CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO DO VALOR PROTEICO DO

MILHO OPACO-2%*

Leda Ulson Mattos

Capftulo I - INTRODUGAO .suvevvevecrnesnenn.

Py

Capitulo II - MATERIAL E METODOS o vvvevencennenns

1 -Material ¢.vvveeeieervnnncons

2 - MEtOdOS eeverevevnenrrncocnoss

2.1 - Métodos de dosagem ...

2.2 - Métodos experimentais ...

e oo 00

2.3 - Métodos estatisticos .............

Capftulo III - EXPERIENCIAS evvvverernnnenn.

1 - Experiencias em animais .....

2 - Experiencias em estudantes .

Capftulo IV - RESULTADOS .vverrerernennennns

A - Resultado da andlise de alimentos ...

Y

B - Resultados das experiéncias em animais e

seres humanos sveeeececevcoes

1 - Experiencias em animais .

2 - Experiéncias em estudantes ....

Capftulo V -~ DISCUSSAO .uovvurrvrernannnnnans
Capftulo VI - CONCLUSOES +evvererrnnennnans.

Capftulo VII - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .

s o000

es e o

cecoee

13

13
19

19
21
22

23

23
26

31
31

35

35
63

73

81

83

* Tese de doutoramento apresentada a Escola de Enfermagem da
Universidade de Sao Paulo (Departamento de Enfermagem Med1

co-Cirurgica).



CAPITULO 1

INTRODUGAO

O milho € uma das fontes protéicas mais utiliza
das no Brasil, especialmente nas zonas economicamente pouco de
senvolvidas, onde sabemos existir o problema da desnutricao pro
téica. Desde alguns anos, conhece-se uma variedade genética, o
milho opaco-2, que se mostra mais eficiente no crescimento de
animais, do que qualquer outra variedade de milho hibrido até en
tao conhecida.

Entre os primeiros trabalhos de que temos co
nhecimento, a respeito do valor protéico do milho hfbrido, salien
ta-se o de OSBORNE e MENDEL (1914), que estudaram a proteina
do milho verificando que é deficiente em lisina e triptofano, defici
encia esta provocada pelo alto teor de zeina.

Mais recentemente, HANSEN e col. (1946), cons
tataram que a zeina em quase todas as variedades de milho, cor
responde a 50% das protel'nas.

MOSSE (1946), encontrou na zeina baixo teor de
lisina e triptofano.

SAUERLICH e col. (1955), HANSEN e col. (1946)
comprovaram que havia aumento do teor protéico do milho, quan
do este era plantado em terreno adubado, Esse aumento era devi
do a maior quantidade da fragao zeina, o que prejudicava a qualida
de da protefna.

Todas as variedades de milho, existentes até o
momento, continham alto teor de zeina e portaato, carentes em li

sina e triptofano.

A primeira comunicagao acérca das caracteristi
cas que o gen opaco-2 confere ao endosperma do milho foi apre
sentada por Mertz (1963) na reuniao sobre "Pesquisa Industrial de
Milhos Hibridos'" realizada em Chicago.
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MERTZ, BATES e NELSON (1964), mostraram
que o milho opaco-2 contém duas vezes mais lisina do que o milho
comum, diferenga atribufda & diminuigao da relagao zefna-glute
lina, Confirmando estes resultados, MERTZ e BATES (1965), en
contraram para a zefna do milho opaco-2 um teor de 22% do total
das protefoas.

MERTZ, BATES e NELSON (1965), MERTZ (1966),
alimentando ratos com milho opaco-2 em um nivel protéico de
10%, observaram crescimento mais rapido do que com outras va
riedades de milho hibrido no mesmo nfvel protéico.

WATSON (1966), verificou que o gen opaco-2 au
menta a relagEo germe-endospa-ma:, mas 86 o conteudo de amino
dcidos do endosperma é modificado, conforme ja havia sido cons
tatado por MERTZ, BATES e NELSON (1964).

Na Guatemala, BRESSANI (1966), pesquisou a re
tencao de nitrogénio em criangas em idade pré-escolar, recebendo
como fonte de proteina, milho opaco-2 ou leite. Este autor reali
zou duas experiéncias: na primeira as criangas. foram salimenta
das com 1,8 g de protex'na, e na segunda, com 1,5g. Observou que
no primeiro caso a absor¢ao média de nitrogénio foi um pouco
mais baixa nas criangas alimentadas com milho opaco-2, mas a re
tengao foi a mesma com as duas foutes protéicas. Na segunda ex
periéncia a retengéo e absorgao foi maior nas criangas alimenta
das com leite.

