminoacidos
esenciales lisina y triptofano, por lo que su dieta exclusiva conlleva a deso6rdenes nutricios

(Semma-Saldivar, 1998).

La suplementacion de las tortillas de maiz con frijoles, soya o cualquier alimento de
origen animal (ricos en lisina y triptofano) es la mejor solucion para aliviar problemas de
malnutricidn proteica, pero desafortunadamente algunos grupos poblacionales no tienen los
recursos economicos ¢ simplemente la disponibilidad para adquirir estos alimentos
(Bressani et al, 1974, 1979; Serna Saldivar et al, 1987, 1988a, 1988b, 1990, 1991, 1992;

Sustain, 1997).

En los aiios 70°s el Dr. Adolfo Chavez Villasana estudiando la situacion nutrimental
de la poblacién indigena en México cred una “stper tortilla” la cual contenia 8% de harina
desgrasada de soya, tiamina, niacina, rniboflavina, acido folico, hierro y zinc. Esta tortilla
tuvo excelentes resultados entre la poblacion estudiada, pero la soya le impartia un cierto
sabor peculiar. Con los avances de nuevos productos de soya se creo una tortilla mejorada
con solo 6% de aislado proteico de soya la cual se reporté con las mismas caracteristicas
sensoriales a la tortilla regular (Reinhold et al, 1984; Serna-Saldivar, 1996a; Muiioz de

Chéavez y Chavez, 1997).

En 1999 el gobierno Mexicano y las empresas fabricantes de harina de maiz y trigo

firmaron un convenio para enriquecer todas las harinas fabricadas en México con 5 mg/Kg



de vitamina By, 3 mg/Kg de By, 35 mg/Kg de niacina, 2 mg/Kg de acido falico, 30 mg/Kg

de hierro y 20 mg/Kg zinc.

Sin embargo, la fortificacion proteica de la tortilla ha quedado al margen de esta
situacion. El Grupo MASECA fabrica un tipo de harina nixtamalizada con soya y la reparte
en ciertas zonas rurales del pais, pero esta actividad no ha tenido eco en todas las industrias
relacionadas; en parte por el costo extra que implica esta fortificacion, la resistencia al
cambio y a los pocos estudios que demuestren los beneficios de la fortificacion de la de

tortilla.

En los ultimos afios los avances de la biotecnologia y de fitomejoramiento han
logrado Ja produccién de nuevos genotipos de maiz denominados QPM que contienen hasta
el doble de lisina y triptdéfano que las variedades regulares. Ratas alimentadas con tortillas
de maiz QPM tienen tasas de crecimiento méas aproximadas a las ratas alimentadas con
caseina que a las ratas alimentadas con maiz regular, En comparacion con tortillas regulares
la ganancia de peso y razon de eficiencia proteica es el doble que sus contrapartes
alimentadas con tortillas regulares (Sproule et al 1998). Ademdas estudios recientes
muestran que ratas alimentadas con maiz QPM tuvieron una mejor absorcién y retencion
del calcio indicando un sinergismo entre calidad proteica y el metabolismo de este

importante mineral (Serna Saldivar et al 1991,1992).

En estudios en seres humanos se ha encontrado ciertos beneficios de la fortificacion
con soya de la tortilla en el crecimiento y desarrollo cognoscitivo en nifios de areas rurales

(Mufioz de Chavez y Chéivez 1997). Con este trabajo pretendemos aportar mas evidencias



de los beneficios del enriquecimiento y fortificacion proteica de la tortilla usando un

modelo animal (ratas), para poder estudiar su crecimiento, su desempefio reproductivo, su

desarrollo cerebral y desempefio en laberintos, no sélo en un cierto periodo de tiempo como

s¢ hace en los seres humanos, sino durante dos generaciones, logrando asi monitorear

también el efecto del enriquecimiento y fortificacion en las etapas prenatales y de lactancia.

Ademas se utilizé maiz QPM para evaluar su mejor balance de aminoacidos esenciales y

determinar si es factible utilizarlo en programas de fortificacion de la tortilla.

Para esto se realizo a nivel laboratorio una dieta tipica Otomi, que se caracteriza por

su alto contenido de tortilla, y se utilizaron cinco tipos de tortillas:

1.

elaboradas de manera tradicional con maiz regular, 1a cual se denomina Tortillas
de Masa Regular (TMR),

elaboradas con harina nixtamalizada de maiz regular comercial (MASECA)
enriquecida con vitaminas y minerales, la cual se llama Tortillas de maiz
Regular Enriquecida (TRE),

elaboradas con harina nixtamalizada de maiz regular comercial (MASECA)
enriquecida con vitaminas y minerales y fortificada con 6% de harina de soya
desengrasada, la cual se denomina Tortillas regular con Soya y Enriquecida
(TSYE),

elaboradas con harina nixtamalizada de maiz QPM enriquecida con vitaminas y
minerales, la cual se llama Tortillas QPM Enriquecida (TQPME),

elaboradas con harina nixtamalizada de maiz QPM enriquecida con vitaminas y
minerales y fortificada con 3% de harina de soya desengrasada, la cnal se llama

Tortillas QPM con Soya y Enriquecida (TQPMSYE).



Ademas se utilizd una dieta control o positiva basada en caseina formulada para
contener todos los nutrimentos esenciales para ¢l crecimiento Optimo de roedores de

laboratorio.

Se utiliz6 el nivel de enriquecimiento de vitaminas y minerales que utilizan todas las
empresas harineras de México. El nivel de fortificacion del 6% de la harina regular se eligio
por estudios anteriores los cuales demostraron fa buena complementacidn proteica de la
soya y el maiz nixtamalizado, vida de anaquel elevada (contenido de grasa bajo) y bajo
costo (Bressani 1990, Bressani et al 1974, 1979; Serna Saldivar et al 1988a), y el nivel de
fortificacién del 3% de soya para la harina QPM se eligié porque tedéricamente provee la
misma cantidad de aminoacidos esenciales que la harina de maiz regular fortificada con 6%

de soya.



Objetivos

General:

Observar los efectos fisiologicos y de desarrollo cerebral causados por el

enriquecimiento y fortificacion de tortillas de maiz en un modelo animal (ratas) durante dos

generaciones.

Especificos:

1. Extrapolar la alimentacion de un grupo de bajos recursos econémicos (indigenas

mexicanos) en ratas.

2. Seguir un estudio de crecimiento en ratas durante dos ciclos de vida para emular ciclos

generacionales en humanos

3. Determinar diferencias entre los diferentes tipos de tratamientos:
a. Fisiologicas (crecimiento, digestibilidad, retencion de nitrogeno, desempeiio
reproductivo y de madres lactantes).
b. Desarrollo cerebral (peso cerebro y cerebelo, densidad sinaptica entre neuronas,
cuantificacion de proteina, mielina, ADN y ARN).

¢. Memoria y desempefio de aprendizaje en pruebas de laberinto.



Hipétesis

L as ratas alimentadas con dietas elaboradas con tortillas enriquecidas con vitaminas
y minerales y fortificadas con soya desgrasada o con de maiz de alta calidad proteica
tendran un mejor desarrollo corporal, reproductivo y cerebral que las alimentadas con
dietas con menor nivel de enriquecimiento y/o fortificacion. Estos efectos se observaran

principalmente en los individuos de la segunda generacion.



ANTECEDENTES

Historia del maiz

El maiz es la planta mas domesticada y evolucionada del reino vegetal. El origen
y la evolucion del maiz han sido un misterio porque éste ha llegado a nosotros altamente
evolucionado, sin conocerse formas intermedias. A pesar de extensivas busquedas de las

formas silvestres de esta planta, no ha sido encontrada alguna (Coe et al., 1988).

Exasten cuatro hipotesis de como se desarrollo el maiz actual:

1.- La descendencia del teosinte. Esta es la propuesta mas antigua, Ascherson la
formulé en 1895 (Mangelsdorf y Reeves, 1939) y propuso que el maiz fue domesticado a
partir del teosinte por seleccion realizada por el hombre. Esta es la hipotesis de mayor
aceptacion hasta la fecha (Beadle, 1986, deWet y Harlan, 1972; Doebley, y Stec, 1991;
Doebley et al., 1990; Galinat, 1977; Iltis y Doebley, 1980; Goodman, 1988; Kato, 1984;
Kato y Lopez, 1990; Timothy, et al., 1979). El problema principal de esta hipétesis reside
en ¢omo la pequeiia espiga femenina se transformé en una espiga gigante (mazorca). Sin
embargo, Doebley et al, (1990) encontré cinco genes que controlan la “llave” de las
caracteristicas distintivas entre el maiz y el teosinte, nimero de genes que fue previamente

postulado por Beadle (1972).

2.- La hipotesis tripartita. Esta hipotesis supone que el maiz salvaje que dio paso

al maiz que conocemos, ya esta extinto. Este maiz salvaje cruzado con el Tripsacum dio



origen al teosinte anual. Cruzamientos posteriores del teosinte con maiz salvaje originé las
razas modernas (Mangelsdorf y Reeves, 1939; y Mangelsdorf, 1974). Mangelsdorf et al.
(1981) cruzaron Z diploperennis y la raza de Palomero Toluquefio y observando al
resultado de la cruza, propusieron que el teosinte anual es resultado de esta cruza. Sin
embargo no existe ninguna evidencia arqueologica de la existencia de ese maiz salvaje

(Eubanks, 1995).

3.- La hipétesis del origen comun. Esta propone que el maiz, el teosinte y el
Tripsacum se originaron por una “evolucion divergente ordinaria” de un ancestro comin.
Consecuentemente se cree en la existencia de una planta salvaje que posteriormente fue
transformada en una planta cultivable por €l hombre (Weatherwax, 1955; Randolph, 1955;
Randolph, 1959). Este postulado tiene el mismo inconveniente que la teoria tripartita, ya

que no hay evidencias arqueoldgicas de este ancestro.

4.- La hipétesis de transmutacién sexual catastréfica. Esta hipotesis propone que
la espiga del maiz fue envuelta por la influerescencia terminal masculina por “una repentina
transmutacion sexual involucrando el tallo primario desencadenado por el medio ambiente
y después esta anormalidad fue seleccionada por el hombre” (Iltis, 1983). El
descubrimiento de cinco genes mutantes que controlan las caracteristicas diferenciales del
maiz y el teosinte (Doebley y Stec, 1991; Doebley, et al., 1990) hace que esta hipotesis sea

insostenible.

Existen evidencias que la existencia mas antigua del maiz se remonta a unos 7000

afios de antigiiedad. Se han encontrado por arquedlogos rastros de maiz en el valle de
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Tehuacan. Este cereal era un alimento esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo
un importante papel en sus creencias religiosas, festividades y nutricion; ambos pueblos
incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban formadas por maiz. Los Aztecas adoraron
al dios y diosa denominados Centoetl y Chiomecoatl, respectivamente, que representaban el
bienestar del pueblo. Similarmente, los mayas idolatraban al dios del maiz y de la vegetacion

llamado Yum Kaxx (Sema Saldivar et al., 1990).

El maiz cultivado que los conquistadores encontraron, no tenia mayores diferencias
con €l actual, las reproducciones de plantas y mazorcas en los codices y en los altorrelieves
y esculturas, o los granos hallados en tumbas prehispanicas no acusan variantes apreciables
con los actuales tipos de cereal. Los antiguos indigenas mexicanos practicaron la seleccion
del maiz a través de la observacidon y regisiro de las mezclas de diferentes variedades,
sembrandolo por matas, depositando en cada hoyo cuatro granos: rojo, blanco, negro
morado y amarillo dorado, con lo cual obtenian variedades diversificadas y mejoradas

(Dewet et al.; 1972).

Clasificacion del maiz

Basado en la morfologia de las glumas, Iltis y Doebley (1980) propusieron un nuevo
sistema de clasificacion del género. Primero, Zea se separG en dos secciones
LUXURIANTES y ZEA La seccion LUXURIANTES se agrupé en tres especies: Z.
luxurians Z., diploperennis y Z. perennis. La seccion ZEA comprende solo una especie, Z.

mays, la cual esta subdividida en tres subespecies: ssp mays, para el maiz, ssp mexicana
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para las razas Nobogame, Central Plateau y Chalco (Wilkes), y ssp parviglumis, la cual esta
separada en dos variedades, var. parviglumis para la raza Balsas de Wilkes y wvar
Huehuetenangensis para la raza Huehuetenango de Wilkes. Mas tarde, Doebley (1984,

1990) sugiri¢ que la variedad huehuetenangensis fuera elevada a nivel de subespecie.

Produccion de maiz

En todo el mundo el maiz es el mas ampliamente sembrado en cuanto a cereales se
refiere, 70 paises incluyendo 53 naciones en vias de desarrolle plantan maiz en mas de 100
millones de hectareas. La gran diversidad en la distribucion de la produccion del maiz es un
indicador de su excelente capacidad para adaptarse a muchos ambientes, ya que crece en
latitudes que varian desde el Ecuador ligeramente a 50° al norte y sur y desde el nivel del
mar hasta 3000 metros de altura; bajo condiciones de fuertes lluvias y condiciones
semiaridas; en climas frescos y calientes y con ciclos que van desde 3 a 13 meses. 500
millones de toneladas de maiz se producen anualmente en 130 millones de hectareas.
Sesenta y cuatro por ciento del area de maiz cultivado en el mundo se encuentra en
naciones en vias de desarrollo aiin cuando solamente el 43% de la produccién del maiz es
recolectada ahi, La diferencia entre los paises industrializados y las naciones en vias de
desarrollo es impresionante. El promedio de rendimiento para los paises industrializados es
de 6.2 toneladas por hectérea comparado con los 2.5 toneladas por hectirea de rendimiento
en las naciones en vias de desarrollo, entre las cuales se¢ encuentra México. La disparidad
en el promedio de rendimientos es una consecuencia de factores ambientales, tecnologicos
y organizacionales. La mayoria de las naciones productoras de maiz industnializadas tienen

temperaturas y ambientes benignos y emplean tecnologia intensiva y una produccidn
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altamente mecanizada del maiz. En contraste, las naciones en desamrollo generalmente
tienen ambientes mas calidos con mayor dificultad en la produccion y emplean recursos
pobres y por lo tanto tecnologias que producen bajos rendimientos (CIMMYT, 1994) Datos
de la FAO (2003) sefialan que en México se cultivaron con maiz 7,179,970 hectareas ese

afio, con un rendimiento promedio de 2.4 toneladas por hectarea.

La planta del maiz

Botanicamente, el maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas y es
una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Se trata de una especie
que se reproduce por polinizacion cruzada y la flor femenina (elote, mazorca, choclo o
espiga) y la masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares de la planta. En las panojas
son donde se desarrolla el grano, en un mimero vanable de hileras (12 a 16), produciendo
de 300 a 1000 granos, que pesan entre 190 y 300 g por cada 1000 granos. El peso depende
de las distintas practicas genéticas, ambientales y de cultivo. El grano constituye

aproximadamente el 42% del peso en seco de la planta (Carlson, 1988).

El grano de maiz

El grano de maiz se denomina en botanica cariopside o cariopsis. Cada grano
contiene el revestimiento del fruto denominado pericarpio o cubierta seminal, y la semilla,
conformada a su vez por el endospermo y el germen, El endospermo es la parte anatomica
del grano de mayor tamaiio, corresponde cerca del 83% del peso. En el grano de maiz

existe dos tipos de endospermo; el transliicido o viireo donde los granulos de almidén
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tienen forma cubica y estan compactos, no existiendo aire o espacio entre granulos y el
endospermo opaco, gisoso ¢ harinoso, donde los granulos de almidén son esféricos, estan
cubiertos por una matriz proteica y existen muchos espacios de aire entre granulos. El
germen equivale por término medio al 11% y es donde se almacenan los nutrimentos y
hormonas que son utilizadas durante la germinacion. El pericarpio constituye alrededor del
5% en peso del grano y consta de una capa formada principalmente de fibra que protege el
grano. El resto esta constituido por la capa terminal o hileal, estructura conica que junto con

el pedicelo une el grano a la mazorca o panicula fusionada (Wolf, et al., 1952).

Composicion quimica del maiz

Las diferentes partes anatomicas del grano difieren en su composicion quimica. El
pericarpio contiene aproximadamente 87% de fibra cruda, constituida principalmente por
hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0.1%). El endospermo, en cambio, contiene
un nivel elevado de almidon (87%), aproximadamente 8% de proteinas y un contenido de

grasas crudas relativamente bajo (Burge y Duensing, 1989).
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Tabla 1. Composiciéon quimica proximal de las partes anatémicas principales de los
granos de maiz en base seca

Componente Pericarpio Endospermo Germen
guimico (%) (%) (%)
Proteinas 3.7 80 184

Extracto etéreo 1.0 0.8 332
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidon 73 87.6 83
Azicar 034 0.62 10.8

Fuente; Watson, 1987.

El germen se caracteriza por su elevado contenido de grasas crudas (33% en
promedio), ademas contiene un nivel relativamente alto de proteinas (20% en promedio) y

minerales.

El componente quimico principal del grano de maiz es el almidén, al que
corresponde hasta del 72 al 73% del peso del grano. Otros carbohidratos son aziicares
sencillos en forma de glucosa, sacarosa y fructosa, en cantidades que varian del 1 al 3% del
grano. En los granos en vias de maduracion hay niveles mas elevados de monosacaridos,

disacéridos y trisacaridos. Doce dias después de la polinizacion, el contenido de aziicares es
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relativamente elevado, mientras que el de almidon es bajo. Conforme madura el grano, los

azucares s¢ ven gradualmente transformados en almidén (Boyer y Shannon, 1987).

Después del almidon, las proteinas constituyen ¢l siguiente componente quimico del
grano por orden de importancia. En las variedades comunes, el contenido de proteinas
puede oscilar entre el 8 y el 11% del peso del grano, y en su mayor parte se encuentran en
el endospermo. Las proteinas de los granos del maiz han sido estudiadas ampliamente, y
segin Landry y Moureaux (1982), estan formadas por lo menos por cinco fracciones
distintas. Conforme a su descripcion, las albaminas, las globulinas y el nitrégeno no
proteico totalizan aproximadamente el 18% del total de nitrogeno, con proporciones del
7%, 5% y 6%, respectivamente. La fraccién de prolamina soluble en isopropanol al 55% y
de isopropanol con mercaptoetanol, constituye el 52% del nitrogeno del grano; de éstas la
prolamina 1 6 zeina 1 soluble en isopropanol al 55% representa aproximadamente el 42%,
y el restante 10% es prolamina 2 6 zeina 2. Una solucion alcalina con pH 10 y con 0.6% de
mercaptoetanol, extrae la fraccion de glutelina 2 en cantidades de aproximadamente el 8%,
en tanto que la glutelina 3 es extraida con la misma solucion descrita mas dodecilsulfato de
sodio al 0.5%, en cantidades del 17% dando un contenido total de globulina del 25% de las
proteinas del grano. Normalmente, una porcién reducida, cerca del 5%, esta constituida por
nitrogeno residual. Cabe mencionar que desde el punto de vista de composicion de
aminoacidos esenciales las zeinas son muy bajas en lisina y triptofano. La fertilizacion
nitrogenada generalmente solo incrementa la cantidad de prolaminas que se almacenan en

los cuerpos proteicos.
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El aceite del grano de maiz esta fundamentalmente en el germen y viene
determinado genéticamente, con valores que van del 3 al 18%. Dichos valores difieren en
alguna medida, y cabe suponer que los aceites de distintas variedades tengan
composiciones diferentes. El aceite de maiz tiene un bajo nivel de acidos grasos saturados:
acido palmitico y estedrico, con valores medios del 11% y el 2%, respectivamente. En
cambio, contiene niveles relativamente eclevados de acidos grasos poliinsaturados,
fundamentalmente acido linoleico, con un valor medio de cerca del 24%. Sélo s¢ han
encontrado cantidades despreciables de dcidos linolénico y araquidonico. Ademas, el aceite
de maiz es relativamente estable, por contener unicamente pequefias cantidades de acido
linolénico (0.7%) y niveles elevados de antioxidantes naturales. El aceite de maiz goza de
gran reputacion a causa de la distribucién de sus acidos grasos, fundamentalmente acido
oleico y linoleico. A este respecto, quienes consumen maiz desgerminado obtienen menos

aceite y acidos grasos que quienes consumen el grano entero (Jellum, 1967).

La fibra en el grano de maiz se encuentra en el pericarpio y la capa terminal, aunque
también en las paredes celulares del endospermo y, en menor medida, en las del germen. El
salvado de maiz esta formado por un 75% de hemicelulosa, un 24.9% de celulosa y 0.1%

de lignina en base seca (Burge y Duensing, 1989).

La concentracion de cenizas en el grano de maiz es aproximadamente del 1.3%, solo
ligeramente menor que el contenido de fibra cruda. El germen es relativamente rico en
minerales, con un valor medio del 11%, frente a menos del 1% en el endospermo. El

germen proporciona cerca del 78% de todos los minerales del grano. El mineral que mas
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abunda es el fosforo, en forma de fitato de potasio y magnesio, encontrandose en su
totalidad en el germen con valores de aproximadamente 0.9% en el maiz coman Como
sucede con la mayoria de los grancs en los cereales, €l maiz tiene un bajo contenido de

calcio y de oligoelementos (Bressani et al, 1989).

El grano de maiz contiene dos vitaminas solubles en grasa, la provitamina A, o
carotenoide, y la vitamina E o tocoferol. Los carotenoides se hallan especialmente en el
maiz amarillo, en cantidades que pueden ser reguladas genéticamente, en tanto que €l maiz
blanco tiene un escaso o nulo contenido de ellos. La mayoria de los carotenoides se
encuentran en el endospermo duro del grano y unicamente en pequeiias cantidades en el
germen. El beta-caroteno es una fuente importante de vitamina A, aunque no totalmente
aprovechada pues los seres humanos no consumen tanto maiz amarillo como maiz blanco.
Squibb et al. (1957) determinaron que la criptoxantina y el beta-caroteno equivalia
aproximadamente al 51 y al 22% del total de carotencides (0.4-11.3 pg/g) de tres muestras
de maiz amarillo, respectivamente. L.a proporcion de vitamina A o retinol variaba de 1.5 a
2.6 pg/g. Los carotenoides del maiz amarillo pueden oxidarse durante el almacenamiento;
Watson (1962) encontré en el maiz recién cosechado valores de 4.8 mg/kg, que al cabo de
36 meses de almacenamiento habian disminuido a 1.0 mg/kg. Lo mismo sucedié con las
xantofilas. La otra vitamina liposoluble, la vitamina E, que es objeto de cierta regulacién
genética, se halla principalmente en €l germen. La fuente de la vitamina E son cuatro
tocoferoles; el mas activo bioldgicamente es el tocoferol-alfa; aunque el tocoferol-gama es

probablemente mas activo como antioxidante.
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Las vitaminas hidrosoclubles se encuentran especialmente almacenadas en la capa de
aleurona del grano de maiz, y en menor medida en el germen y el endospermo. Se han
encontrado cantidades variables de tiamina y niboflavina; su contenido esta determinado en
mayor medida por el medio ambiente y las practicas de cultivo que por la estructura
genética, aunque se han encontrado diferencias en el contenido de estas vitaminas entre las
distintas vartedades. La vitamina a la cual se han dedicado mas investigaciones es el acido
nicotinico, a causa de su asociacion con la deficiencia de niacina, o pelagra, fen6meno muy
difundide en las poblaciones que consumen grandes cantidades de maiz (Christianson et al.,
1968). Al igual que sucede con otras vitaminas, el contenido de niacina es distinto segin las
variedades, con valores medios de aproximadamente 20 ug/g. Una caracteristica propia de
la niacina es que esta ligada, y por lo tanto, el orgenismo animal no la puede asimilar; sin
embargo existen algunas técnicas de elaboracion que permiten la asimilacion de la niacina.
Durante el cocimiento alcalino se libera a la niacina y se mejora la relacion entre la isoleucina
y la leucina (Serna Saldivar et al 1990). La asociacion de la ingesta de maiz con la pelagra se
debe a los bajos niveles de niacina del grano, aunque se ha demostrado experimentalmente
que también son importantes los desequilibrios de aminoacides, por ejemplo la proporcién
entre la leucina y la isoleucina, y la cantidad de triptofano asimilable (Gopalan y Rao,

1975; Patterson et al., 1980).

Maiz QPM
En 1963 tres investigadores de la Universidad de Purdue: Edwin Mertz, Oliver E.
Nelson y Lynn S. Bates buscando maices con alto contenido de lisina se encontraron con

un majz mutado que tenia el doble de lisina y triptofano que el maiz normal. Este nuevo
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maiz producia un endospermo suave y opaco en lugar del duro y cristalino del maiz regular

y fue llamado opaco-2 (el segundo mutante del grupo opaco encontrado).

Alrededor del mundo se empezaron a hacer cruzas del opaco-2 con los maices
locales y se empezaron estudios de nutricion con esta nueva variedad. En Colombia
Pradilla et al. (1975) dio de comer en condiciones controladas el nuevo maiz a siete nifios
con avanzado estado de desnutricion. Después de dos semanas de tratamiento empezaron a

recuperar peso y a los 100 dias se veian normales.

Sin embargo las caracteristicas generales del opaco-2 no eran del todo aceptables; el
endospermo harinoso no agradaba a los consumidores en muchas regiones, el grano era
pequefio, su rendimiento en campo era del 8 al 15% menor al maiz regular y era mas
susceptible al ataque de hongos e insectos en campe y almacenamiento. Ademas el opaco-2
pesaba menos por los espacios de aire alrededor de los granulos de almidén. Poco a poco
los agricultores, procesadores y consumidores fueron desechiandolo hasta que en el final de

los afios 70s el opaco-2 practicamente se dej6 de producir y consumir,

A pesar del rechazo al opaco-2, el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT) continué con estudios para desarrollar un endospermo mas duro y
transparente, incrementar los rendimientos y hacer que el grano se secara mas rapido. La
clave de este desarrollo fue el método desarrollado por la Dra. Evangelina Villegas el cual
podia muestrear tejido del maiz sin afectar su capacidad de germinacidn. Asi, granos que

mostraban propiedades nutritivas y agronomicas deseables podian ser propagados.

20



El resultado de las investigaciones del CIMMYT fue un maiz con las propiedades
nutritivas del opaco-2 y con la estructura del grano del maiz regular, el cual fue llamado
QPM (del inglés Quality Protein Maize, “maiz de calidad proteica™). En la actualidad
muchas variedades de maiz QPM se estdn comercializando (Nutricia, Nutri-Guarani,

Tuxpeiio 102, etc.) y muchas investigaciones agronoémicas y nutritivas se han realizado.

ELABORACION DE TORTILLAS

Elaboracion artesanal

Diversos investigadores han descrito el modo en que se cocina el maiz en las zonas
rurales de los paises consumidores de tortillas. Illescas (1943) fue el primero en describir el
proceso tal como se lleva a cabo en México. Consiste en mezclar una parte de maiz integral
con dos partes de una solucion de cal al 1% aproximadamente. La mezcla se calienta a
80°C durante un lapso de 20 a 45 minutos y luego se deja reposar toda la noche. Al dia
siguiente, se decanta el liquido cocido, y el maiz (denominado entonces nixtamal) se lava
dos o tres veces con agua para eliminar las cubiertas seminales, la capa terminal, la cal
sobrante y las impurezas del grano. Originalmente, se convertia el maiz en masa
moliéndolo varias veces con una piedra plana (metate) hasta que las particulas gruesas
alcanzaran la finura requerida; actualmente, la molienda inicial se realiza con un aparato de
moler carne o con molinos de disco y luego se refina la masa con el metate. Para acabar, se
toman unos 50 g de masa y se aplanan, cociéndolo luego por ambos lados en una plancha
metalica caliente o placa de arcilla para obtener la tortilla. Estas tortillas generalmente son

gruesas y poco flexibles,
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Elaboracidén industrial

Diversos factores, como la migracion del campo a la ciudad, hicieron surgir una
demanda de tortillas cocinadas o precocidas. Se ideod el equipo necesario para transformar
¢l maiz en bruto en maiz tratado con cal y, posteriormente, en masa y tortillas; y se inicioé
luego la produccion industrial de harina para tortilla en México y otros paises. Poco
después de la Segunda Guerra Mundial, la produccion mecanizada de tortillas adquirié
importancia en México. En las zonas urbanas hay dos variantes: la primera consiste en
pequefias industrias caseras de propiedad familiar que siguen el procedimiento descrito
anteriormente, aunque también utilizan maquinas de mayores dimensiones para atender a
un mercado relativamente mas amplio. Esto ha sido posible gracias al empleo de molinos
rotatorios y de la maquina tortillera disefiado por Romero en 1908; dichas maquinas fueron
sustituidas posteriormente por un modelo més eficiente, en el que se pasa la masa por un
tambor metalico rotatorio que la corta en forma de tortillas; éstas caen a una cinta
transportadora o sartén de coccion continua y desembocan en un receptaculo situado al
final de la cinta. Esta pequeiia industria puede utilizar harina industrial para tortillas o maiz
integral, en cuyo caso la masa se cuece en receptaculos de grandes dimensiones (Bressani,

1990a).

La otra variante es la transformacion industrial a gran escala del maiz en harina
instantdnea precocida para tortillas. El procedimiento, que ha sido descrito por diversos

investigadores (p. Ej., Deschamps, 1985, Serna-Saldivar, 1990), se basa en el método

22



utilizado tradicionalmente en las zonas rurales. Mas recientemente, se ha extendido el
procedimiento de produccion de harina a la produccion de tortillas. E1 comprador elige el
maiz tras examinar su calidad y tomar muestras. Rechaza los lotes que tienen un porcentaje
elevado de granos deteriorados y paga los que acepta segin los defectos que presente el
material en bruto. El maiz también se selecciona segin su contenido de humedad, pues si el
grano tiene mucha humedad plantcara problemas de almacenamiento. Durante la fase de
limpieza, se eliminan todas las impurezas, como suciedad y hojas. Una vez limpio, el maiz
se envia a los silos y depdsitos para su almacenamiento. De ahi se transporta a las
instalaciones de elaboracion para su coccién en agua con cal, convirtiéndolo en nixtamal,
ya sea en tandas 0 mediante un procedimiento de elaboracion continua. Tras su coccion y
macerado, el maiz tratado con agua y cal se lava con agua a presiéon o pulverizacion y se
tritura hasta que forme una masa que se lleva a un secador y se convierte en harina. Dicha
harina, formada por particulas de todos los tamafios, se pasa por un tamiz que separa las
particulas gruesas de las finas. Las particulas gruesas regresan al molino para ser trituradas
otra vez y las finas, que constituyen el producto acabado, se envian a las instalaciones de
empaquetado, donde se envasan en bolsas de papel reforzado. El rendimiento industrial de
la harina de maiz nixtamalizado fluctia entre ¢l 86 y el 95%, segun ¢l tipo del cereal,
calidad de los granos enteros y las condiciones en que se realiza el tratamiento con cal. Los
rendimientos industriales son méas elevados que en el medio rural y en condiciones

semindustriales.

La harina para tortilla es un polvo fino, seco, blanco o amarillento que tiene el olor

caracteristico de la masa de maiz. Dicha harina, mezclada con agua, proporciona una masa

23



adecuada para elaborar tortillas, tamales, atoles y otros alimentos. Cuando la harina tiene un
contenido de humedad del 10 al 12%, es estable frente a la contaminacién microbiana. Si la
humedad supera el 12%, la atacan con facilidad los mohos y levaduras. El problema del
ataque por bacterias es casi inexistente debido a que €l minimo de actividad acuosa que
estos organismos necesitan para desarrollarse es tan elevado que, de alcanzarlo la harina, ya
se habria transformado en masa. Otra cuestion que afecta la estabilidad de la harina es la
rancidez, que normalmente no constituye un problema salvo que se empaquete a altas
temperaturas. El tiempo minimo para que la harina se deteriore es de cuatro a seis meses en
invierno y de tres meses en verano. Por lo general, se vende al consumidor dentro de los 15
dias siguientes a su venta a los comerciantes al por menor y al por mayor, mientras que su

periodo de conservacion en los anaqueles es de un mes (Del Valle, 1972).

Cambios nutrimentales durante Ja mixtamalizacion

La transformacion del majz en tortillas requiere un proceso en el que se utiliza agua,
calor e hidréxido de calcio mencionados con anterioridad. Estos tres elementos influyen en
la composicion quimica del maiz elaborado, dando lugar a modificaciones en su contenido
de nutrimentos. Los cambios se deben a las pérdidas materiales de grano y a las pérdidas
quimicas, que pueden derivar de la destrucciéon de algunos elementos nutritivos y de la

transformacion quimica de otros (Bressani, 1990a).
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Tabla 2. Composicién aproximada del maiz en bruto y de las tortillas de fabricacién

casera e industrial

Fibra Calorias
Humedad | Proteina | Grasa | Ceniza Carbohidratos
Producto cruda (por
(%) (%) (%) (%) (%)
(%) 100g)
Maiz
Blanco 15.9 8.1 48 13 1.1 70.0 356
Amarillo | 12.2 84 45 1.1 1.3 73.9 370
Blanco 13.8 83 - 1.2 - = -
Tortillas
Blanco 47 8 54 1.0 08 0.7 44.5 204
Amarillo | 47.8 56 1.3 08 0.6 44 4 212
Blanco 41.9 5.8 - 0.9 - - -
Industrial | 40.5 58 0.9 1.1 1.4 50.3 226
Industrial | 44.0 5.3 34 12 0.7 42.8 215
Industnial | 45.2 52 3.1 14 1.1 41.1 206

Fuentes. Bressani et al. 1958; Cravioto et al., 1945; Ranhotra. 1985; Saldafia y Brown, 1984.

Proteinas y aminodcidos. Se ha visto que la cocciobn con cal decrementa

ligeramente la digestibilidad de la proteina y la biodisponibilidad de la lisina. La

digestibilidad de la proteina de la tortilla es de alrededor del 3% mas baja que en el grano

de maiz (Serna Saldivar et al., 1987, 1988b).
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Sanderson et al. (1978) detectaron pequefias pérdidas de arginina y cistina a causa
del tratamiento en agua de cal en el maiz comun y en el maiz con elevado contenido de
lisina. En la masa comercial, hallaron 0.020 g de lisinoalanina por cada 100 g de proteinas,

y en las tortillas 0.081 g por cada 100 g de proteinas.

Ortega et al. (1986) hallaron una pequefia pérdida de triptofano en las tortillas de
maiz comin (11%) y en el maiz de alta calidad proteica (15%). Bressani et al. (1990b)
observo pérdidas mas elevadas de ambos aminoicidos en ¢l maiz comun y en el maiz de
alta calidad proteica “Nutricia” transformado en tortillas mediante procedimientos de
elaboracion tradicional campesina. Ortega et al. (1986) han indicado también que, dadas las
pequeiiisimas pérdidas de lisina del producto alcalino, probablemente habia cantidades
minimas de lisinoalanina en las tortillas de maiz comuin y en ¢l maiz de alta calidad proteica

empleadas en su experimento.

Vitaminas. Se han reportado pérdidas de tiamina, riboflavina, niacina y caroteno
que ocurrieron durante la transformacion del maiz en tortillas por coccion en agua con cal.
La vitamina que ha despertado la atencion de diversos investigadores ha sido la niacina, per
sus relaciones con la pelagra. Bressani et al. (1961) hallaron que la cubierta seminal del
maiz contenia 4.2 mg de niacina por cada 100 g, mieniras que en el germen y el
endospermo ascendia a unos 2 mg por cada 100 g. Aproximadamente el 79.5% de la
niacina del grano correspondia al endospermo y cantidades iguales del 10% al germeny a

la cubierta seminal. Tras la coccién en agua de cal, el endospermo aportaba
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aproximadamente el 68% del total de niacina y el germen cerca del 5.5%. Después de la
coccion, se hallé un 26% del total de niacina en el agua de coccion. La cantidad de niacina
extraida con el agua representaba el 68.5% del total en el grano en bruto, y el 76% del total

en el maiz cocido en agua de cal.

Contenido de fibras. Con el proceso de nixtamalizacion el maiz pierde casi todo su
pericarpio y por consiguiente su fibra insoluble. Esta pérdida se relaciona con la intensidad
del calentamiento y los lavados para eliminar la cal (Serna Saldivar et al_, 1991).

Reinhold y Garcia (1979), aplicando la metodologia de Van Soest hallaron un aumento
importante de fibra neutro detergente (FND) y de fibra acidodetergente (FAD) en las
tortillas, del 6.60 y 3.75% sobre el peso en seco, respectivamente. Dichos valores diferian
radicalmente de los hallados en la masa, que eran en promedio 597 y 2.98%,
respectivamente. No se hallo diferencia alguna en lo que respecta a la hemicelulosa: la
masa contenia un 3.18% vy las tortillas un 2.89%. Empleando es¢ mismo método, Bressani
et al. (1989) hallaron un 10.8% de FND en el maiz y un 9% en las tortillas, asi como un
2.79% y un 3% de FAD, respectivamente. El maiz contenia un promedio de 8% de
hemicelulosa y las tortillas 6%, en tanto que los valores de la lignina eran el 0.13 y el

0.15% respectivamente,

PROBLEMA DE LA DESNUTRICION

En cuanto a la clasificacion de la enfermedad, en la actualidad se tiende a aceptar

los términos "“desnutricion", "mala nutricion", "subnutricion" o "hiponutricién” para
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referirse al cuadro clinico general producido por disminuciOn crénica del aporte de
nutrimentos, asi como de las pérdidas excesivas de éstos. En funcién del tiempo, la
enfermedad lleva a una pérdida de peso en relacién con la edad y a un retardo en el

crecimiento (Brock, 1961).

Una proporcion menor al 2% de los casos llegan a cuadros avanzados de
desnutricion con pérdida muy significativa de peso, detenioro muscular, alteraciones de la
piel y edema de las extremidades. Este cuadro se denomina en general desnutricion
calorico-proteica. Sin émbargo, en los casos graves, a veces es posible distinguir dos
cuadros clinicos muy bien definidos segin sea preponderante el déficit calérico y proteico o
solo el déficit proteico; el primer caso se denomina Marasmo y el segundo Kwashiorkor.
En la mayoria de los casos, los dos sindromes clinicos se superponen, pero en ocasiones es

perfectamente diferenciable un sindrome del otro (Brock, 1961).

El Marasmo es una enfermedad crénica, mientras que el Kwashiorkor es
relativamente aguda. El nifio sometido a una dieta hipocaldrica ¢ hipoproteica llega a una
situacion de marasmo que, si esta libre de infecciones, puede durar meses o afios. Pareciera
que, en cierta forma el nifio se adapta a esta situacion. En cambio el que estuvo sometido
exclusivamente a una dieta hipoproteica y normocalérica, en menos de veinte dias

desencadena toda la sintomatologia propia del Kwashiorkor (Gémez et al., 1957).
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El Marasmo se trata de un cuadro clinico que se presenta normalmente en el primer
0 segundo afio de vida del nifio, aunque puede aparecer también en edades mas avanzadas.
Se caracteriza por un gran enflaquecimiento, alcanzando la pérdida ponderal al 40% o mas
en relacion con la edad. En los estados mas avanzados, el lactante adquiere cara de viejo, la
piel aparece arrugada, de color palida grisaicea y seca. Ademas, la piel puede aparecer
delgada y brillante y hasta con ulceraciones que se infectan y son dificiles de mejorar. El
estado psiquico se ve afectado, aun cuando a menudo estad consciente y en apariencia
preocupado por el ambiente que lo rodea, rara vez esta alegre y tranquilo. Por lo general se
muestra irritable e intranquilo, o apético y somnoliento, y muestra gran tendencia a
succionarse los dedos. Es habitual el llanto débil y monotono (a veces sin causa aparente),
el pulso es muchas veces dificil de apreciar por su escasa tension y puede hacerse
facilmente irregular. En el Marasmo, las infecciones son muy comunes y contnbuyen a

agravar la desnutricion, siendo casi siempre la causa de muerte (Singh, 1976).

Por otra parte, el Kwashiorkor se ve con mayor frecuencia en el lactante mayor y en
¢l preescolar. Su causa principal ¢s una dieta deficitaria en proteinas, 1o caracteristico es el
edema (que suele acompafarse con alteraciones digestivas, como diarrea, vomitos e
inapetencia). Existe un gran problema psiquico, llamando la atencion la gran indiferencia a
los estimulos del mundo externo y, es una actitud general, permanecer postrados sobre la
cama. También son caracteristicas alteraciones de¢l cabello, resequedad de la piel,
problemas del sistema circulatorio: hipotension, disminucién de la frecuencia cardiaca y

tiempo de circulacién prolongado, generalmente existe anemia, y diarrea permanente.
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Para prevenir estos problemas normalmente se recomienda una buena alimentacion
que cumpla con los requisitos de ser suficiente (cubrir las necesidades nutrimentales),
equilibrada (aportar proporciones adecuadas de nutrimentos), variada (incluir diversos tipos
de alimentos) y libre de riesgos ecelogicos (desprovista de sustancias que en forma natural

o agregada impliquen riesgo para el organismo) (Hansen, 1960).

Desnutricion y desarrollo cerebral

El cerebro es la parte del sistema nervioso central de los vertebrados que esta dentro
del craneo. En la especie humana pesa 1.3 kg y es una masa de tejido gris-rosaceo
compuesto por millones de células nerviosas, conectadas unas con otras y responsables del
control de todas las funciones mentales. Ademas de las células nerviosas (neuronas), el
cerebro contiene células de la glia (células de soporte), vasos sanguineos y organos
secretores. El cerebro es €l centro de control del movimiento, del sueiio, del hambre, de la
sed y de casi todas las actividades vitales necesarias para la supervivencia. Todas las
emociones humanas como €l amor, el odio, el miedo, la ira, la alegria y la tristeza estan
controladas por este importante 6érgano. También se encarga de recibir e interpretar las
innumerables sefales que se envian desde el organismo y el exterior. La unidad minima del
sistema nervioso, es la célula nerviosa elemental o neurona. El sistema nervioso tiene
12,500 millones de neuronas, de las cuales unos 10,000 millones estan en el propio cerebro.
El cuerpo de la neurona ¢ Soma contiene el micleo. Se encarga de todas las actividades

metabolicas y recibe la informacion de otras neuronas vecinas a través de las conexiones
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sinapticas. Las dendritas son las conexiones de “entrada” de la neurona. Por su pare el
axon es la "salida" de la neurona y se utiliza para enviar impulsos o sefiales a otras c€lulas
nerviosas. Cuando el axon esta cerca de sus células desttno se divide en muchas
ramificaciones que forman sinapsis con las dentritas de otras células. Esta union puede ser
"inhibidora" o "excitadora" segin el transmisor que las libere. Cada neurona recibe de
10,000 a 100,000 sinapsis y el axén realiza una cantidad de conexiones similares. La
transmisién de una sefial de una célula a otra por medio de la sinapsis es un proceso
quimico. En él se liberan substancias transmisoras en el lado del emisor de la union. El
efecto es elevar o disminuir el potencial eléctrico dentro del cuerpo de la célula receptora.
Si su potencial alcanza el umbral se envia un pulso o potencial de acciéon por el axon. Se
dice, entonces, que la célula se dispard. Este pulso alcanza otras neuronas a través de la

distribucion de los axones (Winick, 1969, Winick et al., 1970, Yakovlev y Lecours, 1967).

Los cientificos saben que los animales aprenden de la experiencia porque en el
cerebro ocurren cambios que hacen posible que la informacion pueda ser adquirida,
grabada y evocada. A nivel celular, estas modificaciones suceden en la sinapsis, el punto de
comunicacion entre neuronas. Hasta hace poco, los neurélogos creian errOneamente que los
recuerdos se almacenaban dentro de las células cerebrales y que existia una especie de
codigo bioquimico escrito en forma de moléculas de memoria. Recientes estudios revelan
que las experiencias sensoriales dejan huella en el cerebro modificando la eficacia de las
sinapsis entre neuronas, asi como en la estructura espacial de las redes neuronales

implicadas. Asi pues, dependiendo del grado de activacion durante la experiencia sensorial,
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algunas sinapsis desaparecen, otras quedan reforzadas e, incluso, surgen nuevos contactos

sinapticos (Ahmed et al., 1987).

La biologia del desarrollo nos permite comprender que los circuitos neuronales
basicos son parte de un plan genético, el cual es practicamente inmodificable, a excepcion
de desnutricion grave de la madre o estrés. Asi, los mas relevantes quedan fijados desde los
momentos mas tempranos de la vida. Sin embargo, en el ambito de las sinapsis las cosas
son muy diferentes, alli no existen los absolutos. Los axones y las dendritas modifican su
morfologia y fisiologia, dependiendo de la relacion que tengan con el medio y con las
células cercanas. Esta plasticidad en el sistema nervioso fue observade hace 50 afios por
Hebb (1950), quien propuso que la supervivencia de un terminal sinaptico (y por ello de la
o las neuronas que lo forman) depende si no en su totalidad, al menos en parte de su
continua estimulacion. Se ejemplifica facilmente como “wso y desuso”. Ahora bien, para
que acontezcan estos cambios en el sistema nervioso es obligatoria la existencia de un
fenomeno que los bidlogos conocen como plasticidad cerebral. Bliss y Lomo (1973)
descubrieron que las neuronas del hipocampo tenian una gran plasticidad, conocida como
potenciacion a largo plazo y comprobaron que la estimulacion eléctrica durante algunas
decenas de milisegundos de una via nerviosa que desembocara en el hipocampe de un
animal adulto provocaba un aumento de la eficacia de la transmisién nerviosa y modificaba

la sinapsis de este circuito durante algunas semanas € incluso meses.
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Existe una larga historia que relaciona la alimentacion o falta de ella, en la
capacidad intelectual y de comportamiento del ser humano. A finales del siglo XIX en
EUA la compaifiia Quaker Oats creo el lema “Somos los que comemos”. Este lema surgid al
realizar un estudio en Nueva York y Chicago llegando a la conclusion que en los hogares
que no consumian suficiente avena se incrementaba los casos de anemia, baja capacidad
mental, nerviosismo y bajo rendimiento escolar de los nifios. Ellos encontraron que en
“Boston consumen 22 veces mds avena per capila que otros estados de inteligencia menor
al promedio... la avena contiene fosforo que es el elemento mds importante en la

estructura del cerebro” (Quaker Oats Co., 1898)

Spargo (1906) menciona los efectos de la pobreza en el desarrollo de los nifios,
adelantando varias ideas acerca de enfermedades, debilidad fisica y baja “estamina’ mental

de estos nifios, todo esto soportado sobre bases empiricas.

La Sociéloga Rusa Pitirim A. Sorokin observando €l comportamiento de mujeres
rusas entre 1919 a 1921 escribio un tratado sobre los efectos del hambre en la dinamica
social. Su libro publicado en 1922 fue inmediatamente censurado y no fue publicado hasta

1975 (Sorokin, 1975).

Gracias a los avances de la experimentacion bioquimica, durante los afios 60s, un
grupo de investigadores se enfocaron en el estudio de las repercusiones de la desnutricién

en la capacidad intelectual, el argumento que se trabajaba era de que la desnutricion
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temprana no solo reducia el tamafio del cerebro, sino que lo dejaba asi para el resto de la
vida. Este fendémeno se observo en ratas (Chase et al,, 1967; Culley y Lineberger 1968;

Smart et al., 1973; Winick y Nobel 1966; Zamenhov et al., 1971).