Outro autor, PICKETT (1966), observando a va
riagao de peso de porcos alimeuntados com milho opaco-2,milho co!
mum ou milho comum suplementado com soja, verificou que os
porcos alimentados com milho opaco-2 aumentaram de peso na
mesma proporgao que agueles que recebiam milho comum e soja,
0 que nao ocorreu com animais alimentados Unicamente com milho
comum.

‘ Um outro aspecto foi estudado por CLARK(1966),
CLARK e col. (1867), que se preocuparam com & determinag¢ao da
quantidade de milho opaco-2 indispensavel para manter o equil_f
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brio nitrogenado em homens e mulheres; dependendo de seu peso
corporal, esta quantidade variou de 200 a 350 g didrias. Suple
mentaram 200g de milho opaco-2 com lisina e triptofano nao consg
tatando melhoria na retengao de nitrogenio.

BRESSANI (1969), estudou o PER para a protel
na do milho opaco-2, milho comum e milho comum suplementado
com aminodcidos. Obteve um pequeno, mas nao significativo au
mento quando suplementou 0 milho opaco-2 com lisina. O PER nao
se alterou quando foi acrescentado a lisina, triptofano ou triptofa
no e isoleucina. No caso do milho comum, a suplementa;ﬁo nao
foi significativa para lisina, mas sim, para lisina e triptofano.

Em trabalhog anteriores, MATTOS e DE ANGE
LIS (1970), determinaram o PER do milho opaco-2, casefna, fubd
e carne administrados a ratos em um teor protéico de 6%. A car
ne e o milho opaco-2 tiveram o mesmo PER (2,5) sendo o da ca
seina ligeiramente superior (2, 8), € o do milho comum bastante
inferior (0, 7).

No Brasil, o "Instituto Agronomico de Campinas",
a "Escola Superior de Agricultura de Vigosa" e ''Sementes Agro
ceres S.A." possuem programas intensos de produgao e melhora
mento do milho opaco-2, pois entre nds a linha.gem americana paoc
encontra as mesmas condigoes de produtividade.

A grande maioria das proteinas animais apresen
tam em taxa satisfatdria os aminodcidos essenciais para o homem,
ao passo que apenas uma pequena parte dos vegetais apresentam
proteina completa. Na maioria dos casos, sao deficientes em me
tionina, lisina e triptofano.

Apesar da evidente superioridade das protefnas
animais, seria impossivel pretender suprir o consumo humano de
protefnas — em constante elevagao— com os produtos da inddstria |
pecuaria. Ista, nao s6 pelo elevado custo da carne, como também
porque a extensao de terra requerida para a alimentagao de um ho
mem € maior quando esta se processa na base de proteinas ani
mais.
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Esta tese teve como objetivo precipuo estabele
cer o valor do milho opaco-2 como fonte protéica para o ser huma
no. Visando & congecugao désse objetivo propusemqQ-nos a estu
dar o assunto de maneira metddica e planejada & vista de resulta
dos representativos e seguros, que eventualmente pudessem con
tribuir para estimular o cultivo desta variedade de milho nas di
versas regices do pafs.

Assim, estudamos o balango nitrogenado em es
tudantes e ratos, fazendo determinagces de nitrogenio metabdlico
e endogeno; verificamos o crescimento de animais jovens (ratos)
submetidos a dietas contendo protefnas de diferentes fontes e o
desbalango de aminodcidos do milho comum.



CAPITULO 11

MATERIAL E METODOS.

1 - Material

Animais de experiencia: (1) Neste trabalho foram utilizados ra
tos (Rattus norwegicicus, albinus), Wistar, de ambos o0s sexos
com a idade de aproximadamente 30 dias, pesando, em meédia, 55 g.

Estudantes: sete estudantes do sexo feminino, com a idade entre
18 e 24 anos, pertencentes a "Escola de Enfermagem da USP" par
ticiparam voluntariamente desta pesquisa. As estudantes levaram
vida normal sendo controlada apenas a sua alimentagao. Como as
experiencias foram realizadas em um perfodo de dois anos, o pe
so das alunas variou e gerd tabelado em cada experiencia.

Milho opaco : (2) o milho opaco-2 por nés usado, é o resultado
dos cruzamentos da linhagem americana, portadora do fator opa
co-2 com a variedade Maya. Foi moido e colocado em latas fe
chadas com fita gomada e conservado em geladeira a 49C. Utiliza
mos um unico lote para toda a experiéncia. com um teor protéico
de 9, 1%.
Milho comum: (3) foi utilizado milho comum sob duas formas:
A - fubd adquirido em quantidade suficiente para to
da a experiencia e contendo 7,6% de proteina;

B - milho integral mofdo e com um teor de protefna
de 9,3%.