Las enfermedades nutrimentales que afectan el desarrollo mental se relacionan a dos

condiciones:

a) la deficiencia global de nutrimentos, en la mayoria de los casos asociada a una

ambiente de pobreza, y

b) a la deficiencia de nutrimentos especificos.

En los nifios, la desnutricién proteico-calorica tiene un efecto devastador en el
crecimiento corporal y, si bien hay amplia evidencia de su efecto nocivo en el desarrollo
neuroldgico a varios niveles, todavia se desconoce cual es su grado exacto de impacto en el
desarrollo intelectual y conductual. Se ha documentado que €l cerebro humano tiene un
periodo de aceleracion que se extiende desde la trigésima semana de gestacion hasta, por lo
menos, el final del segundo afio de vida. Durante este lapso, si las condiciones no son
adecuadas para el crecimiento y el desarrollo normal del cerebro, existe una alta proba-
bilidad de riesgo de dafio permanente. Los nutrimentos especificos mas importantes que se
deben considerar en los trastornos nutricionales que afectan el desarrollo cerebral son la

cantidad y calidad de las proteinas y las vitaminas, mas especificamente, las vitaminas del

34



complejo B (tiamina, acido nicotinico, piridoxina, dcido pantoténico, riboflavina, acido

folico y cobalamina) (Adams y Ropper, 1997).

Los daiios al sistema nervioso central causados por las formas severas de
desnutricion mencionadas anteriormente (Marasmo y Kwashiorkor) se pueden demostrar
clinicamente por signos y sintomas neurologicos como apatia, irritabilidad, debilidad
muscular, hipotrofia, ansiedad, fatiga cronica, hipotonia, hipo e hiperactividad, déficit de
atencioén y bajo rendimiento escolar (Chopra, 1993). La biopsia del nervio sural en nifios
con déficit proteico-calorico severo revela la persistencia de fibras mielinizadas de bajo
calibre, falla en la elongacion internodal y desmielinizacion segmentaria significativa. Asi
mismo, s€ han observado multiples alteraciones neurales a nivel histologico,
electrofisioldgico, bioquimico y conductual en sujetos animales y humanos que presentan

las formas severas de desnutricion (Chopra, 1992).

La falta de nutrimentos durante las etapas criticas prenatales o postnatales resulta en
alteraciones en la histogénesis de los tejidos nerviosos (Bernochi y Scherini, 1980). Se han
reportado anormalidades en la neurogénesis, siendo especialmente vulnerables las células
madres. Estas anomalias causadas por el déficit proteico-calorico en la gliogénesis,
migracion celular, diferenciacion celular y formacion de circuitos neuronales en los
periodos criticos de desarrollo podrian tener un gran impacto en la plasticidad cerebral de
los sujetos desnutridos (Davies y Katz, 1983; Morgane et al., 1992). Se han descrito

desordenes en la sinaptogénesis (Ahmed et al., 1987), lo que aunado a los otros dafios
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podria resultar en la alteracion de la organizacion de vias y circuitos, lo cual podria tener

como consecuencia deficiencias conductuales y del aprendizaje (Altman 1986, 1987).

El proceso de mielinizacion también es alterado durante la desnutricion. En
humanos, se han reportado disminuciones en la cantidad de proteolipidos, cerebrésido,
sulfatidos y plasmalogeno en la sustancia blanca, asi como celularidad anormal en
diferentes sitios del cerebro. Una gran cantidad de datos obtenidos en animales sugieren
una reduccién severa en la concentracion de mielina cerebral debido a la desnutricion
(Fulier et al, 1984; Krigman y Hogan, 1976, Reddy y Horrocks, 1986; Wiggins, 1982;

Yeh, 1988).

La desnutricion puede causar reducciones en el peso y tamaiio del cerebro (Katz y
Davies, 1983). Desde el punto de vista histologico, se ha observado una reduccion en el
numero de neuronas (Winick, 1966, 1969; Zamenhof et al., 1968; Zamenhof, 1985). Se han
descrito alteraciones en la proporcion de neuronas que interactian y en la proporcion de
neuronas y sinapsis en el giro dentado (Ahmed et al., 1987). El numero de sinapsis esta
disminuido, y hay alteraciones en las espinas dendriticas, en la arborizacion dendritica y en
el proceso de deshacerse de las sinapsis redundantes en diferentes sitios de la corteza y del
hipocampo, asi como en las propiedades dinamicas de la transmision sinaptica (Brock y
Prasad, 1992; Cintra et al., 1990; Cordero et al., 1985; Davies y Katz, 1983; Gundappa y
Desiraju, 1988; Hernandez, et al., 1985; Medvedev et al., 1983; Schonheit y Haensel,

1988). También se ha reportade disminucion en el diametro del axon de las fibras en ratas

36



desnutridas, especialmente en el tracto corticoespinal (Delaney et al., 198); Sima y
Sourander, 1976, 1978). Esta reduccion podria ser el resultado de una pérdida selectiva de

las fibras mas anchas o una disminucion en sus diametros.

Es interesante hacer notar que hay érganocs especificos que presentan alteraciones
por desnutricién. Se han descubierto, por ejemplo, reducciones en la eliminacidon de
sinapsis redundantes en el nucleo rafe dorsal, locus coeruleus y corteza visual y otras
alteraciones en el hipocampo (especialmente en giro dentado), tractos motores y sensitivos

(Ahmed et al., 1987, Diaz-Cintra et al., 1981, 1984, 1990; Jordan et al., 1981, 1982).

El misculo también presenta alteraciones secundarias a la desnutricion. En monos
rhesus desnutridos, hay obliteracién de estrias cruzadas, alteraciones en las bandas Z,
aumento de los espacios interfibrilares, mitocondromegalias y fibras pequeiias para la edad

(Chopra y Sharma, 1992).

El desarrollo de varias funciones neurologicas sufre retardos y alteraciones
cualitativas en ratas y humanos desnutridos. El desarrollo locomotor es un ejemplo. Ratas
desnutridas en las etapas pre- y postnatales adquieren una marcha tipo adulto después de
los 15 dias de vida postnatal, a diferencia de los controles que la alcanzan a los 13 dias.
Ademas, la marcha se mantiene torpe y ligeramente anormal hasta el dia 30 (Gramsbergen

y Westerga, 1992). Algunos estudios con ratas desnutridas revelaron atrasos en el
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desarrollo de reflejos motores (Gramsbergen y Westerga, 1992; Salas, 1972; Smart y
Dobbing, 1971). Es interesante correlacionar estas observaciones con aquellas realizadas en
nifios pequefios para su edad gestacional, los cuales han cursado con desnutricion prenatal.
Estos nifios presentan una postura en miembros superiores de flexion mas acentuada que
los nifios con pesos adecuados para su edad (Van Kranen-Mastenbroek et al., 1993). Hay
reportes de que la desnutricion postnatal resulta en retrasos significativos en el

acondicionamiento pavloviano a estimulos visuales en ratas (Rudy y Castro, 1990).

Bioquimicamente, la desnutricién puede causar déficit en la cantidad de ADN,
fosfolipidos, esfingomielina, proteinas nucleares y otros componentes del sistema nervioso
de ratas y hay evidencia de alteraciones en su sintesis (Goncalves et al., 1990; Larocca, et
al, 1985; Melcangi et al., 1989; Pedrosa et al., 1987; Reddy y Horrocks, 1986: Salbego y
Souza, 1986; Yusuf et al., 1981). También se han reportado alteraciones en el contenido de
mielina y de células gliales, atn en nifios (Martinez, 1982). El colesterol, fosfolipidos,
ARN y ADN estan disminuidos en los cerebros de nifios que murieron por Marasmo
(Rosso et al,, 1970; Winick et al, 1970). Ademas, se han reportado alteraciones en los
niveles de algunos neurotransmisores, como son glutamato, serotonina, acetilcolina,
opiaceos, GABA y norepinefrina (Chen et al,, 1992; Morgane et al., 1978; Rathbun y

Druse, 1985; Smart et al., 1976).

En la relativamente nueva rama de investigacion llamada neurcinmunologia,

tenemos también evidencia de la alteracion que produce la desnutricién. Se sabe que la
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desnutriciéon proteico-calorica causa depresion inmune con aumento en la frecuencia y
severidad de las infecciones. Se ha reportado que la hiperactividad central noradrenérgica
secundaria a la desnutricién podria ser responsable de la depresién inmune, especialmente

en la respuesta celular, a nivel de ratas (Schlesinger et al., 1995).

Electrofisiolégicamente, se han detectado varias anormalidades en sujetos
desnutridos. En ratas se reportaron una velocidad de conduccién motora disminuida y
reduccion en la excitabilidad de las fibras (Quirk et al, 1995). Otros estudios demostraron
conduccidn disminuida en los sistemas somatosensoriales, auditivos y visuales de ratas
desnutridas por déficit proteico-caldrico o con deficiencias vitaminicas especificas (Claus et

al., 1984; Kawai et al., 1989; Wiggins et al., 1982).

En nifios desnutridos, se han reportado cambios en los electroencefalogramas
(Osontokun, 1971), en la velocidad de conduccion periférica (Singh et al., 1976), en la
conduccion a través de la via auditiva (utilizando potenciales evocados de tallo cerebral -
BAEP), (Bartel et al.,, 1986) y una conduccion motora prolongada (utilizando estimulacién
electromagnética transcraneal de la corteza motora), (Tamer et al., 1997). Todavia no esta
claro como las alteraciones antes mencionadas podrian modificar a los sujetos desde el
punto de vista conductual. Estudios han reportado alteraciones en la capacidad adaptativa y
de respuesta (tiempo de escape a agentes daifiinos, por ejemplo) en animales desnutridos, asi
como prolongaciones en el tiempo de aprendizaje de conductas condicionadas aiin después

de la rehabilitacion nutrimental (Almeida et al., 1996), los cuales podrian conducir a
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conductas sociales y de socializacion alteradas. Se han reportado déficit del aprendizaje y
memoria, los cuales se han correlacionado con cambios anatémicos en la formacion
hipocampal después de desnutricién pre- y postnatal en animales (Jordan et al, 1981,
1982). Alteraciones conductuales relacionadas a la disminucidon de serotomina por
desnutricion incluyen déficit en el aprendizaje espacial y a la incapacidad de extinguir o de

reaprender tareas en ratas (Mazer et al., 1997).

Investigaciones en América Latina, Africa y Estados Unidos han demostrado que
nifios desnutridos tienen un menor Coeficiente Intelectual que nifios normales del mismo
nivel socioecomico (Brown y Pollit, 1996). El tiempo de reaccion visomotor en nifios
desnutridos se ha reportado aumentado en varios estudios, ademas, existe evidencia de
déficit en atencion, trastornos del aprendizaje y de la memoria (Altman, 1986, 1987; Jordan
et al., 1981, 1982). Los nifios desnutridos no exploran adecuadamente su ambiente en
situaciones novedosas, demostrande inhibicion o actividades sin objetivos (Barrett y Frank,
1987). Un estudio con nifios desnutridos en Filipinas mostré puntajes inferiores a nifios
controles en tareas motoras y preceptiales (Reyes et al., 1990). En la India, un estudio
utilizando tareas de desarrollo cognitivo mostré un rendimiento mas bajo en nifios
desnutridos que controles, ain controlando variables socioeconémicas (Agarwal et al,
1989). También es de hacer notar que la desnutricidn podria resultar en alteraciones
visuales, las cuales podrian ser las responsables de las alteraciones neurointegrativas y de
percepcion observadas (Solan y Mozlin, 1997). La desnutricion global no es la unica que
afecta las funciones cognitivas, por ejemplo el déficit de iodo, hierro y acidos grasos

también pueden afectar las funciones cerebrales superiores (Kretchmer et al., 1990).
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La desnutriciéon en los nifios no produce un sindrome neurolégico definido. Sin
embargo, la evidencia anteriormente enunciada ha hecho pensar a muchos investigadores
que la desnutricion en etapas tempranas del crecimiento afecta el sistema nervioso hasta
llevarlo a un desarrollo subéptimo permanente, incluyendo importantes alteraciones de su
plasticidad y del aprendizaje (Morgane et al., 1993). El impacto social de estas secuelas

sobre las naciones menos desarrolladas podria ser muy severo.

Fortificacion y enriquecimiento de alimentos

Estos dos términos, aunque con matices diferentes, se emplean generalmente como
sinémimos y se utilizan indistintamente para indicar que a un alimento o producto
alimenticio se le han afiadido algunos nutrimentos, especialmente vitaminas o minerales
para restaurar 0 aumentar su valor nutricional Algunos procesos tecnoldgicos, como el
refinado de las harinas y de los cereales en general, provocan importantes pérdidas de
minerales y vitaminas con respecto al contenido del grano entero. También, la eliminacion
de la grasa de muchos alimentos para reducir su valor calorico, conlleva la pérdida de las
vitaminas liposolubles, como la A o la D. Por ello, mediante el enriguecimiento se
restauran o incluso se superan los niveles iniciales de los nutrimentos perdidos durante la
manipulacién del alimento. El término forrificacion, sin embargo, se aplicaria a aquellas
situaciones en las que se afiade un determinado nutrimento a un alimento que originalmente
carecia de €l. La adicion de iodo a la sal de mesa seria un buen ejemplo de fortificacion. Un

aspecto importante es elegir el alimento idoneo y los nutrimentos a afiadir. Respecto al
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primero, aparte de los problemas que pueden surgir desde el punto de vista tecnologico, es
imprescindible que el alimento escogido forme parte de los habitos alimentarios del grupo
al que va destinado. Por ejemplo, un alimento muy til para afiadir vitaminas liposolubles
es la margarina. Sin embargo, en los grupos de poblacion en los que no se consuma
habitualmente, la fortificacién de la margarina puede ser totalmente ineficaz si finalmente
no se consume; por el contrario, la leche seria un alimento ideal para fortificar en ciertos
nutrimentos, especialmente aquellos dirigidos a 1os nifios. Los cereales también se usan
ampliamente como vehiculo de vitaminas hidrosolubles y minerales. Por otra parte, los
nutrimentos elegidos deberan ser también aquellos para los que se haya constatado una
carencia nutricional entre la poblacion. Evidentemente, no tendria sentido afiadir un

nutrimento para el que no s¢ han observado deficiencias (Schrimshaw y Altschul, 1999).

Por su alto consumo en México, las tortillas de maiz se pueden utilizar como
vehiculo para disminuir o abatir el problema de mala nutricion proteica y de
micronutrimentos. Su valor nutrimental puede mejorar mediante la fortificacion proteica,
utilizando maiz alto en lisina, (Bressani y Marenco, 1963; Bressani et al., 1968, 1974,
1979; Del Valle y Perez-Villasefior, 1974; Serna-Saldivar et al., 1988a, 1988b; Sproule et
al,, 1988) y afladiendo soya y/o enriqueciendo con vitaminas y minerales (Bressani y
Marenco, 1963; Muiioz de Chavez y Chavez, 1997; Reinhold et al., 1984; Serna-Saldivar,
1996a). La proteina de la soya en sus varias modalidades es el producto més indicado para
la fortificacion proteica de la tortilla de maiz debido a su bajo costo, alta produccién en el
ambito mundial, alto contenido proteico y su efecto complementario con el perfil de
amino4cidos del maiz. La soya es la oleaginosa de mayor importancia en el mundo y

también en México (Serna-Saldivar, 1997).
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Estudios de fortificacion de tortillas: El valor nutrimental de tortillas regulares y
fortificadas fue estudiado por el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran
durante dos afios en dos diferentes poblados del Estado de Querétaro (Muiioz de Chavez y

Chavez, 1997).

Se eligieron familias que tenian por lo menos un nifio menor de 5 afios de edad en
los poblados de El Rincén y Yosphi, Querétaro. Estos poblados de origen Otomi se
eligieron por su pobreza y su alto consumo de tortillas (645g/dia en El Rincon y 539g/dia
en Yosphi en promedio). Un total de 125 familias de El Rincon y 145 familias de Yosphi
participaron en las pruebas donde en El Rincon recibieron harina nixtamalizada de maiz
fortificada y Yosphi recibi¢ harina nixtamalizada de maiz regular. La harina se distribuyé
dependiendo del tamafio de la familia a razén de 350 a 400 g/persona al dia, teniendo buena

aceptacion ambas harinas sin diferencia significativa en cuanto atributos organolépticos.

Los nifios que se alimentaron con tortillas fortificadas crecieron 49% mas que sus
contrapartes alimentadas con tortillas regulares en el primer afio. En los meses de mayo y
junio que empezd la temporada de lluvias las comunidades sufrieron una epidemia de
Diarrea y Sarampion y se observo que los nifios alimentados con tortillas regulares se

enfermaron mas que los nifios alimentados con tortillas fortificadas.

En cuanto a la nutricién de los adultos al iniciar las pruebas, la comunidad de El
Rincén presentaba el 13.1% de las mujeres con mala nutricién (indice de masa corporal

menor a 17 kg/m®) y ¢l 28.3% con bajo peso (indice de masa corporal de a 17 a 20 kg/m®).
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En contraste la comunidad de Yosphi presentaba 0% de las mujeres como malnutridas y el
23.2% con bajo peso. Después de 5 meses recibiendo la harina fortificada en la comunidad
de El Rincon desaparecieron las mujeres malnutridas y al cabo de 10 meses el porcentaje de

mujeres con bajo peso era igual en las dos comunidades (airededor del 21%).

En pruebas clinicas realizadas en un afioc se observé que los que consumieron
tortillas fortificadas mejoraron la condicion de su cabello, ufias y piel. Se mejord las
anormalidades del cabello del 82 al 33%, uiias del 71 al 39% y piel del 65 al 21%. En
cuanto a los que consumieron tortillas regulares no obtuvieron alguna diferencia

significativa.

En cuanto a los niveles de hierro en la sangre, los nifios de preescolar alimentados
con tortillas fortificadas incrementaron del 11.7 al 12.7 g/dL los niveles de hierro en sangre
y los nifios en edad escolar del 12.6 al 142 g/dL. En la comunidad control no se
encontraron diferencias significativas. El contenido de acido folico y vitamina Bi» casi se
duplicé en la comunidad de El Rincén (de 2.7 a 5.2 ng/mL de acido folico y 108.6 a 209.2
pg/mL de vitamina B,3), mientras que en la comunidad control no existieron diferencias
significativas. Por ultimo se observd que la concentracion de creatina aumento un 44% en
la comunidad de El Rincén, mientras en el control permanecid constante. Como se
considera que la concentracion de creatina en la orina es proporcional a la masa muscular
magra (musculo), esto nos da una idea que las tortillas fortificadas ayudaron a formar masa

muscular.



Determinacion de la calidad proteica de alimentos

Normalmente se consideran dos pruebas para determinar la calidad de las proteinas

de un alimento considerando sus aminoacidos.

Perfil de aminodcidos: Se determina quimicamente la cantidad de cada aminoacido
esencial de las proteinas del alimento, sin considerar la digestibilidad o la utilizacion de la
proteina dentro del cuerpo. Este perfil de aminoacidos no refleja la biodisponibilidad de la
protcina en €l cuerpo, sin embargo, esta prueba es importante ya que muestra los
aminoacidos presentes en la proteina y podemos detectar desde aqui el faltante de algin

aminoicido de importancia para el estudio.

Valor de aminodcidos esenciales: Con esta prueba podemos identificar a los
aminoacidos limitantes para determinar la calidad proteica de un alimento, lo cual es muy
util para comparar a los alimentos nutritivamente. Este valor se calcula comparando el nivel
de aminoacidos presentes en la proteina del alimento estudiado con el nivel de aminoacidos
de una proteina de referencia que te6ricamente es nutricionalmente ideal para un grupo de
poblacion. El valor de aminoéacidos toma el aminoécido esencial de menor cantidad en la

proteina como referencia para determinar su calidad, usando la siguiente formula:

Valor de aminoacidos esenciales= Contemido de A.A. esencial de menor valor (mg/g

proteina)/Contenido del mismo A.A. en la proteina de referencia (mg/g proteina)

45



Este valor como el anterior no considera la digestibilidad ni la utilizacién de la
proteina dentro del cuerpo. Para considerar estos aspectos es necesario hacer pruebas

bioldgicas con animales de laboratorio o inclusive con humanos.

Pruebas biolégicas (in vivo)

Para determinar la calidad de proteina de un alimento es necesario hacer pruebas en
animales de laboratorio para determinar la digestibilidad y utilizacién de la proteina en su
cuerpo y asi hacer extrapolaciones hacia ¢! ser humano. Normalmente se realizan las

siguientes determinaciones:

Digestibilidad aparente de proteina: Se busca encontrar qué tanto de la proteina
consumida del alimento estudiado entro al cuerpo. Para esto se alimenta el animal con el
alimento a estudiar y se recolecta las heces durante un periodo de tiempo. Al final se
determina la cantidad de proteina que el animal consumio y la que perdi6 en las heces
mediante una prueba de cantidad de nitrégeno y se determina el % de nitrogeno que se

absorbi6 usando la siguiente formula:

Digestibilidad aparente de proteina= [Nitrégeno ingerido — Nitrdgeno fecal] /

Nitrégeno ingerido x 100
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Valor biolégico (VB): Esta prueba determina la calidad de una proteina
considerando las pérdidas que se tienen en la orina y heces en animales de laboratorio. Si la
proteina que tiene el alimento no tiene un contenido de aminoacidos esenciales adecuado, el
cuerpo desechara gran cantidad de nitrogeno por la orina. Para esto se determina con la

formula;

Valor Biologico (VB)= [Consumo de alimento (%N) — heces (%N) — orina (%N)] /

Consumo de alimento (%N) ~ heces (%N) x 100

Utilizacion neta de proteina (NPU): Esta prueba considera la evaluacion de la
digestibilidad de la proteina asi como el contenido de aminoacidos esenciales. La formula

que se utiliza es:

Utilizacion neta de proteina (NPU) = (% de digestibilidad de proteina) (%VB) / 100

Relacion de eficiencia proteica (PER): Representa €] aumento de peso del cuerpo
del animal estudiado dividido entre los gramos de proteina consumida. Esto nos da una idea
global de la calidad de proteina, para esto se utiliza la formula:

PER= g de peso ganado / g de proteina consumida

Dos grupos de ratas son usadas las cuales consumen 10% de proteina en sus dietas,
un grupo consume la proteina estudiada y el otro la proteina de referencia (normalmente
caseina). Normalmente el PER del grupo control se ajusta a 2.5 y del grupo estudiado se
hace el mismo ajuste usado en el grupo de referencia, esto permite comparar pruebas de

distintos laboratorios.
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Valor del aminodcido esencial limitante corregido por digestibilidad de proteina
(PDECAAS): Se considera el valor del aminoacido limitante de la proteina estudiada y la
digestibilidad de esta proteina, para esto la formula utilizada es:

PDECAAS= (Valor del aminoacido limitante) (Digestibilidad verdadera de proteina) / 100

Este método utiliza como referencia los amino4cidos necesarios para nifios de 2 a 5
afios (el grupo mas demandante) y ha desplazado al PER como el mejor método para

evaluar la calidad proteica de un alimento (FAOQ/WHO, 1990).

Pruebas para determinar la memoria de corto plazo, memoria de largo plazo,

memoria de trabajo y desempeiio de aprendizaje en modelos animales

Sin memoria no podemos aprender y sin aprender no podemos vivir. Si el
organismo no acumulase experiencias en la memoria, para recordarlas en las nuevas
situaciones (proceso al que llamamos aprendizaje) no podria utilizar ninglin medio que lo
protegiese del peligro ni podria alcanzar los medios de obtener satisfaccion. La memoria
involucra algunos procesos que nos permiten registrar (codificacion), retener
(almacenamiento) y evocar (recuperacion) la informacién. Cada uno de estos procesos es
diferente y tiene también funciones diferentes. La codificacién es el proceso mediante el
cual registramos inicialmente la informacion, de manera tal que puestro sistema de
memoria la pueda utilizar. El hecho de que exista cierta informacion que no podamos
evocar en un momento determinado puede deberse a dos razones: que nunca hayamos sido
expuestos a esa informacion y, en consecuencia, es imposible que la hayamos podido

registrar; o que dicha informacién no haya sido codificada inicialmente; es decir, no haya
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sido registrada de manera significativa. Otro de los procesos del sistema de memonia es el
almacenamiento. Este proceso consiste en guardar la informacion en la memona vy
conservarla hasta que la necesitemos. Si la informacion no es almacenada, es obvio que no
podra ser evocada. El ultimo proceso es la recuperacion. Este proceso nos permite localizar
la informacion que tenemos almacenada en la memoria cuando queremos utilizarla. Sélo
podremos evocar aquella informacion que ha sido codificada y almacenada. Por lo tanto,

sOlo si se dan los tres procesos, seremos capaces de recordar (Atkinson y Shiffrin, 1968).

Aunque los procesos de codificacion, almacenamiento y recuperacién son
necesarios para que la memoria funcione, no describen que es lo que pasa con la
informacion desde que llega a nuestros sentidos hasta que la guardamos en nuestro
almacén. Algunos investigadores, que se han dedicado a estudiar el sistema de la memoria,
sugieren que esta informacion pasa por diferentes niveles de procesamiento (Craik y
Lockhart, 1972), mientras que otros sefialan que existen tres tipos de almacenamiento en la
memoria Y que éstos varian en cuanto a sus funciones y al tiempo que retienen la

infarmacion (Atkinson y Shiffrin, 1968).

Memoria de corto plazo (MCP): es un tipo de memoria que almacena cantidades
limitadas de informacion por periodos breves. Si las unidades de informacion que se
almacenan en este tipo de memoria no reciben un procesamiento cuando llegan a €l
desaparecerdn, aproximadamente, entre quince y veinticinco segundos. Un ejemplo simple

puede ser un nimero de teléfono que buscamos en nuestra libreta y que mantenemos en la

49



memoria para utilizarlo por tan s6lo unos pocos segundos mientras hacemos la llamada y
luego desaparece. La memoria de corto plazo no sélo tiene limitaciones en cuanto al tiempo
de duracion del almacenamiento de la informacion (entre 15 y 25 segundos) sino que,
ademas, tiene limitaciones en su capacidad. Es decir, s6lo podemos almacenar en ella cierta
cantidad de informacién y no mas; es como si fuera una caja en la cual queremos guardar
un objeto que no cabe porque el objeto es mas grande que el espacio de la caja. Estudios
realizados (Miller, 1956) han encontrado que la capacidad de almacenamiento de este tipo
de memoria es, basicamente, de siete unidades de informacion, pero que puede variar entre
cinco y nueve unidades. La memoria a corto plazo se puede concebir como una de las
etapas cn la secuencia de procesamiento de informacion, en la cual el material recibido
debe ser atendido por nosotros con el fin de trabajarlo mediante procesos de agrupamiento,

ensayo o elaboracion, para poderlo almacenar posteriormente en la memoria de largo plazo.

Memoria de largo plazo (MLP): es el Gltimo almacén de nuestro sistema de
memoria. En €l guardamos la informacion recibida a través de los sentidos la cual, al ser
elaborada en nuestra memoria de corto plazo, puede ser transferida a este tipo de memornia.
La MLP es ilimitada, no sélo en cuanto al periodo de duracién de la informacion en él, sino
también en cuanto a su capacidad, es decir, la cantidad de unidades o grupos de
informacion que podemos almacenar. En la MLP tenemos almacenados los conceptos y las
asociaciones o relaciones que existen entre ellos. Los conceptos pueden ser objetos
percibidos (por ejemplo, canario), rasgos de conceptos (por ejemplo, amarillo, rojo,
cuadrado, redondo), relaciones entre conceptos (por ejemplo, arriba, debajo, delante) o

conceptos de alto nivel (por ejemplo, familia, sabiduria, paz), (Shen et al., 1994).
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Memoria de trabajo (MT): Es una funcién del 16bulo frontal del cerebro. Es la
habilidad de mantener informacion ya procesada en la memoria de corto plazo, durante un
corto periodo de tiempo en primer plano, mientras se lleva a cabo el procesamiento de la
nueva informacién que va llegando al sistema, al mismo tiempo que se recupera
informacion de la memoria de largo plazo, v se reconoce nuevo matenal. Esto nos permite
comparar la informacion nueva con lo que ya poseemos sobre un tema. La memoria de
trabajo estd compuesta por dos sistemas, uno ejecutivo y otro subsidiario. El sistema
ejecutivo actila como procesador de la informacion que nos ingresa, mientras que el sistema
subsidiario almacena los datos. Por ¢jemplo cuande hacemos calculos aritméticos el
sistema ejecutivo recuerda el tipo de operacion aritmética (suma, resta, etc.) que hay que
realizar mientras que el sistema subsidiario almacena los nimeros que vamos obteniendo.
Es importante destacar que el funcionamiento de estos sistemas debe ser simultaneo, y que
la memoria de trabajo tiene una capacidad limitada, que tiene que ser compartida por la
int;ormaci(')n que esta siendo procesada y el almacenamiento de los datos. Si el sistema
ejecutivo ocupa mas espacio de trabajo, menos lugar o capacidad habra para que el sistema
subsidiario almacene datos. La memoria de trabajo es fundamental en el ser humano para la
lectura, porque ¢l lector debe decodificar y/o reconocer palabras mientras recuerda aquellas
que ya leyo. Es necesario retener y mantener el sentido de las palabras, y sostener el hilo
tematico, para poder comprender las ideas; en caso contrario, €l proceso de comprension se
interrumpe. Al leer un texto debemos extraer las relaciones semanticas y sintacticas entre
las palabras sucesivas, y recordar el sentido de las frases que ya se han leido, para llegar a

captar el significado global del texto (Atkinson y Shiffrin, 1968).
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Desempeiio de Aprendizaje (DA): En un experimento con ratas a las que se les
colocaba en un laberinto a la salida del cual habia una caja con alimento, se observo que la
rata efectuaba movimientos totalmente inadecuados hacia adelante y atras, a derecha e
izquierda, al azar por completo. Todas estas idas y venidas frustraron los movimientos de
ensayo y error y s6lo un movimiento correcto habria de conducir a la salida, no sélo hacia
la libertad sino también al alimento, es decir, a un objeto satisfactorio. Mediante
repeticiones el movimiento acertado llegd a fijarse y las reacciones inadecuadas fueron
eliminadas gradualmente. Asi, el proceso de aprendizaje de la rata podria ser explicado

mecanicamente, por azar y fijacion.

Por mucho tiempo los laberintos se han utilizado para estudiar diversos aspectos del
aprendizaje. En los ultimos afios cada vez mas se ha utilizado el laberinto de agua o de
Morris para analizar la memoria y el aprendizaje en ratas. Este laberinto el cual consiste en
una piscina circular con agua tefiida y una plataforma oculta, en la cual la rata se introduce
y se deja nadar hasta encontrar la plataforma tiene la ventaja sobre otros laberintos ya que
la rata tiene que estar en constante movimiento y no puede seguir rastros de olores (Morris,

1981).

Los experimentos con animales han hecho comprensibles ciertos mecanismos del

aprendizaje, pero no han revelado su proceso mas intimo. Es muy arriesgado utilizar las
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relaciones de los animales para explicar las funciones humanas, especialmente en la
suposicion de que los actos de los animales son basicamente de la misma clase que los
humanos. Sin embargo algunos autores han logrado correlacionar ciertas variables del
comportamiento amimal al comportamiento humano. Gramsbergen y Westerga (1992)
relacionaron el tamafio del cerebelo y su contenido de ADN con el desempefio motor y
de memoria de trabajo en ratas de laboratorio, Pollit et al. (1993) relacioné estas
deficiencia motoras y de memoria con la habilidad de lectura y escrito en nifios

pequefios desnutridos.
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MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se utiliz6 maiz de alta proteina (QPM), y maiz regular cosechados en Jalisco y
Mérida durante el ciclo 2000. Estos maices fueron nixtamalizados siguiendo el proceso
tradicional en la planta Monterrey de MASECA. Las tortillas de masa regular (TMR) se

compraron en la tortilleria La Provincial.

La harina del maiz para elaborar las tortillas regulares enriquecidas (TRE) y para
elaborar las tortillas QPM enriquecidas (TQPME) se les agrego 5 mg/kg de vitamina By, 3
mg/kg de B,, 35 mg/kg de niacina, 2 mg/kg de acido folico, 30 mg/kg de hierro y 20 mg/kg
zinc. La harina para elaborar las tortillas enriquecidas y fortificadas con soya (TSYE) se
enriquecid de la misma manera a las anteriores y se le agregd 60 g de harina de soya
desengrasada a 940 g de harina para fortificarla, resultando con 6% en peso de harina de
soya. La hanna para elaborar tortillas QPM enriquecidas y fortificadas con soya
(TQPMSYE) se enriquecieron de la misma manera y se les agregé 30 g de harina de soya
desengrasada a 970 g de harina, obteniendo una harina final con 3% en peso de harina de

soya.

Las tortillas se elaboraron en la Planta Piloto de MASECA en donde 20 kg de harina
fue hidratada aproximadamente con 24 litros de agua y amasados por 4 minutos en una
amasadora Tecnomaiz. Posteriormente la masa fue alimentada a una tortilladora Rodotecm
la cual se les calibré sus rodillos para obtener la masa en forma de tortillas de

aproximadamente 35 g La masa formada fue hormmeada en un homno de tres pasos con
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quemadores de gas a una temperatura promedio de 300 °C por 35 segundos
aproximadamente. Las tortillas de masa fresca se elaboraron en el establecimiento
comercial cociendo 20 kg de maiz con 250 g de cal y 60 litros de agua entre 90 a 100 °C
por una hora. Se dejé remojar toda la noche (18 horas) y se le dio un lavado para eliminar el
pericarpio y el exceso de cal con un chorro de agua a temperatura ambiente. Se drend el
agua y se moli6 la masa en un molino de piedra volcanica. La masa resultante se moldeo y
se cocid en una maquina tortilladora (sin marca) a una temperatura de 220 a 240 °C por 1

minuto aproximadamente.

Elaboracién de las dietas

Se elaboraron las dietas de acuerdo a datos proporcionados por investigadores del
Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran (Tabla 1) quienes encuestaron a indigenas
Otomies sobre el consumo diario de alimentos (Mufioz de Chavez y Chéavez, 1997). Estos
datos se utilizaron para extrapolar la dieta tipica de un indigena mexicano a la dieta de

ratas.
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Tabla 3. Composicidon tipica de la dieta Otomi (peso seco)

ALIMENTOS % (peso seco)
Tortillas de Maiz 73.6
Frijol 3.46
Nopal 2.09
Pasta 1.10
Pan 1.36
Papa 0.24
Arroz 0.08
Leche 1.12
Carne 1.13
Huevo 0.61
Jitomate 0.26
Chile 0.39
Otras Verduras' 0.14
Frutas® 0.11
Aceite y Manteca’ 2.86
Azicar 11.45

1:1 Cebolla y zanahoria.
2 1:1:1 Platano, papaya y calabacitas
32:1 Aceite vegetal y manteca de cerdo

Las tortillas y todos los ingredientes himedos de la formulacion fueron
deshidratados en un horno de conveccion Electrolux a 60 °C por tiempos variables hasta
alcanzar humedades inferiores del 2% en base himeda. Posteriormente las tortillas fueron
molidas en un molino Wiley con malla de 2 mm. de apertura. El resto de los otros

ingredientes fueron molidos en un molino Moulinex.

Los ingredientes secos se pesaron y se mezclaron en una batidora Hobart por 3
minutos a velocidad media. Terminada la homogenizacién se procedio agregar lentamente
el aceite y la grasa previamente fundida, mezclandose por 5 minutos adicionales.
Finalmente las dietas fueron almacenadas en bolsas de polietileno, selladas y congeladas a -

5 °C para su posterior uso. Las dietas se ofrecieron en forma de polvo a los animales en
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crecimiento y en forma de pellets a las madres en gestacion y lactacion. Los pellets se
elaboraron agregandole 12 g de bentonita a 1 kg de la dieta en polvo, posteriormente se le
agreg6 1 L de agua por cada 7 kg de alimento. La bentonita y el agua se agregaron en una
batidora Hobart. Posteriormente los comprimidos se formaron en una embutidora Vemag
con una trompeta de 2 cm de didmetro. El extrudido fue cortado manualmente en pedazos
de 3 cm de largo aproximadamente y finalmente secados en un homo de convecciéon

Electrolux a 60 °C por 6 horas.

Se elaboraron cinco dietas experimentales basadas en diferentes tipos de tortillas
(Tabla 2) mas una dieta control positivo basada en caseina y suplementada con todos los

nutrientes esenciales requeridos por una rata en crecimiento (Tabla 3).

Tabla 4, Tratamientos utilizados en las pruebas de crecimiento para ratas de

laboratorio*.

Dieta Denominacién Fuente de Variacion
Control 1. Control Control positivo: caseina
Tortilla fortificada con 6% harina | 2. TSYE Harina de soya + enriquecimiento

de soya y enriquecida
Tortilla de alta calidad protetca 3. TQPMSYE QPM + harina de soya +

suplementada con 3% de enriquecimiento

harina de soya y

enriquecida
Tortilla de alta calidad proteica y 4. TQPME (QPM + enriquecimiento

entiquecida
Tortilla regular maseca 5. TRE Enriquecimiento

enriquecida
Tortilla masa fresca 6.TMR Control negativo

* [ as tortillas entiquecidas fueron suplementadas con una premezcla de vitaminas y minerales: tiamina,
riboflavina, niacina, ac. folico, hierro y zinc.
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Tabla S. Ingredientes utilizados para la elaboracioén de dieta control basada en
caseina (Bieri 1980).

Ingrediente Dieta Control
Caseina 20.0
Almidon de Maiz 50.0
Azucar 15.2
Aceite de Algodon 5.0
Celulosa 5.0
Minerales AIN 3.5
Vitaminas AIN 1.0
DL-Metionina 03

La dieta control contuvo azicar para incrementar su palatabilidad.

Caracterizacion quimica nutrimental de las dietas.
Se realiz6 una caracterizacion quimica nutrimental de las dietas siguiendo

metodologias oficiales de la AOAC (1990).

Determinacion de energia metabelizable

La energia metabolizable de las tortillas y dietas fue calculada en base al contenido
de carbohidratos solubles (ELN), proteina y grasa (extracto etéreo), por medio de la
siguiente formula (USDA, 1982):

EM = (%ELN * 4kcal/g) + (%proteina * 4kcal/g) + (%oextracto etéreo * Skcal/g).

Determinacion de aminoicidos

Se determiné el perfil de aminoacidos de las dietas basadas en tortillas mediante el
empleo de un HPLC (Kamp, 1991), donde las muestras primeramente fueron hidrolizadas
con HCI 6N a 110 °C por 24 horas. Para le determinacion espectrométrica los aminoacidos
se derivatizaron con fenil-tio-carbamato para ser posteriormente separados en una columna

de fase reversa antes de proceder a su cuantificacion con un detector UV de fluorescencia.
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El triptofano se determiné hidrolizando las muestras con hidroxido de bario y utilizando el

método colorimétrico con dimetil-amino benzaldehido.

Bioensayos con ratas

Se formaron seis grupos de ratas recién destetadas a las cuales se les alimenté con
las 6 diferentes dietas descritas anteriormente. Un total de 90 ratas Winstar, 54 hembras y
36 machos, de 21-24 dias de edad (peso promedio de 40-50 g) fueron bloqueadas por sexo
y peso inicial y se asignaron al azar a los diferentes tratamientos. Inicialmente, las ratas
hembras (9/tratamiento) se mantuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable en
condiciones ambientales controladas (temperatura de 20-22°C y alternando periodos de 12
horas de luz y oscuridad artificial). El alimento y el agua se proporcioné ad libitum.
Paralelamente, dos grupos de 3 machos por tratamiento se alojaron en jaulas colectivas. Se
condujo un estudio de crecimiento en las ratas hembras de primera generacion por 60 dias,
dividido en dos etapas de un mes cada una. Periodicamente, se registro el peso de las ratas
y el alimento consumido. Durante la tercera y cuarta semana del ensayo se recolectaron
diariamente heces y orina para determinar la digestibilidad de la materia seca, energia,
proteina y los parametros de retencion de nitrogeno (valor biolégico y utilizacién neta de la
proteina). Durante la quinta a octava semana del ensayo se realizaron las pruebas de

memoria y desempeiio en el aprendizaje.

Después de los 60 dias de crecimiento tres ratas hembras se colocaron en jaulas
colectivas con el objetivo de que se aparearan con un macho del mismo tratamiento. Las
ratas se identificaron por medio de muescas en sus orejas. Se dejaron 6 dias con cada uno

de los machos por un total de 18 dias. Las ratas hembras entran en celo cada cuatro dias;
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durante los 18 dias totales tuvieron cuando menos cuatro oportunidades de prefiarse.
Posteriormente, las hembras se separaron de los machos y los machos se sacrificaron.

Durante el sacrificio, las ratas se anestesiaron con éter.

Las ratas prefiadas se separaron en jaulas de matemnidad individuales. Al dia del
parto, se registrd el nimero de crias y el peso total de la camada. Posteriormente, las crias
tuvieron 28 djas de lactancia. Al terminar la lactancia, se determiné el nomero de hembras
y machos de cada camada, se pesaron las ratas individualmente y se registré el namero de
las crias sobrevivientes. Posteriormente, se escogieron seis crias (tres hembras y tres
machos) con el peso promedio de la camada para continuar un estudio de crecimiento de la
segunda generacion por 28 dias. Al resto de los individuos de las camadas asi como las
hembras adultas se sacrificaron con puncién intracardiaca. A las hembras adultas se les
extrajo quinirgicamente el cerebro y el cerebelo. El cerebro y cerebelo de las ratas se
pesaron y se cortaron sagitalmente, con el objetivo de separar a los dos hemisferios. Un
hemisferio cerebral se utilizo para estudios histologicos y cuantificacion de mielina y el

otro para cuantificar el ADN, ARN y proteina.

Estudio metabélico

Seis hembras de cada tratamiento se instalaron individualmente en jaulas
metabolicas por 10 dias en los cuales se obtuvieron las heces y la orina diaria y se
cuantificé el alimento consumido. Para prevenir pérdidas de nitrégeno, a la muestra de
orina se le agregd 1 mL de HCI:H>0 (1:1) y se almacené en un congelador junto con las
heces. La muestra total de orina se filtr6 a través de un filtro de papel Whatman No.1 y se

aford con 100 mL de agua destilada para la determinacion de nitrégeno (AOAC, 1990). Las
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heces fueron secadas en un home de conveccion a 60 °C, limpiadas, molidas en un mortero
y pesadas para el andlisis posterior de humedad y nitrégeno (AOAC; 1990). Las
digestibilidades y el valor de retencion de nitrégeno fueron calculados de la siguiente
manera:

Digestibilidad aparente de proteina= [Consumo de alimento (%6N) — heces (%N)] /

Consumo de alimento (%N) x 100

Valor Biologico (VB)= [Consumo de alimento (%N) — heces (%N) — orina (%6N)] /

Consumo de alimento (%N) — heces (%N) x 100

Utilizacién neta de proteina (NPU)= (% de digestibilidad de proteina) (%VB) / 100

Valor del aminoacido esencial limitante corregido por digestibilidad de proteina
(PDCEAAS)= [Valor de aminoacidos esenciales (%)) (Digestibilidad aparente de

proteina (%)] / 100

Cuantificaciéon de proteina, ADN y ARN
Se pesé la mitad del cerebro y cerebelo y se homogenizaron por separado con un
poco de agua bidestilada fria. El homogenizado se afor6 a 25 mL con agua bidestilada. Dos

alicuotas de 5 mL se secaron en una estufa a vacio a 60 °C para obtener el peso del cerebro

SE€CO.

Para determinar el contenido de proteina del cerebro se tomé por duplicado una

alicuota de 2 mL y se digirié con 3 mL. de H>S04 y 1 g. de K;S04:CuSO;4 (25:1) en un
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micro-Kjeldahl. El contenido de nitrégeno fue determinado después de aforar la muestra a
25 mL con agua destilada usando un Orion 901 microprocesador ionanalizador (Orion
Research, Inc. Cambridge, MA). Se utiliz6 seralblimina de bovino y sulfato de amonio para
estandarizar el procedimiento. El contenido de proteina se estimé multiplicando el

contenido de nitrogeno por 6.25.

Se tomaron otras alicuotas de 2 mL. por duplicado para determinar el ADN y ARN
del cerebro y cerebelo utilizando el Kir de cuantificacion ARN/ADN BDtract™® (Maxim
Biotech Inc., San Francisco, CA) siguiendo las técnicas modificadas de Chattopadhyay et
al. (1993) para el aislamiento de muestra y de Schmidt y Thannhauser (1945) y Burton
(1956) para la cuantificaciéon. Se tomaron 100 ul de muestra y se mezclaron con 400 pl del
reactivo lisis (RS1) en un tubo estéril de polipropileno vertiendo varias veces el tubo. Se
agregaron 150 pl del reactivo para precipitar el ARN (RS2) frio y enseguida se agregaron
350 pl de cloroformo y se dejé 5 minutos en hielo. Enseguida se centrifugé a 12,000 rpm y
se recupero la fase acuosa superior (el precipitado se usa para la determinacion del ADN).
Se agregaron 650 ul de isopropanol frio a la fase acuosa superior y se centrifugd por 15
minutos a 4 °C. Se removio el liquido sobrenadante; y el precipitado se lavd con etanol
(75%). La muestra fue secada a 50 °C a vacio y una vez seca se diluyé con agua bidestilada.
Al precipitado con ADN se le agregaron 100 pl del reactivo para extraer €l ADN (DS1) y
se agito hasta obtener un liquido blanco homogéneo. La muestra se centrifugd por 10 min. a
4 °C y se recuper¢ el liquido sobrenadante en otro tubo. Se procedid a lavar de la misma
manera por dos veces mas. Se agregaron 300 pl de cloroformo y se centrifugé 5 minutos a

4 °C. Enseguida se agregé 1/10 del volumen total de muestra con €l reactivo para precipitar
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el ADN (DS2) y con igual cantidad de isopropanol frio y se mezcld bien. La muestra se
conservO una hora a -80 °C y a -20 °C por toda la noche. Se centrifugd por 15 minutos a 4
°C, se deseché el liquido sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol (75%). La
muestra se suspendié con 25 a 50 pl de Buffer TE (pH=8.0). Se registro la absorbancia de
las muestras a 260 nm/280 nm utilizando ADN de timo de becerro (Sigma, St. Luis, MO) y
ARN de levadura (Schwartz, Mann, Orangeburg, NY) para realizar las curvas de
calibracion. La pureza del ARN se determiné calculando el valor de absorbancia a (Azeg) /
(A280) = 1.8 2 2.0 y para el ADN (Ass)/ {A280) = 1.6 a 1.8. Para la cuantificacion del ADN
¥ ARN se utilizé la férmula:

Conc.= (Agso) (200) (50) / (AZGO) (] 0)

Anailisis histologicos del hipotilamo

Para calcular la densidad de las sinapsis entre neuronas se procedio a utilizar el
método modificado de Nelson y Silverstein (1994), en el cual se congelé una mitad del
cerebro a -25 °C. Enseguida se procedi a cortar 3 o 4 laminillas de 15um de grosor usando
un Criostato (Bright Instruments, Huntingdon, Ing.). Las muestras fueron colocadas en
laminas cubiertas con poli-L-Lisina. Posteriormente la muestra fue empapada con
diaminobencidina (DAB) y se dejo a 37 °C por 2 h en oscuridad. Posteriormente se
sumergieron las laminillas 3 veces por 5§ minutos en una solucion buffer de fosfato a
temperatura ambiente. Se secaron a temperatura ambiente y se cubriéron con un
cubreobjetos. Las muestras ya tefiidas fueron observadas a través de un objetivo 4X de un
microscopio (Modelo BH-2, Olympus America, Melvilla, NY) usando un filtro verde

(longitud de onda 510-550 nm) para aumentar el contraste. A la mejor laminilla se le tomo
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una foto a 40X de magnitud utilizando una camara Cohu 4915 (San Diego, Ca) y la
imagen se digitalizé y transformé en escala de grises utilizando ¢l programa NIH Image en
una computadora Macintosh 8500. Este programa asigna valores entre 1 a 256 dependiendo
de la intensidad del color negro de la escala de grises, las areas completamente negras se les
asigna el valor mas alto (256) y a las completamente blancas el valor mas bajo (1). El
programa suma los valores totales de la imagen y los divide entre el valor de una imagen
completamente negra dando el resultado en porcentaje. Con esto se puede tener un valor
aproximado de la densidad de sinapsis entre neuronas ya que entre mas densidad, mayor los

puntos oscuros de la imagen y mayor el porcentaje.