Carne: utilizamos o contrafilé, fresco, sem gordufa, cozido e mo_{
do para a dieta dos ratos e frito para as estudantes. Teor protéi
co 21‘ 6?00

Casgeina: (4) contendo 75, 6% de proteina.

(1) Todos os animais foram obtidos do Biotério Central da Faculda
de de Medicina da USP. ’

(2) As sementes do milho opaco-2 nos foram gentilmente cedidas
pelo Engenheiro Agronomo Luiz Torres de Miranda do Institu
to Agronomico de Campinas.

(3) Fuba Cacique.
(4) Lacticfnios Tacrigy Ltda.
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Dietas para ratos: as dietas foram calculadas de maneira a for

necer aproximadamente 40cal/dia/rato.

A - Milho opaco-2 (6% proteina)

Oleo de Milho veeveeeeenrrvenrevnses veeaens
5ais MINErais covcversacvvrerercccccancesss
vitaminas ....ceecicccocccnricsroeanans cew
dleo de figado de bacalbaul .uv..euveneuennss
agicar ...... ceneene ceeree et eeeee

mdlho OPaco-2 .eveceescscoeanccons

Ba- Milho comum - fuba (6% proteina)

Sleo de milho ...... P Ceeieeianens .
sais minerais ....... P ceereesn seos
vitaminas ... 000000000 ceesesesacesnnen
dleo de figado de bacalhal vvvevvecivnncennes
AGUCAT evavcoccoccsrscsanscanne Ceeeennens
milho comum ,...cc00000e...

Bb- Milho comum integral (6% protefna)

Sleode milho ...ceevecennereas cecenanas .es
sais minerais coociececinorcevetcenecna coes
Vitaminas ....cvcecersconracesasoornecenas
dleo de figado de bacalhau vvoeeevececerccnns
AGUCAT cacvverenococnsas B S
milho comum integral ..........c.00000e0nn

C - Caseina (6% proteina)
oleo de milho ........ ceeescesceveacanns et
sais minerais .. ccecevecieciccncctcccecncas
vitaminas....ce0ec0ccesee ceecnss erescececes
Sleo de figado de bacalhau vvi'veevvnannnns een
BQUCAT . e avvorracsescossncasssanccansessoas

casefna ....covvuen.n e

4,8%
3, 2%,
1, 6%
1,6%
22, 8%,
66, 0%

4,8%
3,2%)
1,6%
1,6%
8,8%
80, 0%

4,8%
3,2%
1,6%
1, 6%
24,4%

- 64,4%

4,8%
3, 2%
1, 6%
1,6%
80, 8%
8, 0%,



D - Casefna (6% proteina)

oleo de miltho ........ Ceecceererectennninnn
sais minerais ...cccc00c00.e
vitaminas ...icccevecicnceas eeceesacancnse
Oleo de figado de bacalhau .........couvuenns

AQUCAT o vveverorroasoncscsacsascascnsscnne

CABEINA +.vveeveeceoacrreccoansensoncssonne

E - Casefna (9, 8% proteina)

6leode MilhO veuvreevenanans teceraceresens
sais MINerais c.ccvevcscecccsoresocccconnca
Vvitaminas ¢.cecrvccccscscconcanan esssecane

Sleo de figado de bacalbau ............ .

AQUCAT ¢cevoavesesssosecassassoncaasacases

CASEINA . .0veveerroroconcacessoseanonaanes

F - Carne (6% proteina)

6leo de Milho eeveecnereroconconnass ceeeene
sais minerais..... ..o ciiieiinteiiacianaan
vitaminas .....c.c0000000000 cecoes cescsene
Sleo de figado de bacalhall . veeeeervaneenannn
BGUCAT v eovvrrecnsncncacrsacessssoanasn ces

CArNE o.vuvevicsosssavsasosnsasscascnsaanas

G - Aproteica

éleo de milho ....... Cheectceececctaesaaene
5818 MINeraiS.cccccsvscsveccccsacesas
vitaminas ..cce0c0c00i0nnns cesesecennn oo
oleo de figado de bacalhau......... Ceerneaes
ACUCAT v ovevereennnenennnas Cetecacenerenes
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4,8%
3, 2%
1,6%
1,6%
84,8%
4,0%

4,8%
3,2%
1,6%
1,6%
75, 2%
13, 6%

4,8%
3,2%
1, 6%
1,6%
64,8%
24, 0%

4, 8%
3,2%
1,6%
1,6%
88, 8%

H - Dieta Ba suplementada com 136 mg de lisina e 25 mg de tripto

fano.