Cuantificacién de la mielina del cerebro y cerebelo

La mielina fue aislada siguiendo el método modificado de Folch et al. (1957), en el
cual se peso la mitad del cerebro y cerebelo sobrante del analisis histologico y se dejo 24 h
por separado en una solucion cloroformo/metanol/agua 8:4:3 (v/v/v) con 0.02 g/L. de BHT
para minimizar la oxidacion posterior. Después la muestra se homogeneizé con 10
volimenes de una solucion de 0.32mol/L de sacarosa. La mezcla homogeneizada se diluyo
con 14 volumenes de una solucion de sacarosa 0.8mol/L y se centrifugd por 70 minutos a
12,000 rpm. Se obtuvo la mielina como una sustancia oleosa en la parte superior de los
tubos de centrifuga y enseguida se le agregd 30 mL de agva bidestilada en forma de hielo
picado. La solucion se conservé por 20 minutos agitandola continuamente y se volvio a
centrifugar. La mielina separada fue resuspendida con una sohicién de sacarosa 0.32mol/L
y vuelta a centrifugar. La mielina resultante se lavd 2 veces mas agregandole agua
bidestilada en forma de hielo picado y centrifugandola. La muestra final se secO en una

estufa a vacio a 60 °C y se peso.



Analisis de memoria y desempeiio de aprendizaje

Se utilizé un laberinto de agua Morris modificado (Morris, 1981) que consistié en
un tangue circular de 1.6 m de diametro y 60 cm de altura pintado en su interior de blanco,
el cual se 1lend con 30 cm de agua tefiida con almidon de maiz (26 °C +/-2°C), para ocultar
una plataforma de 10 x 10 cm la cual se situd a 1 cm de profundidad. Se localizé ¢l tanque
entre tres objetos visibles para las ratas (triangulacion) y se dividié el tanque en cuatro

cuadrantes imaginarios: noreste, noroeste, suresie y suroeste.

Se realizaron pruebas de memoria y de desempeiio de aprendizaje en las cuales se
midié el tiempo en que la rata nadaba para localizar la plataforma (latencia) y el nimero de
errores medidos por el nimero de veces en que entra la rata a un cvadrante imaginario

incotrecto.

Memoria de Corto Plazo

Primero se realizé la prueba de punto de salida constante (memoria de corto plazo)
en la cual se instalo la plataforma en el cuadrante sureste y se introdujo a las ratas en el
agua en el punto del este. Se dejo que la rata nadara hasta encontrar la plataforma, si
pasando 120 segundos no la encontraba, la réta era colocada sobre la plataforma y dejada
ahi por 20 segundos para que reconociera el lugar. Se realizaron 25 pruebas consecutivas

(Griffith, 1998). Se determiné la latencia y el nimero de errores.

Memoria de largo plazo
Después de 3 dias de la prueba a corto plazo se realizé la prueba de punto de salida

constante a intervalos mayores de tiempo (memoria a largo plazo). El procedimiento es el
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mismo que el de la memoria a corto plazo sélo que se realizaron cuatro pruebas diarias. Las
pruebas se realizaron hasta que el promedio de latencia por iratamiento fue igual o inferior

a 10 segundos en 3 de las 4 pruebas por 2 dias consecutivos (Griffith, 1998).

Memoria de trabajo

La prueba de punto de inicio variable (memoria de trabajo) se realizé en tres dias
consecutivos de los cuales se realizaron 6 pruebas diarias. El punto de inicio se localizaba
en el sector este en las pruebas 1, 2, 4 y 5, mientras que en la 3 y 6 se ¢cambio el punto de
inicio en el siguiente orden pseudo al azar: noreste, noroeste, sur, oeste, norte, suroeste

(Griffith, 1998).

Desempeiio de aprendizaje

Por ultimo se evalud el desempeiio de aprendizaje, en 3 dias consecutivos se
realizaron 4 pruebas. En este caso se movio la plataforma a 180 grados de su posicion
inicial. El punto de inicio se cambio en el siguiente orden: norte, sur, este y oeste. Se midi6d

la latencia y los errores en los cuadrantes de cada prueba (Griffith, 1998).

Anilisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados usando el disefio experimental de bloques al azar.
Se calculo el valor de la Diferencia Minima Significativa (DMS) para detectar diferencias
entre los tratamientos. Para los anédlisis de correlacion se utilizd €l coeficiente de
correlacion de Pearson con dos colas con nivel de significancia de P<0.05 y P<0.01. Todos
los anélisis de los datos se llevaron a cabo utilizando el paquete computacional SPSS

(2001).



RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion de las dietas

El contenido de proteina de las dietas TQPMSYE y TSYE (Tabla 1) estuvieron mas
de 1.0% arriba que las otras dietas, esto muestra el efecto de la fortificacion de la soya. Es
interesante notar que la dieta TMR tuvo mayor cantidad de fibra cruda y cenizas debido a la
utilizacién de tortillas elaboradas de manera tradicional la cual conserva mayor contenido
de pericarpio y calcio después del proceso de nixtamalizacién. La mayor cantidad de fibra

presente ocasiona que la energia digestible de esta dieta fuera menor a las demas.

Tabla 6. Composicién quimica de las dietas’

Dieta” TMR | TRE TSYE | TQPM | TQPMS | Control
E YE

Humedad (%) 6.23 6.66 7.32 6.78 7.02 9.72
Cenizas (%) 2.65 1.82 1.79 1.66 1.72 4.15
Proteina (%) 9.5 94 110 96 10.5 16.9
Extracto etéreo (%) 3.23 3.06 4.04 3.67 3.90 4.85
Fibra cruda (%) 1.54 1.32 1.12 1.29 1.23 0.37
ELN ° (%) 83.1 84.4 82.1 83.8 82.7 73.7
ED" (kcal/100g) 399.5 402.7 408.8 406.6 407.9 406.5

! Expresadas en base seca, n=2.

2TMR = dieta basada de tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en torfilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = diela basada en tortilla de harina nixtamatizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida; TQPME = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de harina de
soya; Control = dieta basada en caseina.

*ELN = Extracto libre de nitrégeno.

“ED (Energia digestible) = (%ELN * 4 kcal/g) + (Yproteina * 4 kcal/g) + (Y%eextracto etéreo * 9 kcal/g).

Al valorar la calidad de los aminoacidos esenciales presentes en las diferentes dietas
(Tabla 2) observamos que la dieta TQPME, aunque tiene cantidades similares de proteina,

esta mas de 10 unidades arriba que las dietas elaboradas con tortillas de maiz regular,
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mostrando el beneficio de utilizar el maiz QPM. Las dietas en las que se incorporé la soya
tuvieron mas de 23 unidades arriba a las dietas de tortillas elaboradas con maiz regular y

mas de 10 unidades arriba que la dieta TQPME.

Tabla 7. Composicién de aminodcidos en las dietas '?

Dieta” TMR TRE TSYE TQPME | TQPMSYE | Control | FAO/WHI
Std.*
His 2.3 29 2.8 3.1 3.5 29 1.9
He 3.1 3.8 3.8 2.3 34 5.1 2.8
Leu 10.5 11.7 11.4 7.5 9.6 10.8 6.6
Lys 3.0 34 4.7 4.2 4.9 86 5.8
Met+Cys 2.9 3.9 3.7 3.5 3.5 3.9 2.5
Phe+Tyr 6.2 72 7.9 6.4 6.3 92 6.3
Thr 2.8 3.8 39 35 3.1 42 34
Trp 0.8 0.7 1.0 0.9 1.0 1.6 1.1
Val 3.7 4.8 89 52 5.0 6.9 3.5
VAAE® (%) | 51.7 58.6 81.0 72.4 84.5 100.0 100

! Expresadas en base seca, n=2.

% Los valores son expresados en g AA/100 g proteina (base seca).

* TMR = dieta basada de tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida, TQPME = dietas basadas en tostilla de harina de mafz QPM enniquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enniquecidas y fortificadas con 3% de harina de
soya;, Contro] = dieta basada en caseina.

4 Requerimiento para un nifio de 2 afios FAG/WHO (1984)

* Valor de amino4cidos esenciales = Aminoacido esencial limitante / requerimiento para un nifio de 2 afios FAO/WHO
(1984).

Estudio de crecimiento

Las ratas de la primera generacion alimentadas con la dieta control (Tabla III)
obtuvieron la mas alta conversién proteica. La dieta TQPMSYE (2.13 g de peso ganado/g
de proteina consumida) obtuvo los mejores resultados de las dietas con tortilla seguida por
las ratas alimentadas con las dietas TSYE y TQPME (1.84 y 1.89 g de peso ganado/g de
proteina consumida, respectivamente). La peor eficiencia de conversion proteica se observd

en los animales alimentados con las dietas TMR y TRE (0.98 y 1.41 g de peso ganado/g de
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proteina consumida respectivamente). Se encontrd una correlacion del 0.968, P<0.01 entre
el VAAE vy el peso final de las ratas y de 0.977, P<0.01 entre el VAAE vy la conversion
proteica. Esto confirma que el valor de aminoacidos esenciales esta intimamente
relacionado con la eficiencia de la conversidn proteica y por lo tanto de la ganancia de
peso. Las ratas control alimentadas con una dieta a base caseina tuvieron el mayor
crecimiento y conversion proteica. Estos datos estan acordes con ofras investigaciones
realizadas (Serna Saldivar et al, 1987, Serna Saldivar et al.,, 1988a, 1988b, Sproule et al.,

1988, Stylianopoulos et al., 2002).

Las ratas alimentadas con las dietas elaboradas con maiz regular sin fortificar (TMR
y TRE) presentaron pérdida de pelo y dermatitis severa especialmente después del segundo
mes de estudio. Se conoce que la deficiencia de niacina produce pelagra y dermatitis
(Neldner, 1988). Interesantemente las ratas alimentadas con maiz QPM y/o soya no
presentaron la dermatitis debido a la presencia de mayor cantidad de triptofano que es

convertido a macina (Koeppe, 1955).
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Tabla 8, Efectos del enriquecimiento y fortificacion de tortillas en el crecimiento de
ratas de la primera generacién’

Dietas” TMR® TRE’ TSYE’ | TQPME® | TQPMSYE | Control
3 3
Peso inicial® 48.55% 48 23* 48 45* 48.64° 48.45°* 48.10°
(2)
Peso final 68.98* 88.01° 121.12°¢ 113.02°¢ 120.67° 135.77°¢
(2)
AWL (g) 20.43" 39.78° 72.67°¢ 64.38° 712.22° 87.67°
CA® (g) 218.6° 298.6" 348 7™ 3643° 321.5™ 214.2°
CP (g) 20.8° 28.1° 38.4°¢ 35.0° 33.8° 36.2°
AWHYCP 0.98* 1417 1.89° 1.84°¢ 2.13¢ 242°
2Ll.)«s valores de cada columna con diferente letra(s) difteren significativamente (P<0.05).
n=8.
3N=9.

*TMR = dieta basada de tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida; TQPME = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en lortilla de harina de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de hartna de
sova; Control = dieta basada en caseina.

*Peso de la rata desteiada.

®Peso de las ratas a los 28 dias de crecimiento.

? AWT = Peso ganado.

ECA = Consumo de alimento (28 dias).

® CP = Consumo proteico (28 dias).

El mismo comporiamiento de crecimiento y de conversion proteica se observé en
las ratas de la segunda generacion (Tabla 4). Se obtuvieron correlaciones de 0.99, P<0.01
entre el VAAE y ¢l peso final de las ratas y de 0.964, P<0.01 entre el VAAE y la
conversion proteica. Este comportamiento es importante ya que existe evidencias que ratas
malnutridas durante sus primeras 3 semanas de vida nunca alcanzaran un tamafio normal

ain si son bien alimentadas en el futuro McCane, 1962).
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Tabla 9. Efectos del enriquecimiento y fortificacion de tortillas en el crecimiento de
ratas de la segunda generacion’

Dietas* TMR? TRE’ TSYE® | TQPME® TQPMSYE Control’
Peso inicial® | 22.62° 29.8° 36.81° 34.78° 37.59°¢ 42139
(8)
Peso final® 38.1* 4821° 84.35¢ 78.92° 87.53°¢ 123.46°
(8)
AWL (2) 15.48° 1841° | 47.54% 44.14° 49.94° 81.33°
CA? (g) 328.57 307.6¢ 246.7° 268.9° 242.1° 323.07
CP (g) 313° 28.91° 27.14™ 25.82° 25.42° 35.21¢
AWL/CP 0.49° 0.63° 1.75¢ 1.71° 1.96° 231°
;m valores de cada columna con diferente letra(s) difieren significativamente (P<0.05).
o= 3.

*n=6.

*TMR = dieta basada de tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = dieta basada en tertilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida, TQPME = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla d¢ harina de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de harina de
soya; Control = dieta basada en cascina.

>Peso de la rata destetada.

¢Peso de las ratas a Jos 28 dias de crecimiento.

" AWT = Peso ganado.

A = Consumo de alimento (28 dias).

# CP = Consumo proteico (28 dias).

Comparando las dos generaciones (Tabla 5) se puede observar que todas las ratas de
la segunda generacion tuvieron menor peso después del periodo de lactancia y después del
periodo de alimentacion de 28 dias que las de la primera generacion. Estos datos se esperan
por la falta de aminoacidos esenciales de las dictas basadas en tortilla, sin embargo no en la
dieta control. Por lo que se supone algin factor ambiental afecté el crecimiento de las
ratas. Sin embargo en cuanto a la conversion proteica no se obtuvo diferencia significativa
en las dos generaciones de las ratas control, asi como en las dietas TQPME, TSYE y
TQPMSYE. La conversion proteica en las ratas alimentadas con las dietas TMR y TRE de
la segunda generacion disminuy6 cerca del 50% comparado con los de la segunda, esto

demuestra la severidad de la desnutricién continua en dos generaciones. Stylianopoulos et
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al. (2002) observaron este mismo comportamiento en pruebas similares, pero la
disminucién fue de manera mas pronunciada (cerca del 70% de la conversion proteica

abajo) en la segunda generacion.

Tabla 10. Comparacién del crecimiento entre la primera y segunda generaciéon de

ratasl
Dietas” Peso Peso AwWe: | CA’(g) | CP°(g) | AWLCP
inicial® (g) | fimal’ (g)
TMR 1° Generacion® | 48.55° 63.98° [2043° [2186% | 208° 0.98°
2° Generacion | 22.62 38.10* |[1548* [3285° |[313° 0.49°
TRE 1°. Generacion® | 48 23 ° 88.01° [3978° [2986* |[2810° [1.41°
2° Generacion' | 29.80° 4821* [1841* |3076° |2891° [0.63°
TSYE 1° Generacion® | 48.45° 121.12° [72.67° |348.7° |384° 1.89°
2°. Generacion | 36,812 8435%° [4754* [246.7% |27.14* |1.75°
TQPME 1°. Generacion® | 48.64° 113.02° [6438° [3643° |3500° | 1.84°
2. Generacion' | 34.78° 7892% [44.14® | 26897 [2582* [1.71°
TQPMSYE | 1* Geperncien® | 48.45° 12067° [7222° [321.5° |[3380° [213°
2% Generacion' | 37.592 87.53% [49.94* [2421° [2542° | 1.96°
Control 1° Generaciéen® | 48.10° 135.77° | 87.67° |2142% |[36.20" |242°
2° Generacion' | 42,132 123.46* [8133% |2230* |[3768" [231°

; Los valores de cada tratamiento en cada columna con diferente letra(s) difieren significativamente (P<0.05).
n= 8.

n=19.

4 Promedio de 6 observaciones

*TMR = dieta basada de tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas, TSYE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida; TQPME = dietas basadas en lortilla de hanna de maiz QPM enriguecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de harina de
soya; Control = dieta basada en caseina.

SPeso de ]a rata destetada.

"Peso de las ratas a los 28 dias de crecimiento.

8 AWT = Peso ganado.

?CA = Consumo de alimento (28 dias).

19 CP = Consumo proteico (28 dias).

Ratas alimentadas con las dietas TSYE (69.99% BV, 58.34% NPU) y TQPMSYE
(69.59% BV, 59.16% NPU) tuvieron los mejores valores biolbgicos y de utilizacioén neta de
proteina seguida por la dieta TQPME (64.23% BV, 55.89% NPU). Los animales
alimentados con la dieta TRE (55.64% BV, 47.75% NPU) y TMR (39.35% BV, 33.83 %

NPU) tuvieron los valores menores (Tabla 6).
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Los valores de retencién de nitrogeno estuvieron muy relacionados con el PDECAAS
(valores de correlacion BV=0.838, P<0.05 y NPU=0.928 P<0.01), esto indica que es un
excelente indicador de calidad proteica. Los animales alimentados con dietas a base de
maiz QPM y/o fortificadas con soya ganaron mas peso y retuvieron mas eficientemente el
nitrogeno que las ratas alimentadas con dietas de tortilla regular sin fortificar como en otros
estudios publicados (Sproule et al, 1988, Sullivan et al, 1989). Investigaciones realizadas
por Bressani et al. (1974), Serna Saldivar et al. (1988a) y Stylianopoulos et al. (2002)
claramente demuestran que la adicion de soya no afecta la digestibilidad proteica de la
tortilla € incrementa la retencion de nitrogeno y crecimiento de animales de laboratorio. La
dieta TQPME tuvo ligeramente mejor digestibilidad que el resto de las dietas, esto no esta
de acuerdo con Eggum et al. (1979) que menciona que la digestibilidad del maiz QPM es

menor al maiz regular.
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Tabla 11. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento de tortillas en valores de
digestibilidad y retencién de nitrégeno de las ratas de la 1°, generacién’*

Utilizacion
Digestibilidad aparente (%) Valor PDECAAS’
Dietas’ neta de
biologico (%)
proteina (%)
- 0,
Materia Peoruing (%)
Seca
TMR
90.14° 85,70 39.35° 33.83* 44312
TRE
90.34* 85.65% 55.64° 47.75" 50.19°
TSYE

88.24° 83.35°% 69.99¢ 58 349 67.51¢
TQPME

92.46"° 86.94"° 64.23° 55.89°¢ 62.94°

TQPMSYE

89.63° 85.02" 69.59¢ 59.16¢ 71.849
Control

95.65°¢ 94,53 ° 72.21° 68.27° 94.53°¢

Expresadas en base seca, n=6,

TMR = dieta basada dc tortilla de masa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriquecida, TQPME = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QFM enriquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de harina de
soya; Control = dieta basada en caseina.

* Valor del aminoé4cido esencia] limitante carregido por digestibilidad de proteina

*Los valores de cada columna con diferente letra(s) difieren significativamente (P<0.05).

Los efectos del enriquecimiento de la harina nixtamalizada de maiz con vitaminas y
minerales se pueden apreciar observando las diferencias registradas entre los tratamientos
de TRE y TMR. En el cual se obtuvo casi 20 g méas de peso promedio en las ratas de la
primera generacion alimentadas con la dieta TRE a los 28 dias de estudio y una tasa de
utilizacion de proteina (peso ganado/consumo de proteina) de 0.43 unidades arriba que la

dieta TMR. En la segunda generacion la diferencia entre los tratamientos TMR y TRE fue
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también significativa pero con diferencias menores (ganancia de peso 15.48 g y 1841g y
utilizacion de proteina de 0.49 y 0.63 respectivamente). No se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la digestibilidad aparente de materia seca y proteina, sin embargo
¢l Valor Biologico y la Utilizacion Neta de Proteina si registraron diferencias significativas

(V.B. > 16%, NPU > 14%) a favor de la dieta TRE.

Si comparamos Jas ratas de la dieta TRE y las alimentadas con la dieta TQPME
podremos observar el beneficio de utilizar el maiz QPM sobre el maiz regular. Observamos
que la cantidad de proteina en ambas dietas es semejante (9.4% vs. 9.6%), sin embargo el
balance de amincacidos esenciales es muy superior en la dieta TQPME que en la dieta TRE
(72.4% vs. 58.6%). Esto ocasion6 que las ratas alimentadas con la dieta TQPME ganaran
mas de 25 g de peso en los 28 dias de alimentacion en la primera generacién y mas de 30 g
en las ratas de la segunda generacién comparadas con las ratas TRE. La utilizacion de
proteina (peso ganado/consumo de proteina) también fue mayor en las ratas TQPME (1°.
generacion= 1.84, 2° generacion= 1.71), que en las ratas TRE (1°. generacion= 1.41, 2°.
generacion= 0.63). Se observd que ambos parimetros se agudizaron en la segunda
generacién evidenciando las bondades de Ia utilizacion del maiz QPM. No se evidencio un
cambio de digestibilidad de la proteina en ambos tratamientos, pero si en la digestibilidad
aparente de materia seca donde la dieta TQPME obtuvo un 93.46% vs. 90.34% de la dieta
control. L.os mejores Valores Biologicos (64.25% vs. 55.64%) y Utilizacion Neta de

Proteina (55.89% vs. 47.75%) se abservaron en animales alimentados con la dieta TQPME.

Comparando los resultados de la dieta TRE (tortilla regular enriquecida) vs. la dieta

TSYE (tortilla regular enriquecida + 6% de soya) ¥ por separado la dieta TQPME (tortilla
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QPM enriquecida) vs. la dieta TQPMSYE (tortilla QPM enriquecida + 3% de soya). Las
primeras diferencias que podemos apreciar son en el nivel de proteina y valor de
aminoacidos esenciales. La dieta TRE contenia 9.4% de proteina y un valor AAE de
58.6%, en contraste la dieta TSYE contenia 11.0% de proteina y un valor de AAE de
81.0%. Por su parte la dieta TQPME contenia 9.6% de proteina y un valor AAE de 72.4%,
en contraste la dieta TQPMSYE contenia 10.5% de proteina y un valor de AAE de 84.5%.
Esto primeramente se visualizd en el mayor peso de las ratas de la primera generacion
alimentadas con las dietas fortificadas. Las ratas de la dieta TRE (88 g peso final) crecieron
menos a los 28 dias de alimentacion que las contrapartes alimentadas con la dieta TSYE
(121.12 g peso final). Se observé el mismo comportamiento con la dieta TOQPME (113.02 g
peso final) y la dieta TQPMSYE (120.67 g peso final) aungue con una diferencia menor
gracias al mejor balance de AAE del maiz QPM. Lo mismo se repitié con las ratas de la
segunda generacion donde las diferencias de peso fueron mayores debido a la carencia de
nutrimentos acumulados en las etapas prenatal y de lactancia. Las ratas alimentadas con la
dieta TRE pesaron al final de los 28 dias de estudio 48.2]1 g mientras que las ratas de la
dieta TSYE pesaron casi ¢l doble (84.35 g). Sin embargo las ratas de la dieta TQPME
pesaron significativamente menos (78.92 g) que las de la dieta fortificada con 3% de soya
(87.53 g). No se evidencio una diferencia significativa (p< 0.05) en la digestibilidad entre la
dieta TRE y TSYE, pero se noté un mejor Valor Biologico (69.99% vs. 55.64%) y
Utilizacion Neta de Proteina (58.34% vs. 47.75%) en la dieta TSYE. Al comparar las dietas
TQPME y TQPMSYE encontramos mejor digestibilidad en la dieta sin soya, sin embargo
la dieta TQPMSYE (con soya) tuvo valores mas altos de Valor biolégico (69.59% vs.

64.23%) y Utilizacién Neta de Proteina (68.27% vs. 59.16%).
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Los efectos de la adicion de 6 y 3% de harina de soya desengrasada a las tortillas de
maiz regular QPM respectivamente, afectaron la concentracion proteica y el valor de AAE.
Cabe mencionar que para la dieta TQPMSYE se agregé 3% de soya al maiz QPM
esperando un nivel semejante al valor de aminoacidos esenciales que la dieta TSYE. Las
dietas TSYE y TQPMSYE contenian 11% y 10.5% de proteina y un valor de aminoacidos
esenciales de 81.0 y 84.5% respectivamente. Se puede observar que aunque la dieta
TQPMSYE tiene menor contenido de proteina, la calidad de esta proteina es de mejor
calidad que de la dieta TSYE. Gracias a esto, se obtuvo uwna mejor ganancia de
peso/proteina consumida en las ratas alimentadas con la dieta TQPMSYE, tanto en la
primera ¢como en la segunda generacion. No se¢ encontraron diferencias significativas en
cuanto a la digestibilidad aparente de materia seca y proteina, Valor Biologico y la
Utilizacion Neta de Proteina entre los dos tratamientos, por lo que la utilizacion de QPM
reducir en la mitad el nivel de fortificacion con soya sin afectar el nivel proteico
nutrimental de la tortilla, presentando ventajas economicas y posiblemente organolépticas o

sensoriales de la tortilla.

Estudio de desempeiio reproductivo

Las ratas hembras alimentadas con las dietas control, TSYE, TQPME, TQPMSYE
obtuvieron un 100% de prefiez después de 18 dias de apareamiento mientras que las ratas
alimentadas con las dietas TRE y TMR obtuvieron valores de 77.7 y 37.5% de prefiez
respectivamente. La menor prefiez es asociada al menor peso de los animales debido a la
deficiencia de aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales. La deficiencia de proteinas

de alta calidad, hierro y acido folico se han asociado a bajos niveles de reproduccion
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(Alexander et al., 1988). Ademis las ratas hembras alimentadas con dietas control, TSYE,
TQPME, TQPMSYE tuvieron cerca de 8 a 11 crias/camada en comparacion a las 3 a 6
crias/camada de las dietas TRE y TMR. El peso al nacimiento fue similar en todos los
tratamientos pero el peso al final de lactacion y el numero de sobrevivientes después de €sta
fue mayor en las dietas control, TSYE, TQPME, TQPMSYE. Se tienen reportes que la
baja calidad proteica de las dietas incide en la baja produccion de leche de las hembras
ocasionando crias de menor peso (Alexander et al., 1988, Friggers et al., 1993, Rasmussen,

1988, Sakanashi et al., 1987).

Tabla 12. Efectos de )a fortificacion y enriquecimiento de tortillas en el % de preiiez,
peso de la camada y crecimiento de ratas lactantes®

Dietas’ % de Numero de | Peso de las Peso de 1a % de
prchez crias por crias al cria al sobrevivencia®
camada nacimiento destete (%)
(1) (®

TMR* 37.5° 3.4° 42* 226* 26.4*

TRE’ > 6.4° 4.5% 298" 5312P

TSYE’ 100°¢ 9.0° 4.7° 36.8°¢ 74.6°

TQPME® 100° 82°¢ 4.5% 34.8°¢ 68.4°

TQPMSYE® 100° 93° 49" 37.6° 77.4°¢
Control® 100° 11.2¢ 52° 421° 8637

'TMR = dieta basada de tortilla de Tnasa fresca; TRE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular
enriquecidas; TSYE = dieta basada en tortilla de harina nixtamalizada de maiz regular fortificada con 6% de
harina de soya y enriguecida; TQPME = dietas basadas en tortilla de harina de maiz QPM emriquecidas;
TQPMSYE = dietas basadas en tortilla de hanna de maiz QPM enriquecidas y fortificadas con 3% de

5 hatina de soya; Control = dieta basada en caseina.

n=§.

‘n=9

“% de ratas que sobrevivieron 21 dias después del parto.

®Los valores de cada columna con diferente letra(s) difieren significativamente (P<0.05).
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Los efectos del enriquecimiento de la harina nixtamatlizada de maiz con vitaminas y
minerales se pueden apreciar observando las diferencias registradas entre los tratamientos
de TMR y TRE. Se observa que la diferencia en el desempefio reproductivo entre
tratamientos fue enorme. Se encontraron diferencia significativa (p< 0.05) entre el % de
prefiez (37.5% vs. 77.7%), mimero de crias por camada (3.4 vs. 6.4), peso de las crias al
destete (22.6 g vs. 29.8 g) y % de crias sobrevivientes (26.4% vs. 53.2%). Esta diferencia es
atribuible a la adicién de vitaminas B,, B, niacina, acido folico y los minerales; hierro y

zinc.

Si se compara las ratas alimentadas con la dieta TRE y las contrapartes de la dieta
TQPME se pude observar el beneficio de utilizar el maiz QPM. Se observaron diferencias
significativas entre la dieta TQPME y TRE en el % de prefiez (100% vs. 77.7%), nimero
de crias por camada (8.2 vs. 6.4), peso de las crias al destete (34.8 g vs. 29.8 g) y % de
sobrevivencia (68.4% vs. 53.2%). Este mismo comportamiento lo observaron
Stylianopoulos et al. (2002) donde se indica que la calidad proteica de las dietas a base de

tortilla afecté el desempeiio reproductivo.

Para determinar el efecto de la fortificacion con soya en las tortillas se compararen
los resultados de la dieta TRE vs. la dieta TSYE y por separado la dieta TQPME vs. la dieta
TQPMSYE. No se encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre las dietas TQPME
y TQPMSYE, sin embargo las dietas TRE y TSYE tuvieron grandes diferencias. Se
encontraron diferencias en el % de prefiez (TRE= 77.7%, TSYE= 100%), niimero de crias
por camada (TRE= 6.4, TSYE= 9.0), peso de las crias al destete (TRE= 29.8 g, TSYE=

36.8 g) y % de sobrevivencia (TRE= 53.2%, TSYE= 74.6%).
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Al comparar las diferencias de las dietas fortificadas con soya entre si (TSYE vs.
TQPMSYE) no s¢ encontraron diferencias significativas (p< 0.0S), asi como en el
desempefio reproductivo y crecimiento de crias, lo que significa que ambas dietas

suministran niveles parecidos de nutrimentos a las ratas.

Estudie histologico y bioquimico del cerebro

Al comparar el peso del cerebro y cerebelo de las ratas de la 1°. generacion (Tabla
8) con el PDECAAS de las diferentes dietas se encontrd una muy alta correlacion (0.969,
P<0.01 y 0.895, P<0.05 respectivamente) por 1o que se puede observar la importancia de la
calidad proteica de los alimentos en el tamafio de estos dos 0rganos. Sin embargo podemos
observar al obtener la relacion Peso cerebro/ Peso corporal y Peso cerebelo/Peso corporal
un comportamiento distinto; resultando la dieta TMR como la de mayor valor de la relacion
del peso de cerebro y la TSYE y TQPMSYE con la mayor valor de la relacion del peso de
cerebelo, por lo que se puede observar el efecto de la calidad proteica también en la masa
corporal. Las dos dietas fortificadas con soya obtuvieron mayores pesos de cerebro y
cerebelo que las dietas sin fortificar. Se ha observado que la desnutriciéon temprana reduce
el tamafio del cerebro y cerebelo (Chase et al., 1967, Culley y Lineberger, 1968, Smart et
al, 1973, Winick y Nobel, 1966, Zamenhov et al., 1971). Se ha encontrado que el tamafio
del cerebro en las ratas bien alimentadas disminuye a medida que la rata crece. En ratas
con desnutricion temprana esta disminucion se presenta mas tarde. Aunque el tamaiio
normal del cerebro nu}lca se alcanza, la recuperacion en ratas con dietas normales después
de una desnutricion temprana es considerable. En contraste se ha encontrado que el tamafio

del cerebelo nunca se recupera por una desnutricion temprana, atin después que el animal es
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expuesto a una dieta completa y a estimulos adecuados (Warren y Bedi, 1988). Se han
relacionados estos cambios del cerebelo con deficiencias en pruebas motoras y de memoria
de trabajo en animales de laboratorio (Gramsbergen y Westerga, 1992). Pollit et al. (1993)
ha relacionado estas deficiencia motoras con la habilidad de lectura y escritura en nifios

pequenos malnutridos.

Las dietas control, TSYE, TQPME, TQPMSYE presentaron niveles semejantes de
mielina en el cerebro y superiores que las dietas sin fortificar. Es de resaltar la diferencia
entre el contenido de mielina entre las dietas TMR y TRE en donde la fuente de
variacion fue el enriquecimiente con vitaminas y minerales. Se ha observado en ratas
alimentadas con dietas deficientes en zinc bajo peso cerebral y anorexia, por lo que no se
ha establecido con claridad si esta falta de peso cerebral se deba directamente a la
deficiencia del zinc o a la falta de alimentacion debida a la anorexia (Golub et al., 1995).
Se ha encontrado que niveles bajos de hierro en la dieta inducen a cambios en la
composicién de lipidos cerebrales. Como el hierro es un cofactor esencial para la sintesis
de lipidos y colesterol, su disminucion esta relacionada en contenidos mas bajos de
lipidos e hipomielinizacion (Oloyede et al., 1992, Yeh et al,, 1988). Se ha encontrado
que la reduccion de la mielina cerebral se relaciona con la reduccion de los axones
mielinizados en el cerebro (Wiggins, 1982). En ratas mal alimentadas ¢l contenido de
lipidos en las estructuras celulares del cerebro, como el colesterol y los fosfolipidos se
reducen proporcionalmente al peso del cerebro, sin embargo en los lipidos ricos en
mielina esta reduccion se ve acentuada con la mala nutricion (Davison y Dobbing,
1966). Como la mielina es rica en sulfatidos, la sintesis de éstos coincide con la

formacion de la mielina. Esta reaccion esta bien estudiada y se ha identificado a la
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enzima galactocerebrosida sulfoquinasa como la responsable de esta sintesis. Se ha
encontrado que la sintesis de sulfatidos en ratas jovenes comienza entre el séptimo y
octavo dia de lactacion logrando la sintesis mas abundante a los 18 dias de nacida,
cayendo abruptamente hasta casi valores de cero a los 30 dias de edad. Este
comportamiento no se ha determinado si es debido a un defecto en la sintesis de la
enzima responsable de la reaccion o a la falta de una sustancia precursora (Chase et al.,
1967). Este fenomeno resiste la rehabilitacién alimenticia y ratas con desnutricion
temprana nunca pueden alcanzar niveles semejantes de mielina cerebral que las ratas
control bien alimentadas (Fuller y Wiggins, 1984, Royland et al., 1992). Esta reduccion
tiene mucha importancia funcional ya que los axones mielinizados transmiten

informacién mas rapido que las fibras nomelanonizadas (Wiggins et al., 1982).

Se ha encontrado que entre mayor sea la actividad cerebral de los animales de
laboratorio mayor niumero de sinapsis entre neuronas se producen (Warren y Bedi,
1984), esto se puede apreciar de mejor manera a nivel del hipotalamo, por eso
normalmente se usa esta parte del cerebro para determinar la densidad de sinapsis.
Normalmente se considera que esta formacion de nuevos sinapsis entre neuronas
(plasticidad) tiene que ver con los estimulos externos que sufre el animal (repeticiones,
experiencias, etc.) y no por su alimentacién (Warren y Bedi, 1984), sin embargo, se sabe
que en animales alimentados con dietas hipoproteicas se reduce la cantidad de vasos
sanguineos que irrigan la corteza cerebral, ademas de que presentan poca energia y
aprovechan de menor manera los estimulos externos que los animales bien alimentados

(Taleb et al., 1999).
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Tabla 13. Efectos de la fortificaciéon y enriquecimiento en el tamaiio de cerebro,
cerebelo y contenido de mielina en ratas de la 1° generacion (edad prom. 158

dias)’
Pesi Cerchivo Peso Peso Peso Mieclina Densidad de
Dieta ° m cerebro/Peso |cerebelo|cerebelo/Peso mg/ sinapsis
g corporal mg corporal g %o

TMR* 1024.3 * 1485 [1744 | 253° 86.6° 26.4°
TRE” 11309 ® 1285% | 9gs5.8° 2.34° 1242° 29.8*
TSYE’ 1460 4 ¢ 1205 | 3400°¢ 2.81° 187.4°| 415"
TQPME’ | 13245 ° 11.72% | 3026" 2.68° 181.0° 436°
TQPMSYE’| 15034 ¢ 1246°  [3549°| 2947 193.0¢| 423"
Control’ 16711 © 12.30° 36839 271* 190.7° 475°

* Anadlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente

FETL (p<0.05, Prueba de comparacion muldtiple de Duncan).

‘n=9

Al comparar el peso del cerebro y cerebelo de las ratas de la 2°. generacién {Tabla
9) con el PDECAAS de las diferentes dietas se encontré una muy alta correlacién (0.967,
P<0.01 y 0.884, P<0.05 respectivamente) muy semejante a las ratas de la 1° generacion. En
esta segunda generacion la relacion Peso cerebro/Peso corporal y Peso cerebelo/Peso
corporal se acentio, observandose que entre mejor calidad proteica de las dietas menores
valores de relacion. Esto no implica que las ratas bien alimentadas tuvieran cerebros
pequefios, sino que la masa corporal se desarrollo mejor y el tamafio del cerebro y cerebelo
llegé a su tamafio normal regido por la informacion genética de las ratas. Este mismo
comportamiento se observo en las investigaciones de Lueba y Rabinowicz (1979). En
cuanto al contenido de mielina se observd que la dieta control obtuvo el mayor valor
seguida por las dietas TSYE y TQPMSYE. A diferencia de la primera generacion aqui si

encontramos diferencias entre los tratamientos fortificados en el contenido de mielina, por

lo que la falta de autrimentos en las etapas de prenatal y de lactancia influyd en etlo. En

83



cuanto a la densidad de sinapsis no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos debido probablemente al pequefio tamafio de los cerebros, que dificultd la

toma de muestras, 0 que las ratas no estuvieron el tiempo suficiente expuestas a estimulos

externos.

Tabla 14. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el tamaiio de cerebro,
cerebelo y contenido de mielina en ratas de la 2° generaciéon (edad promedio 62

dias)’
Peso Peso Peso Peso Densidad
Dieta Coratiro cerebro/Peso cerabiels cerebelo/Peso|Mielina de
i corporal g corporal mg/g | sinapsis
%
TMR? 394.6° 10.36 ¢ 61.2° 1.61° 68.8° 325"
TRE’ 41272 ® 8.55°¢ 64.9° 135°¢ 126.8° | 34.6*
TSYE® 656.0° 7.77° | o909° 117° 136.7°| 36.4°
TQPME® 578.6° 7.33° 017" 1.16° 1286° | 365*
TQPMSYE’| o4 3¢ 793" 99 3° 1137 [1313%| 328°
Control’ 803 4° 6.05" 10439 0.84° 142.6°| 386°

' Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente

. (p<0.05, Prueba de comparacion nultiple de Duncan).

n=3.
‘n=6.

El contenido de ADN en el cerebro se ha relacionado con su contenido de neuronas
(Winick y Nobel 1966). En las ratas de la primera generacién (Tabla 10) no se encontré
diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo hay literatura reportada la cual
relaciona el bajo contenido de ADN con la desnutricion de animales de laboratorio
{(Winick, 1966 y 1969, Zamenhof et al., 1968, Zamenhof, 1985, Warren y Bedi, 1988 y

Stylianopoulos et al., 2002).
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Winick y Nobel (1966) propusieron que la relacion proteina/ADN puede usarse

como un indicador del tamaiio de las neuronas en ¢l cerebro. Niveles significativos bajos de

proteina/ ADN se encontraron ¢n dietas sin fortificar, seguidas por las fortificadas y con

valores mayores la dieta control (Tabla 10). Angulo-Colmenares et al. (1979), Lueba y

Rabinowicz (1979) y Salas et al. (1974) han encontrado que el grosor de las neuronas en

amimales desnutridos es menor que los animales control.

Se ha propuesto a la relacion ARN/ADN como indicador de la actividad metabdlica

(sintesis de proteina) de las células cerebrales (Winick y Nobel, 1965), por lo que entre

mayor sea ¢l valor de esta relacion mayor sera la actividad cercbral. Podemos observar que

las dietas control y las fortificadas tuvieron niveles de actividad semejantes, superiores

significativamente que las ratas alimentadas con dietas sin fortificar (Tabla 10).

Tabla 15. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el total de proteina, ARN y

ADN en ratas de la 1° generacién (edad promedio 158 dias) '

Proteina/peso ARN/peso ADN/peso |[Proteina/ADN|ARN/ADN

Dieta cerebro cerebro cerebro
TMR* 9215,%? fg%ga ;‘9% 13.90° 0.55*
TRE’ 96.72 4.05° 6.82" 14.18° 0.59°
TSYE’ 108.67° 441° 6.84° 15.88° 0.64°
TQPME® 105.43° 4.52¢ 675" 15.61° 0.66°
TQPMSYE’ 106.86° 4.43° 6.82° 15.66° 0.65°
Control’ 12374 ° 4.61° 6.78° 18.25° 0.67°

Y Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente

2n=8,
‘n=9

(p<0.05, Prueba de comparacion multiple de Duncan).
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En las ratas de la segunda generacion (Tabla 11) se observé que los animales
alimentados con la dieta control tuvieron mas ADN, seguidas por las dietas TQPME,
TQPMSYE y TSYE, superiores significativamente a la dieta de maiz regular enriquecida
(TRE) y por ultimo Ja dieta TMR. Este comportamiento difiere al de la primera
generacion, por lo que la falta de nutrimentos en la etapa prenatal y de lactancia influyé en
esta diferencia. Se encontré una correlacion del 0.82, P<0.05 entre el contenido de ADN y
del PDECAAS. La relacion proteina/ADN se comperto de la misma manera que la primera
generacion, pero sorprendentemente no se encontraron diferencias significativas (p< 0.05)
en la relacion ARN/ADN, confirmando lo encontrade por el analisis histologico (densidad
de sinapsis).

Tabla 16. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el total de proteina, ARN y
ADN en ratas de la 2° generacion (edad promedio 62 dias) *

Proteina/peso ARN/peso ADN/peso |Proteina/ADN/ARN/ADN
Dieta cerebro cerebro cerebro
mg/g mg/g mg/g

TMR* 86.76 * 3 86* 5.79* 1498* 0.66°
TRE® 9143 * 401" 6.11° 14.96* 0.66°
TSYE® 101.45° 430° 6.25° 16.23° 069"
TQPME’ 99 64° 403¢ 6.28° 15.86° 0.67"
TQPMSYE’ 102.63° 4.27° 6.25° 16.42° 0.68°
Control” 109.61°¢ 431°¢ 6.36¢ 17.23° 0.68°

T Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente
(p<0.05, Prueba de comparacién miltiple de Duncan).

3

n=3.
n=_6.

Los efectos del enriquecimiento de fa harina nixtamalizada de maiz con vitaminas y

minerales se puede apreciar observando las diferencias registradas entre los tratamientos de

TRE y TMR. En los analisis cerebrales se encontraron diferencias significativas entre el
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tamaiio del cerebro, cantidad de mielina y ARN cerebral en ambos tratamientos en las dos
generaciones estudiadas. S¢ observo que el enriquecimiento no influyd en el peso del
cerebelo, cantidad de proteina en el cerebro, cantidad de ADN cerebral asi como la

densidad de sinapsis entre neuronas.

Si comparamos las ratas de la dieta TRE y las alimentadas con la dieta TQPME
podremos observar el beneficio de utilizar el maiz QPM scbre el maiz regular. En los
analisis cerebrales de la primera generacion se encontraron diferencias significativas entre
el tamafio del cerebro, cerebelo, cantidad de mielina, densidad de sinapsis en neuronas,
proteina vy ARN cerebral, tamafio de neuronas (proteina/ADN) y actividad cerebral
(ARN/ADN) todas favorables a la dieta elaborada con maiz QPM. En la segunda
generacion se encontré las mismas diferencias a excepcion de la cantidad de mielina,
densidad de sinapsis y actividad cerebral (ARN/ADN) en las cuales no se observaron

diferencias significativas enire tratamientos.

Para determinar el efecto de la fortificacion con soya en las tortillas se compararon
los resultados de la dieta TRE (maiz regular enriquecido) vs. la dieta TSYE (maiz regular
enriquecido + 6% de soya) y por separado compararemos las dietas TQPME (maiz QPM
enriquecido) y TQPMSYE (maiz QPM enriquecido + 3% de soya). El analisis de los
cerebros de las ratas de Ja primera generacion mostro diferencias significativas en todos los
pardmetros entre las dietas TRE y TSYE (peso del cerebro, cerebelo, cantidad de mielina,
densidad de sinapsis, cantidad de proteina, ARN y las relaciones proteina/ADN vy
ARN/ADN). Las dietas TQPME y TQPMSYE difirieron sélo en peso del cerebro y

cerebelo. En la segunda generacion las dietas TRE y TSYE difirieron en los mismos
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parametros a excepcion de la densidad de sinapsis y la relacibon ARN/ADN. Como en la
primera generacion las dietas TQPME y TQPMSYE difirieron en el peso de cerebro y

cerebelo en la segunda generacion.

Al comparar las dos dietas fortificadas con soya (TSYE vs. TQPMSYE) no se
encontraron diferencias significativas en ningin analisis efectuado al cerebro y cerebelo en
ambas generaciones, por lo que ¢l uso de maiz QPM puede ahorrar la mitad de soya

requerida.

Estudio de memoria y desempeiio de aprendizaje

Al realizar las pruebas para evaluar la memoria de corto plazo de las ratas de la
primera generacion (Tabla 12) se observé que no existieron diferencias significativas en
cuanto al tiempo en que las ratas demoraron en encontrar la plataforma. En cuanto al
nimero de cuadrantes errdneos en que las ratas entraron hasta encontrar la plataforma se
observo que las ratas control fueron las que menos se equivocaron, seguidas por las dietas
TSYE, TOQPMSYE y TQPME y por ultimo las contrapartes aiimentadas con las dietas TRE
y TMR. Con estos resultados se puede concluir que las ratas mal alimentadas encontraron
la plataforma por prueba y error (nadaban rapidamente en zigzag hasta localizar la
plataforma), en cambio las ratas bien alimentadas recordaban en que sector se encontraba la

plataforma y con un nadado menos veloz la buscaban y encontraban.
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Tabla 17. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Constante (Memoria de Corto Plazo) en ratas dela 1°
generacion (edad promedio 64 dias)’

Dieta |(Latencia (s)|No. de errores
TMR*® 15.1¢ 45°
TRE® 143 i3
TSYE® 13.9° 3.9°
TQPME’ | 144° 37
TOPMSYEY ;3¢ 26"
Contral’ | 136 210

! Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren
sigmificativamente (p<0.05. Prueba de comparacion miltiple de Duncan)

o

=N

n
*n

.

Al realizar las pruebas para evaluar la memoria de corto plazo de las ratas de la
segunda generacion (Tabla 13) se observo que las ratas de la dieta TMR no pudieron
completar la prueba ya que no tenian la fuerza suficiente y tendian a ahogarse. Se
encontrd que las ratas de la dieta TRE obtuvieron la mayor latencia y asi mismo el
mayor nimero de errores junto con la dieta TQPME. Las ratas alimentadas con la dieta
control y las fortificadas se desempeifiaron mejor. Se encontré una correlacion muy
significativa entre la latencia y nimero de errores entre la prueba de memoria a corto
plazo en esta segunda generacion y los PDECAAS (Latencia=0.961, P<0.01 y no. de
errores=0.889, P<0.05). Estos resultados estan acordes con las investigaciones de
Celedon et al. (1982) y Wetzel et al. (1979) los cuales encontraron relaciéon entre la
desnutricién en ratas y las pruebas de memoria de corto y de largo plazo. Aunque
algunos investigadores no han podido observar ninguna correlacién (ej. Bedi 1992 y

Nagy et al. 1991).
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Tabla 18. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Constante (Memoria de Corto Plazo) en ratas de la 2°

generacion (edad promedio 58 dias)’

Dieta Latencia (s) |No. de errores
TMR? 3 .3
TRE' | 3¢ 43"
TSYE’ 13.4° 3.6°
TQPME’ | 38 41°
TQPMSYE'| |3 72 3.0
Control’ 12.7 200

' Analisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente
) (p<0.05, Prueba de comparacion miidtiple de Duncem).

n=6.
* No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

Si comparamos el desempefio de las dos generaciones en las pruebas de memoria de
corto plazo (Tabla 14) encontramos que la dieta TRE obtuvo diferencia significativa en la
latencia entre las dos generaciones, lo que no se observd en las otras dietas por lo que

podemos observar el beneficio de la fortificacion de las dietas.
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Tabla 19. Comparacion de los efectos de la fortificacién y enriquecimiento en ¢}
Laberinto de Morris, Prueba de Salida Constante (Memoria de Copto
Plazo) en ratas de la 1° y 2° generacién. i

Dieta Latencia (5)|No. de errores
™R |1* Generacion® 15.1 4.5

2°. Generacion I I
TRE |1° Generacién’|  14.3° 43"
2°, Generacion |  18.6° 4.3
TSYE  |1° Generacion’|  13.9° 39"
2°. Generacién'| 13.4° 3.6°
TQPME 1°, Generaciénj 14.4° 3.7
2°. Generacidn 13.8° 4.1"
TQPMSYE|! Generacion’|  13.6° 36
2°. Generacion 13.1* 3.2°
Control (1> Generacién’|  13.6° 2.1°
2°. Generacion' 127 2.9

! Andlisis de vavianza. Los valores de cada tratamiento en cada columna con diferentes letra(s) difieren
significativamente (p<0.05, Prueba de comparacién miltiple de Duncan).

w a w N

x N
g'l o

8
9.
- 6.
hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En la prueba de memoria a largo plazo (Tabla 15) las ratas alimentadas con las
dietas control y fortificadas resolvieron la prueba en promedio a los 3.4 dias a diferencia de
las dietas TRE y TMR que los resolvieron a los 5.1 dias, lo que nos da una diferencia

alrededor del 50% mas de tiempo para encontrar la plataforma.
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Tabla 20. Efectos de la fortificacion y enrigquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Constante con intervalos de 1 dia (Memoria de Largo Plazo)
en ratas de la 1° generacién. (edad promedio 64 dias)’

Dietas # de intentos Iga’sta

respuesta positiva
TMR" 4.9
TRE' 5.3b
TSYE’ 31
TQPME’ 3.1
TQPMSYE’ 308
Control’ 3 6

1. Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente
(p<0.05, Prueba de comparacién multiple de Duncan).

‘n=8

‘n=9

En la segunda generacion los efectos de la mala nutricion en las prueba de memoria
de largo plazo (Tabla 16) se hacen mas evidentes, ya que las ratas alimentadas con la dieta
TMR no pudicron completar la prueba por el estado tan evidente de desnutricién
presentada, las ratas alimentadas con la dicta TRE tardaron 9.4 dias en completar la prueba,
muy por arriba del promedio de las ratas alimentadas con las dietas control, TQPME,
TSYE y TQPMSYE que fue de 5.2 dias. Las ratas alimentadas con la dieta TRE tardaron

mas del 80% del tiempo en comparacion al promedio de las demas dietas.
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Tabla 21. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,

Prueba de Salida Constante con intervalos de 1 dia (Memoria de Largo Plazo)
en ratas de la 2° generacion (edad promedio 58 dias)’

Diet |# de intentos hasta|
reta rcspuesta positiva

TMR -
TREZ 9‘45
TSYE" 512
TQPME* 6.0
TQPMSYE’ 5 00
Contro]2 4.1*

! _Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente
(p<0.05, Prueba de comparacion miltiple de Duncan).
2
n=6.

? No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En todos los tratamientos se observaron diferencias entre las dos generaciones en la
prueba de memoria a largo plazo (Tabla 17) a excepcion de la dieta control. Se puede

apreciar el efecto que tiene la falta de nutrimentos en las etapas prenatal y de lactancia en el

desempefio de la prueba de memora a largo plazo.
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Tabla 22. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Constante con intervalos de 1 dia (Memoria de Largo Plazo)
en ratasdela1°y 2° gem':racic'm.1

Diet  |# de intentos hasta|
¢ respuesta positiva
™r |1 Generacion?® 4.9
2°. Generacidén ——
TRE [1° Generacién® 538
29, Gerxeraci(m4 9.4°
TSYE lo. GenefaCiéni 33:
2° Generacion 5.1
TQPME 1°. Generacién® 3.1
2° Generaciéon® 12"
TQPMSYE Io. Generaci(')nz 39:
2°. Generaciéon 52
° 2z 3 3
Control 1°, Gt—:neramcm4 3.6
2°. Generacién 41*

' Andlisis de varianza. Los valores de cada tratamiento en cada columna con diferentes letra(s) difieren
% significativamente (p<0.05, Prueba de comparacion niltiple de Duncan).
n=38.

‘n=9.

‘n=6¢.

? No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En la prueba de memoria de trabajo (Tabla 18) que se realizé después de las pruebas
de memoria de corto y largo plazo no se observaron diferencias significativas de la latencia
entre tratamientos y sorprendentemente encontramos que la dieta TMR obtuvo el menor
mimero de errores. Este comportamiento se puede explicar ya que la prueba de memona de
trabajo involucra el cambio de lugar de la plataforma, las ratas mejor alimentadas tendian a

buscar la plataforma en el lugar de costumbre, en cambio las ratas mal alimentadas se

movian en zigzag y encontraban la plataforma con menos errores.
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Tabla 23. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Variable (Memoria de Trabajo) en ratas de la 1° generaciéon
(edad promedio 64 dias)1

Dieta |Latencia (s)|No. de errores
T™™MR" | 62 42
TRE’ 16.7° 57°
TSYE® 17.1° 6.8°
TQPME’ 16.4° 5.8°
TQPMSYE'| 16 8° 7.9°
Control’ 17.2¢ 57

! Anulisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente

, {(p<0.05, Prueba de comparaciéon multiple de Duncan).

3

En la prueba de memoria de trabajo (Tabla 19) realizada a la segunda generacion el
comportamiento de los tratamientos difirio a los de la primera. Se encontr6 que las dietas
control, TQPMSYE y TSYE obtuvieron los menores tiempos de latencia, seguido por la
dieta TQPME y por nltimo la dieta TRE. Las ratas alimentadas con la dieta TMR igual que
las pruebas anteriores no pudieron completar la experimentacion. Tonkiss et al. (1994)
estudiaron el desempefio de ratas de laboratorio en pruebas de memoria de trabajo con mala
nutriciéon prenatal y de lactancia utilizando este mismo procedimiento, observando que las
ratas con déficit nutricio prenatal tuvieron diferencias significativas con respecto a las ratas

control. Este comportamiento no se observé en ratas con mala nutricién sélo en la etapa de

lactacion.
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Tabla 24. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Variable (Memoria de Trabajo) en ratas de la 2° generacién
(edad promedio 58 dias)’

Dieta |Latencia (s)TNo. de errores
TMR .3 3
TRE* 28.9° 8.6°
TSYE" | 022 51°
TQPME® | 236 76~
TQPMSYEY| 5 1# 61°
Control’ | g 6.8°

! Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamenite
(p<0.05, Prueba de comparacion niltiple de Duncan).

‘n==46.

¥ No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En todos los tratamientos se observaron diferencias entre las dos generaciones en la
prueba de memoria de trabajo (Tabla 20) a excepcion de la dieta control y en la latencia de
la dieta TSYE. Por lo tanto se pudo apreciar el efecto que tiene la falta de nutrimentos en
las etapas prenatal y de lactancia en el desempeiio de la prueba de memoria de trabajo.
Tonkiss et al. (1994) relacionaron el desempeiio en pruebas de memoria de trabajo en un
laberinto de Morris con la calidad nutricia de la lactacion de la rata, concluyendo que entre

mejor era la dieta de la madre, mejor era el desempefio en las pruebas de las crias.
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Tabla 25. Efectos de la fortificacién y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida Variable (Memoria de Trabajo) ratas de la 1° y 2°

generacion. ;

Dieta Latencia (s)|No. de errores

™r 1 Generacion® 16.2* 47

2°. Generacion - -

TRE |1 Generacion’|  16.7* 57

2° Generacién'| 28.9° 86

TSYE  |1°- Generacion’|  17.1° 68"

2° Generacion|  20.2° 5.1°

TQPME |1° Generacion®]  16.4° 5.8

2°. Generacion 23.6° 7.6

TQPMSYE 1°. Generacion® 16.8° 7.9°

2°. Generacion®|  21.1° 6.1

Caby |1° Generacidén’| 17.2° 57

2° Generacién'| 18.9° 6.8°

! Andlisis de varianza. Los valores de cada tratamiento en cada columna con diferentes letra(s) difieren
4 significativamente {(p<0.05, Prueba de comparacién miitiple de Duncan).
n=38.
‘n=29.
‘n=6.
¥ No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En la prueba de desempeiio de aprendizaje (Tabla 21) se puede ver que las dieta
control, TSYE y TQPMSYE obtuvieron la menor latencia, seguida de la dieta TQPME y
por ultimo la dieta TRE. Sin embargo no se encontré alguna correlacion entre los

PDECAAS y el desempefio de aprendizaje en esta primera generacion.
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Tabla 26. Efectos de Ja fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,

Prueba de Salida y Plataforma Variables (Desempeiio de Aprendizaje) ¢n ratas
de la 1° generacién (edad promedio 64 dias)’

Dieta |Latencia (s)|No. de errores
TMR L3 _ 3
TRE’ 32.1° 18.4°

TSYE® | 213 9.5"
TQPME® | 56 4° 12,6’
TQPMSYE'| 914 11.4°
Control” | 1960 123"
! Andalisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativgmente

) (p<0.05, Prueba de comparacién miltiple de Duncan).
n=29

* No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En la segunda generacion de la prueba de desempeiio de aprendizaje (Tabla 25) las
dietas TMR y TRE no pudieron completar la prueba. Se observé un comportamiento de la
prucba esperado, ya que la dieta control tuvo la menor latencia, seguida de las dietas
TQPMSYE y TSYE y por ultimo la dieta TQPME. Se gbtuvo una correlacion altamente

significativa entre los PDECAAS y la latencia y numero de errores (0.946, P<0.05 y 0.965,

P<0.01 respectivamente).
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Tabla 27. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida y Plataforma Variables (Desempeiio de Aprendizaje) en ratas
de la 2° generacion. (edad promedio 58 dias)’

Dieta |Latencia (s){No. de errores
T™R | ____. 3 --.-3
'I'RE -__~3 ----3
TSYE® 34.4° 15.4"
TQPME™ | 424 16.7°
TQPMSYE'[ 330 148"
Controf” 19.3° 34"

! Andlisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente
) (2<0.05, Prueba de comparacion miltiple de Duncan).

n=_.
? No hubo ratas que pudieran completar la prueba.

En todos los tratamientos se observaron diferencias entre las dos generaciones en la
prueba de desempefio de aprendizaje (Tabla 26) a excepcion de la dieta control (latencia).
Se puede apreciar el efecto que tiene la falta de nutrimentos en las etapas prenatal y de
lactancia en el desempefio de aprendizaje. Podemos observar las consecuencias del déficit

proteico en la dieta en pruebas més complejas; ya que aiin las ratas alimentadas con la dieta

TRE no pudieron completar esta prueba.
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Tabla 28. Efectos de la fortificacion y enriquecimiento en el Laberinto de Morris,
Prueba de Salida y Plataforma Variables (Desempeiio de Aprendizaje) en ratas
de 1a 1° y 2° generacién. '

Dieta Latencia (s)[No. de errores

TMR 1°. Generaci6n® ----Z --——:
2°. Generacioén it i

e |1° Generacion®|  32.1 18.4
2°. Generacion®|  ~--— iy
sYE [1* Generacion®| 21.3* 95"
2° Generacion'| 34.4° 15.4°
TQPME 1° Generacion’|  26.4" 12.6"
2° Generacion'| 42.4° 16.7°
TQPMSYE 1°. Generaci6n3 21 .4a 1 1'43
2° Generacién'| 32.9° 14.8°
Control |1 Generacion’]  19.6* 12.3"
2° Generacion 19.3% 8.4"

1 Anglisis de varianza. Los valores de cada tratamiento en cada columna con diferentes letra(s) difieren
significativamente (p<0.05, Prueba de comparacion multiple de Duncan).

No hubo ratas que pudieran completar la prucha.

Los efectos del enriguecimiento de la harina nixtamalizada de maiz con vitaminas y
minerales se pueden apreciar observando las diferencias registradas entre los tratamientos
de TRE y TMR. En las pruebas de laberinto para determinar memoria y desempefic de
aprendizaje en las ratas de la primera generacidon no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. Es de resaltar que las ratas de la segunda generacion
alimentadas con la dieta TMR no realizaron las pruebas por encontrarse en un estado fisico
deplorable y por lo tanto no se obtuvieron datos para la comparacion. Se ha reportado
(Kirksey et al,, 1995) que el bajo consumo de zinc esta relacionado con una atencion
disminuida de los nifios lactantes, asi como el déﬁcit de hierro esta relaciopado con

deficiencias motoras y desarrollo mental en infantes (Lozoff, 1990, Walter, 1993). Lokken
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et al. (1973) encontré que las crias de ratas alimentadas con dietas deficientes en zinc
durante la lactacién tuvieron mas errores en pruebas de laberinto que las crias de ratas
alimentadas con una dieta control a los 44 dias de nacidas. Estudios semejantes han
encontrado diferencias significativas en las pruebas de memoria de corto plazo, memoria de
largo plazo y memoria de trabajo entre ratas cuyas madres no consumieron zinc durante la
lactacién y las ratas control (Halas y Sandtead, 1980, 1981, 1982). El consumo en el
segundo trimestre del embarazo de futuras madres de las vitaminas del complejo B y la
ntacina se han relacionado con nifios lactantes mas activos (Rahmannifar et al., 1993).
Guilarte (1993) relacion6 el consumo de las vitaminas del complejo B con la produccién de

Aeurotransmisores.

Si se comparan las ratas de la dieta TRE y las alimentadas con la dieta TQPME se
puede cbservar el beneficio de utilizar el maiz QPM sobre el maiz regular. En las pruebas
de labennto se encontraron diferencias significativas a favor de las dietas con QPM en las
pruebas de memoria de largo plazo y desempefio de aprendizaje en la primera generacion.
En la segunda generacion se encontraron diferencias significativas en la memoria de corto y
largo plazo y memoria de trabajo, todas a favor de la dieta con maiz QPM. Las ratas de la
dieta TRE en la segunda generacion no pudieron efectuar la prueba de desempeiic de
aprendizaje, ya que no tenian la suficiente fuerza para nadar por un periodo largo de

tiempo.

Para determinar el efecto de la fortificacion con soya en las tortillas se compararon
los resultados de la dieta TRE (maiz regular enriquecido) vs. la dieta TSYE (maiz regular

enriquecido + 6% de soya) y por separado se compard la dieta TQPME (maiz QPM
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enriquecido) vs. la dieta TQPMSYE (maiz QPM enriquecido + 3% de soya). En las pruebas
de laberinto de las ratas de la primera generacion se encontraron diferencias significativas
de entre las dietas de TRE y TSYE en las pruebas de memoria de largo plazo y desempeiio
de aprendizaje. Las dietas TQPME y TQPMSYE difirieron sélo en la prueba de desempeiio
de aprendizaje. En la segunda generacion se obtuvieron diferencias significativas entre las
dietas TRE y TSYE en las pruebas de memoria de corte plazo, memoria de largo plazo y
memoria de trabajo. En la prueba de desempefio de aprendizaje las ratas TRE no pudieron
completar la prucba. Las dietas TQPME y TQMSYE difirieron en la memoria de trabajo y

¢l desempefio de aprendizaje.

Por hltimo comparando las diferencias de las dietas fortificadas con soya (TSYE vs.
TQPMSYE) solo se encontraron diferencias significativas en el nimero de errores de la
pruecba de memoria de trabajo en las dos generaciones estudiadas, donde la dieta TSYE

obtuvo mejores resultados que la dieta TQPMSYE.
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CONCLUSIONES

Con las reservas de poder extrapolar los resultados obtenidos en ratas sobre el

enriqueci miento y fortificacién de tortiltas al ser humano, podemos considerar:

E

La harina nixtamalizada enriquecida con tiamina, riboflavina, niacina, acido folico,
hierro y zinc demostré sus bondades ante la harina sin enriquecer, ya que las ratas
obtuvieron un mayor peso final tras la alimentacion tanto en la primera (+27.5%)
como en la segunda generacién (+26.5%). Asi mismo tuvieron mayor retencion de
nitrogeno en las pruebas metabolicas (VB y NPU= +41%), mayor % de prefiez
(+107%), nimero de crias por camada (+88%), peso de las crias al destete (+32%) y
mayor % de sobrevivencia de las crias (+101%). Las ratas de la primera generacion
tuvieron mas mielina cerebral (+43%) y mas ARN (+10%); en la segunda
generacion se repitieron los resultados teniendo incluso mas ADN cerebral (+6%).
En la primera generacion las pruebas de memoria y desempefio de aprendizaje no
evidenciaron diferencias significativas, sin embargo, es de resaltar que en la
segunda generacion, las ratas con dietas sin enriquecer no pudieron completar
ninguna prueba por el mal estado fisico en que se encontraban.

La utilizacién de maiz QPM en lugar del maiz regular para hacer tortillas presenta
grandes beneficios a la dieta, aunque no aumentd la cantidad de las proteinas
significativamente en Ja dieta tipica Otomi, si se incrementé sustancialmente el
valor de aminoacidos esenciales (72.5% vs. 58.6%), resultando las ratas con mayor

ganancia de peso, Valor Biolégico y Utilizacion Neta de Proteinas, mayor % de
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prefiez de las ratas, asi como mayor nimero de crias por camada, peso al destete y
% de sobrevivencia. Las ratas de la primera generacion tuvieron cerebros y
cerebelos mas grandes, con més mielina, mayor % de sinapsis entre neuronas, mas
proteina y ARN, ocasionando mayor tamafio de neuronas y mayor actividad
metabodlica cerebral. En la segunda generacion se encontraron diferencias en el
tamaiio de cerebro y cerebelo, mayor cantidad de proteinas, ARN, ADN y mayor
tamaiio de neuronas. Asi mismo se encontraron en la primera generacion diferencias
significativas en ia memoria de largo plazo y desempefioc de aprendizaje. En la
segunda generacion se observaron diferencias significativas en la memoria de corto
plazo, memoria de largo plazo, memoria de trabajo y desempefio de aprendizaje. Se
pudo claramente observar como se ampliaron los parametros diferenciales en la
segunda generacion de ratas, por lo que se demuestra los beneficios que presenta el
maiz QPM si se incorporara a la dieta del Mexicano.

El fortificar la harina regular con 6% de soya incrementa la calidad de la dieta
considerablemente comparado con la dieta sin fortificar. El porcentaje de proteina
se incrementd aproximadamente un 17% y el valor de aminoacidos esenciales
aproximadamente un 38%, encontrando un mayer crecimiento, Valor Biolégico y
Utilizacion Neta de Proteinas. Asi mismo se incremento ¢l % de prefiez (128%),
numero de crias (+40%), peso de crias al destete (+23%) y % de sobrevivencia
(+40%). Se encontrd que las ratas con la dieta fortificada en la primera generacion
tuvieron cerebros y cerebelos mas grandes, mas mielina, mayor sinapsis entre
peuronas, mas proteina, mas ARN, ocasionando mayor tamafio de neuronas y
mayor actividad metabélica cerebral. En la segunda generacion se obtuvieron los

mismos resultades a excepcion de la sinapsis entre neuronas y actividad
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metabolica donde no se encontraron diferencias significativas, pero se encontro que
las dietas fortificadas tenian mas ADN cerebral en las ratas de la segunda
generacion,

La diferencia entre las dietas con harina QPM y la QPM fortificada con 3% de soya
no fue tan grande como entre la dieta harina regular y harina regular fortificada,
debido al mejor balance de aminoacidos de la harina QPM, sin embargo la
fortificacién con soya logré que la dieta Otomi se incrementara un 10% de proteina
y un 16% el valor de aminoacidos esenciales respecto a la dieta sin fortificar. Los
efectos de este incremento en proteinas no se vio reflejado en el estudio metabolico
y reproductivo. Sin embargo las ratas de la dieta fortificada tuvieron cerebros y
cerebelos mas grandes en la primera y segunda generacion. En las pruebas de
memoria, las ratas con la dieta fortificada obtuvieron mejores resultados en la
prueba de desempefio de aprendizaje en la primera y segunda generacion, asi mismo
en la segunda generacién se observaron diferencias significativas en la prueba de
memoria de trabajo.

. No se observaron diferencias significativas entre la harina de maiz regular
fortificada con 6% de soya y la harina de maiz QPM fortificada con 3% de soya.
Aunque el contenido de proteina fue mayor en la dieta con maiz regular fortificado
con soya (11.0% vs. 10.5%), el valor de aminoacidos esenciales fue mayor en la
dieta con maiz QPM fortificado con soya (84.5% vs. 81%). No se encontraron
diferencias en cuanto al crecimiento y el estudio metabélico en ratas, aunque las
ratas alimentadas con la dieta QPM fortificada tuvieron mayor ganancia de peso por
cantidad de proteina consumida en las dos generaciones. No se encontraron

diferencias en los estudios reproductivo y cerebral. En las pruebas en laberintos las
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ratas alimentadas con la dieta de maiz regular con y 6% de soya superaron a las de
la dieta QPM en so6lo el ntimero de errores en la prueba de memoria de trabajo en
las dos generaciones. En vista de estos resultados podemos concluir que la
fortificacion de las tortillas regulares o QPM a los niveles estudiados con soya se
obtienen resultados similares, con la ventaja econémica que el maiz QPM no tiene
costos extras en su siembra y manejo comparado con el maiz regular y se puede
disminuir a la mitad la concentracion de la soya.

La prueba del valor del aminoacido esencial limitante corregido por la digestibilidad
aparente de proteina (PDECAAS) puede correlacionarse con algunos de los
parametros estudiados como: €l peso del cerebro y cerebelo (ambas generaciones);
contenido de ADN cerebral, memoria de trabajo y desempefio de aprendizaje en
ratas de la segunda generacion.

Las ratas de la segunda generacion de las dietas sin fortificar mostraron las
carencias de nutrimentos en la etapa prenatal y de lactancia al obtener valores
inferiores a sus madres en cuanto a: peso al destete, ganancia de peso, conversion
proteica, memoria de corto plazo, memoria de largo plazo, memoria de trabajo y
desempeiio de aprendizaje.

La fortificacion y enriquecimiento de Ja tortilla acarrearia a mediano y largo plazo
beneficios nutrimentales a la poblacion Mexicana, especialmente a la comunidad de

mas bajos recursos que consumen principalmente la tortilla en su dieta.
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ABSTRACT

The physiological development of laboratory rats fed with a typical indigenous
tortilla diet was studied for two generations. The experiment compared casein control diet
and 5 different types of diets: 1) a diet of tortillas obtained from fresh masa (FM); 2)
regular tortillas produced from enriched dry masa flour containing vitamins B, B,, niacin,
folic acid and the microminerals iron and zinc (REDMF), 3) tortillas produced from
enriched dry masa flour fortified with 6% defatted soybean meal (FEDMF); 4) tortillas
produced from enriched quality protein maize flour (EQPM); 5) and, tortillas produced
from enriched quality protein maize flour fortified with 3% defatted soybean meal
(FEQPM). The growth of rats fed the FEDMF and FEQPM diets was significantly higher
(P < 0.05) in both generations than their counterparts fed the EQPM, REDMF or FM diets.
Animals fed QPM tortilla had the highest protein digestibility, but the FEQPM and
FEDMF diets had the highest biological value (BV), net protein utilization (NPU), and
protein digestibility corrected EAA scores (PDCEAAS). The difference among treatments
was more evident in the second-generation rats. The pregnancy rate, number of
newborns/litter, litter weight, and newbom survival rate was also higher for rats fed

FEDMF, EQPM and FEQPM diets than their counterparts fed REDMF and FM.

KEY WORDS: Corn tortillas, Fortification and enrichment, Quality protein maize, Protein

quality and rat growth.

132



Protein malnutrition is known to inhibit growth, and has a significant effect on the time
required to reach full adult size (Cameron et al. 1], Edozien et al. [2], Yayha et al. [3]).
Perinatal malnuirition and low birth weight are important risk factors predisposing
individuals to metabolic problems in later stages of their life cycle (Barker et al. [4],
Prasard [5]). Rat studies demonstrated that females fed 75% of the recommended energy
requirement before conception and throughout the reproductive period were able to buffer
the negative effects of malnutrition and had normal lactation; however, others fed 50% of
the energy requirement had serious disorders during gestation and lactation (Young and
Rasmussen [6]).

Mexico has the highest world per capita consumption of maize (Zea mays L) and the
main product made from this cereal is the tortilla. Tortilla per capita consumption in some
groups is higher than 120 kg per year, which is equivalent to 328 g/day. In rural zones,
maize provides more that 70% of the calories and 50% of the daily protein intake (Serna
Saldivar et al. [7]). The lower the socioeconomic status the greater the dependence on
tortillas. Unfortunately, tortillas are not a perfect food because they lack of two essential
amino acids: lysine and tryptophan, as well as adequate levels of iron, zinc and vitamins A,
D, E and Bi,. That is the reason why tortillas are ideally suited for nutritional enrichment
and protein fortification (Serna et al. [8], Figueroa et al. [9], Stylianopoulos et al. [10]).

In Mexico, the dry masa flour industry started to enrich flours with S mg/kg B,, 3.0
mg/kg B;, 35 mg/kg niacin, 0.5 mg/kg folic acid, 30 mg/kg iron and 20 mg/kg zinc in 1998.
Unfortunately, this industry currently processes only 22.8% of the total tortillas consumed.
36.7% of the tortillas produced are made from fresh masa and 40.5% are still manufactured
using the traditional process in rural zones (Figueroa et al. [9]). Enrichment and

foriification of fresh masa is difficult because the enrichment premix and/or flours are
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difficult to incorporate and distribute homogenously throughout the dough or masa at the
concentration desired. In addition, most tortilla factories are small-scale enterprises with
little technical development.

Quality protein maize (QPM) can be an important and easy way to upgrade the
protein quality of tortillas produced from fresh masa in small tortilla factories or by the
traditional process in rural areas. The nutritional and biological value of QPM has been
investigated (Bressani et al. [11]; Mertz et al. [12]; Sproule et al. [13]; Serna Saldivar et
al. [14]) since the discovery of the opaque 2 corn. QPM surpasses ordinary corn in
biological value and net protein utilization (Eggum et al. [15]). Bressani [16] has suggested
that QPM is a practical solution to prevent child malnutrition.

The objective of this research was to compare the physiological development of
two generations of laboratory rats fed enriched and soybean fortified tortillas produced

from regular maize and QPM.

MATERIALS AND METHODS

Diet Preparation

Tortillas were produced from dry masa flours (regular and QPM) using conventional
procedures. The flour was hydrated with 1.2 L water to form a dough which was formed
into disks and baked in a three tier gas-fired oven. Tortillas were baked for approximately
50 sec at an average temperature of 290°C. The fresh masa tortillas were purchased from a
commercial tortilla factory. Tortillas were incorporated into a typical Mexican Otomi
Indian diet as described by Styliancpoulos et al. [10]. The experimental diets contained
73.6% tortillas. During the growth periods the diets were administered as powder, and

during mating, pregnancy and lactation as pellets. The pellets were manufactured by
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mixing 10 g bentonite and 150 mL water per kg of powdered diet and the resulting mixture
was exiruded through a 2 cm diameter die using a meat stuffer (Vemag, model 500, typc
128/90, Verden Germany). The extruded material was manually cut into 3 cm length

pieces and then dried at 50-60°C for 8 hours in a convection oven.

The AIN76 semipurified casein control diet (Bieri [17]) was formulated with 20.0% casein
(AIN Purified High Nitrogen), 0.3% DL-Methionine, 5% cellulose (Alphacel, ICN
Biomedicals), 1% vitamin mix (AIN 76, ICN Biomedicals), 3.5% mineral mix (AIN 76,
ICN Biomedicals), 50% com starch, 15.2% sucrose, and 5% vegetable oil with 0.005%

BHT.
Treatments

Six different diets were tested, five consisted of experimental diets based on tortiltas
made from; fresh masa (FM), enriched regular dry masa flour (REDMF), enriched dry
masa flour fortified with 6% defatted soybean meal (FEDMF), enriched QPM flour
(EQPM) and 3% defatted soybean fortified/enriched QPM flour (FEQPM). The
commercial defatted soybean meal (Toasted Nutrisoy Flour, Archer Daniels Midland
Company, Decatur, IL, USA) contained 53% protein (db). The enriched flour in each case
contained 5 mg/kg By, 3.0 mg/kg B,, 35 mg/kg niacin, 0.5 mg/kg folic acid, 30 mg/kg iron
and 20 mg/kg zinc. The other treatment consisted of a control group fed a balanced purified

casein based diet (Bieri [17]) that contained all necessary nutrients for optimum rat growth.
Chemical Composition
The proximate composition of the formulated diets was determined following AOAC

[18] procedures. Free nitrogen extract was determined by the formula: NFE«, (%) = 100 -

% protein - % ether extract - % ash - % crude fiber. Digestible energy was calculated based
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on the amounts of NFE, protein and ether extract, using the following equation: DE = (%

NFE * 4kcal/g) + (% protein * dkcal/g) + (% ether extract * 9kcal/g).
Amino Acid Compesition

Samples were hydrolyzed as follows: first, air was removed exhaustively from the
system by a repeated freeze-thaw technique, and then the hydrolysis carried out in 6N HCI
at 110°C for 24 hr. Amino acids were determined with an AminoQuant system consisting
of an HP 1090 liquid chromatograph with an HP Chemstation (Hewlett Packard, Toulouse,
France) using both o-phthalatdehyde and 9-flourenylmethyl chloroformate pre-column
derivatization methods for spectrophotometric quantification (Kamp, [19]). Analyses were
performed twice. Amino acid data was used to calculate essential amino acid (EAA) scores
by dividing the quantity of the limiting EAA by the comresponding requirement for a 2-
year-old infant (FAO/WHO [20]).

Rat Bioassays

Fifty-four Wistar female weanling rats (25 days old) with an average initial body
weight of 48.4 g were grouped by initial weight and randomly assigned to 6 blocks. During
growth, rats were housed for 28 days in individual stainless steel cages at controlled
environmental conditions (20-22°C with alternating periods of 12 hours light and
darkness). Food and water were provided ad libitum. Weight gains and protein food

conversions were calculated after 14 and 28 days.

After 2 months feeding, three females and one male from to the same treatment were
housed in acrylic cages for nine days and then the male was replaced by another adult male
for 9 more days for mating. Pregnant rats were individually housed in maternal acrylic

cages. The number of live births and the total weight of the litters were registered after
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birth. The newborn rat were allowed to lactate for 28 days. At the end of lactation, two rats
per litter (females) with the average litter weight were fed for 28 more days to determinate

the growth of the second-generation weanling rats.
Nitrogen Retention Study

Six female Wistar rats per treatment were individually housed in metabolic cages for
10 days. Afier a 14-day diet and cage adaptation period total amounts of feces and urine
were collected daily for each animal for 10 consecutive days. Feces and urine were pooled
and stored in a freezer. Urinary nitrogen losses were prevented by adding 1 ml of HCI (1:1)
to the collection containers daily. The urine was filtered through Whatman No. 1 paper,
diluted to 100 ml with distilled water and assayed for nitrogen. Feces were dried in a
convection oven set at 60°C, cleaned, weighed, ground with a mortar and pestle and
analyzed for moisture and nitrogen. Apparent dry matter and protein digestibilities were
calculated by determining the moisture and protein content of the feed and feces. Urinary
nitrogen analysis served to calculate the apparent biological value (BV = N retained/N
absorbed) and apparent net protein utilization (NPU = BV x apparent protein digestibility).
Protein digestibility corrected EAA scores (PDCEAAS) were obtained by multiplying the
EAA score by the corresponding apparent protein digestibility: PDCEAAS= (EAA Score)

(Apparent Protein Digestibility)/100.
Statistical Analyses

Data was analyzed using a randomized complete block design using variance analysis
procedures. Duncan’s tests were applied to determine statistical differences among
treatments (P<0.05). Pearson bivariate coefficients with a 2-tailed test of significance

(P<0.05 and P<0.01) were determined to estimate the correlations between PDCEAAS,
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BV, PDCEAAS, and NPU. Data was analyzed using the SPSS Statistical Software

Package.

RESULTS AND DISCUSSION

Diet Composition

The protein content of the FEDMF and FEQPM diets was around 1% higher than that
of the other diets (Table I). However, the essential amino acid scores (EAAS) of these diets
were about 23 units higher when compared with the regular tortilla based diets and 10 units
higher than the EQPM diet (Table I). This clearly shows the beneficial effect of using
QPM to make tortillas, as wall as the effect of soybean fortification in improving the
EAAS. In human nutrition, especially during the early stages of life, high amounts of
essential amino acids are important than high protein content. The digestible energy content
of the different diets was similar (Table I). The FM diet had a slightly higher fiber content
than the rest of the experimental diets probably due to the greater retention of the fiber rich
pericarp tissue after nixtamalization. Stylianopoulus et al. [10] also found higher levels of

fiber in tortillas made from fresh masa.

As expected the FM and REDMF tortilla diets contained lower amounts of lysine,
tryptophan, and EAAS than the EQPM, FEDMF and FEQPM tortilla diets. Similar results

were observed by Serna Saldivar et al. [7,8] and Stylianopoulos et al. [10].
Growth study and reproductive performance

Rats fed the FEQPM diet (Table IT) had a higher protein conversion efficiency (2.13
g weight gain/g of protein consumed) than their counterparts fed the EQPM or FEDMF

diets (1.84 and 1.89 g weight gain/g of protein consumed, respectively). The worst protein
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efficiency was observed in animals fed regular tortilla diets made from FM or REDMF
(0.98 and 1.41 g weight gain/g of protein consumed, respectively). This confirms that EAA
scores were closely related to protein conversion efficiencies. Rats fed the casein control
diet had the best growth performance (P< 0.05) confirming the results of other researchers
(Serna Saldivar et al. [7,8, 21], Sproule et al. [13], Stylianopoulos et al. [10]). Rats fed
regular tortillas diets lost most of their hair and had severe dermatitis especially after the
second month of the study. It is well known that the lack of niacin produces pellagra and
dermatitis (Neldner [22]). Interestingly, animals fed QPM diets did not have any of these
symptoms probably due to the higher levels of tryptophan that is converted to niacin
(Koeppe [23]). QPM diets were slightly more protein digestible than the other experimental
diets (Table V). This does not agree with Eggum et al. [15] who mentioned that the true
digestibility of QPM was slightly lower than that of regular comn.

Rats fed FEDMF (69.99% BV, 58.34% NPU) and FEQPM (69.59% BV, 59.16%
NPU) diets have the best BV and NPU values followed by their counterparts fed the EQPM
diet (64.23% BV, 55.89% NPU). Animals fed REDMF (55.64% BV, 47.75% NPU) and

FM diets (39.35% BV, 33.83 % NPU) had the lowest nitrogen retention (Table III).

Nitrogen retention values were closely correlated to PDCEAAS (BV=0.838, P<0.05
and NPU=0.928, P<0.01). Animals fed QPM products had better weight gains and retained
dietary nitrogen more efficiently than did rats fed regular tortilla diets (Sproule et al. [13],
Sullivan et al. [24]). Experiments perforined by Bressani et al. [25], Serna Saldivar et al.
[7] and Stylianopoulos et al. [10] clearly demonstrated that the addition of soybean meal to
tortillas did not affect protein digestibility and clearly improved nitrogen retention and

growth.
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During the second-generation growth study (Table II) the same tendencies were
observed but differences between low quality protein and high quality protein diets were
exacerbated. Growth rates for rats fed FEQPM and FEDMF diets were 1.96 and 1.75 g
weight gain/g protein intake respectively, at least 3 times higher than for the animals fed
FM and REDMF diets (0.49 and 0.63 g weight gain/g protein intake, respectively).
Stylianopoulos et al. [10] also observed higher growth rates in second generation rats fed

soybean fortified tortillas.

All the females fed FEDMF, EQPM, FEQPM and control diets became pregnant 18
days after mating, while their counterparts fed REDMF and FM tortilla diets had 77.7 and
37.5% pregnancy rates, respectively (Table I'V). The lower pregnancy rate was associated
with the lower body weight produced by diets deficient in EAA, vitamins and minerals.

The lack of good quality protein, iron and felic acid has been associated with reproduction
failure (Alexander et al. [26]). In addition, females fed FEDMF, EQPM, FEQPM and
control diets had between 8 to 11 newbomns/litter, in contrast with rats fed REDMF and FM
diets that only had an average of 3 to 6 newborns/litter. The birth weight was similar for all
the treatments, but the weaning weight and survival rate were higher for the control, EQPM
and FEQPM. Alexander et ai. [26], Friggers et al. [27], Rasmussen [28], and Sakanashi et
al. [29] also found a close relationship between protein quality and offspring performance.
Maternal protein and calorie malnutrition negatively affected reproduction performance and
litter weight. These studies showed that malnourished animals produce less milk, thus

affecting the survival rate and litter weight gains.
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CONCLUSIONS

Utilization of QPM instead of regular maize improved the nutritional value of tortillas
and rat performance over two generations. The effect was more evident in second
generation rats. Animals had better weight gains, adult body weights, reproductive
performance, and survival rate. Soybean fortified tortillas made from regular maize and
QPM had better protein quality and produced better animal performance than unfortified
tortillas. The performance of rats fed the FEQPM diet that contained 3% soybean meal was
similar to the FEDMF diet that contained 6% soybean meal; therefore the utilization of
QPM makes it possible to save half of the soybean flour without sacrificing nutritional

value.

Fortification of QPM or regular corn with 3 or 6% defatted soybean flour did not
significantly affect dry matter, energy and protein digestibilities but greatly improved
nitrogen retention values due to the complementary effect of the soybean protein and the
maize protein. Moreover, females fed the high quality protein diets had a higher pregnancy

rate, number of newborns/litter, and survival rate.

This study clearly shows the beneficial effects of QPM, soybean fortification and
enrichment of tortillas with iron, zinc, thtamine, riboflavin, niacin and folic acid. The
utilization of QPM and/or soybean fortified iortillas is highly recommended because this
staple food provides the most deficient nutrients that most low income and rural people that

inhabits in Mexico and Central America lack.
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Table L. Chemical Composition, Digestible Energy and Essential Amino Acid
Compaesition of Dry Tortilla Based Diets’

Diet’ FM REDMF | FEDMF | EQPM | FEQPM | Control®
Moisture (%) 6.23 6.66 7.32 6.78 7.02 9.72
Ash (%) 2.65 1.82 1.79 1.66 1.72 415
Protein (%) 9.5 94 11.0 9.6 10.5 16.9
Ether extract (%) | 3.23 3.06 4.04 3.67 3.90 4385
Crude fiber (%) 1.54 132 1.12 1.29 123 0.37
NFE * (%) 83.1 84.4 82.1 83.8 827 73.7
DE® (cal/100g) 399.5 4027 408.3 406.6 4079 406.5
Amino acid compaosition®

His 23 29 28 31 35 2.9
Te 31 3.8 38 23 34 51
Leu 10.5 11.7 114 7.5 9.6 10.8
Lys 3.0 3.4 47 42 49 36
Met+Cys 29 39 3.7 3.5 3.5 3.9
Phe+Tyr 6.2 73 79 6.4 6.3 92
Thr 28 38 39 35 31 42
Trp 038 0.7 1.0 0.9 1.0 16
Val 3.7 43 52 52 50 6.9
EAA Score’ (%) 517 58.6 81.0 72.4 84.5 100.0

TValues are means of two observations and expressed on dry matter basis,

2FM = tortilla based diet from fresh masa; REDMF = tortilla based diet from regular dry masa flour; FEDMF = tortilla

based diet made from enriched dry masa flour and fortified with 6% defatted soybean meal; EQPM = tortilla based diet

from enriched dry masa flour from quality protein maize;, FEQPM = tortilla based diet from enriched QPM dry masa flour

fortified with 3% defatted soybean meal; Control = caséin based diet.

3The control diet consisted of 20.0% casein (AIN Purified High Nitrogen), DL-Methionine 0.3%, 5% cellulose (Alphacel,

ICN Biomedicals), 1% vitamin mixture {AIN 76, ICN Biomedicals), 3.5% minera] mixture (AIN 76, ICN Biomedicals),

50% corn starch, 15.2% sucrose, 5% vegetal oil with 0.005% BHT.

*NFE = Free Nitrogen Extract.

> DE (Digestible Energy) = (%NFE * 4 keal/g) + (Yaprotein * 4 kcal/g) + (%ether extract * 9 kcalig).

® Amino acid values are expressed as g AA/100 g protein (dry basis).

"EAA (Bssential Amino Acid) Score = Limiting EAA / requirement for a 2 year old child FAO/WHO [28].
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Table I1. Effects of Tortilla Fortification and Enrichment on Growth of First and

Second Generation Post weaned Rats'

First Generation ]
Diets FM REDMF | FEDMF | EQPM FEQPM | Control
Initial 48.55° 4823 4845° 48 .64° 48.45° 48.10°
Wt (2)

Final Wt.* | 68.98° 88.01° 121.12° 113.02°¢ 120.67°¢ 135.77°¢
,!.EL B d d

AW (g) | 20.43° 3978 72.67 64.38° 7222 87.67°
FI* (g) 218.6° 298.6° 348.7™  [364.3° 3215 [214.2°
PI (g) 20.8° 28.1° 38.4°¢ 35.0°¢ 33.8° 36.2°
AWVPI] 0.98° 141° 1.89°¢ 1.84¢ 2.131 242°
(8

Second Generation

Diets FM REDMF |FEDMF | EQPM FEQPM. | Control
Initial 2262°% 208" 36.81°¢ 34.78°¢ 37.59°¢ 42139
Wt (g)

Final Wt.* [ 38.1° 4821° 84357 78.92°¢ 87.53°¢ 123.46°
_(gL a b cd [ d e
AW (g) | 15.48 18.41 4754 44.14 49 94 81.33
FI* (g) 328.5¢ 307.6° 246.7° 268.9° 242.1° 323.0¢
PI' (g) 31.3° 28.91° 27.14* | 2582° 25.42° 35.21°
AWUPI 0.49* 0.63° 1.75*% 1.71°¢ 1.96°¢ 2.31°

@

! Means with different letter (s) within row were statistically different (P<0.05).

1FM = tortilla based diet from fresh masa; REDMF = tortilla based diet from regular dry masa flour; FEDMF = tortilla

based diet made from enriched dry masa flour and fortified with 6% defatted soybean meal, EQPM = tortilla based diet

from enriched dry masa flour from quality protein maize, FEQPM = tortilla based diet from enriched QPM dry masa flour

fortified with 3% defatted soybean meal, Control = casein based diet.
*Initial Wi. = Initial rat weight

*Final Wt = Final ral weight after 28 day growth.

5 AWT = Weight gain.

%F1=Food Intake (28 days).

" PL= Protein Intake (28 days).

147



Table 1I1. Effects of Tortilla Fortification and Enrichment on Digestibilities and
Nitrogen Retention'
Diet  Apparent Digestibilities

Net Protein PDCEAAS®

(%) Biological
Utilization (%) (%)
Dry Matter  Protein Value (%)

M 90.14* 85.70% 39.35° 33.83° 4431°
REDMF  90.34° 85.65% 55.64" 47.75° 50.19°
FEDMF = 8824° 83.35° 69.99° 58.34¢ 67.511

EQPM  92.46° 86.94° 64.23° 55.89¢ 62.94°
FEQPM  89.63° 85.02° 69.59¢ 59.16 71.84°¢
Control 95.65 i 94.53° 72.21° 68.27° 94.53°¢

"Means with different letier (s) within column were statistically different (P<0.05).

2FM = tortilla based diet from fresh masa; REDMF = tortilla based diet from regular dry masa flour; FEDMF = tortilla
based diet made from enriched dry masa flour and fortified with 6% defatted soybean meal, EQPM = tortilla based diet
from enriched dry masa flour from quality protein maize; FEQPM = tortilla based diet from enriched QPM dry masa flour

fortified with 3% defatted soybean meal;, Control = casein based diet.

3 Protein digestibility corrected essential amino acid scores.
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Table TV, Effects of Tortilla Fortification on Pregnancy Rate, Litter Weight and
Growth Performance of unweaned newborn rats”

Diets’ Pregnancy Number Newborn Newborn Survival
Rate Newborn per Birth Weight  Weaning Rate’
(%) litter (g) Weight (%)

(2

M 37.5° 34° 42° 22.6° 26.4°
REDMF  77.7° 64" 45 298" 53.2°
FEDMF 100° 9.0° 4.7° 36.8° 74.6°
EQPM 100° 8.2¢ 45% 34.8° 68.4°
FEQPM 100° 93¢ 49° 37.6° 77.4°
Control 100° 11.2¢ 5.2° 421° 86.3 ¢

"Means with different Jetter (s) within column were statistically different (P<0.05).

2FM = tortilla based diet from fresh masa, REDMF = tortilla based diet from regular dry masa flour, FEDMF = tortilla
based diet made from enriched dry masa flour and fortified with 6% defatted soybean meal; EQPM = tortilla based diet
from enriched dry masa flour from quality protein maize; FEQPM = tortilla based diet from enriched QPM dry masa flour

fortified with 3% defatted soybean meal; Control = casein based diet.

* % rats that survived 21 days after birth
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