1 - Dieta Ba suplementada com 136 mg de lisina 25 mg

fano,

140 mg de 4cido aspértico, 133 mg de argitina

de glicina.

de tripto
‘e 35mg

J - Dieta Ba suplementada com 136 mg de lisina, 25mg de tripto
fano, 140 mg de dcido aspartico, 133 mg de arginina e 35 mg de

glicina, 27 mg de histidina e 23 mg de cistina.
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K - Dieta A suplementada com 530 mg de leucina.

A mistura de sais minerais, utilizada em todas
as dietas, foi a de Phillips e Hart (1935) modificada:

NACL eeveevernenecocracocccsasosasscacasasaes 335,0g
KoHPO4 tuueveerouascenrosasseeasncesnonesss, 8850g
Ca(H,POg) 2.H20 cvvrevernsecsnnnssenesacesss 1890,0g
MgSO4. THoD evveresovrnucernnsnanerancesanss. 204,0g
CaCO3 +.vvcenen R 1 I I
FeSO4 H30 ti.uiivveerereedosiasnesnnecasacas 15,0

ou

FeCgH507.3Hp0 ..ceceiiocinecccnrnccacccennns 75,0 g
Kl iceeitieieecocenscacooaccncscncscacaanns .o 1,6 ¢g
ZnCly secceneaean “ececceciettaannns cecessaans 0,5¢
CuS04.5H90 ceicvinceinnnrosernsncccnsconconsnns 0,6¢g
MnSO4.4H9O cvvvvcecrcrorrececcncnnconnns v 0,7¢

A solugao de vitaminas utilizada tinha a seguinte composigao, por
100 ml:

(Tiamina (HCl) o .ccveveeeeevcroeccenocavasnsrees 20,0 mg
. Riboflavina .....cciceieiierrecenncseencancncss 20,0 mg
PiridoxXing «oceeeecesceccessssrnsesaseasransss 20,0 mg
Vitamina K ..ciieveocecececcacnscsoccesrcacaces 50,0 mg

Pantotenato de CA1CI0 ....vvuncneascraranes ve.. 50,0 mg
Acido flico ....... Ceeeeereteraana. eeeneeas 10, 0 mg
Vitaming By eececcccveccccrcccrrosncccsosnos 0,2 mg
Colina (HCI) ....vcvvvvevecsoneenceeconaasases 10,0 mg
Inositol ....cecenccecnnns teesteceesscerescanane 1,0 mg
Acido nicotinico ....... ceeesteseseesssssssse.. 20,0 mg

Dietas para estudantes: as dietas L. e M foram calculadas para
fornecer 1450 calorias por dia, sendo as calorias adicionais neces
sdrias para atingir o requisito caldrico de cada estudante, forneci
das pelo aglicar, manteiga e Sleo. Contém 31,2g de protefna/estu
dante/dia.
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Fubd ........ tereeeiaaeieaes 240 g
Tomate .......... Geecesecesscsessecennessesane 200 g
Banand .......... ceeens R N . 200 g
Suco de laranja 200 g
MEGA seeeuvancsocrsccasncnsanonscoconocanonse . 150¢g
Alface ..........0000.n 50 g
PAO +veivenrecinarenannn cereeaenn ceeiaeaes 50g

Milho opaco-2 ......... eecececsscitcsoscscannne . 200 g
TOomMAte ...ciecevvvscccccecnscrsacsovosccsassocs 200 g
Banana ...... eseceesevseccstctstcassssesctnsnans 200 g
1 . 50 g
Suco de laranja ....... ceeeenn seesieacstcecsanae 200 g
Maga ...... cerereenn ceieeieeceeneeniennes 150 g
Alface .....cc00... ceesccecsreasrsssecctnsseasonn 50 g

As dietas N e O foram calculadas para fornecer

31,9¢ protefna/ estudante/dia e da mesma maneira que as anterio
res 1450 calorias/dia. )

N -

0-

Milho comum fubf) +..ccvvverrnoceceneeconnes 240 g
TOmMAte ...cvovsesrncrscccstosoncseccsacss 200 g
Alface ....oceaiionns ceseanaan ceereceanas 80 g
Banana ...... P ceeeceas 200 g
21 50 g
SUCO AE 1ATANJA +.veeerecsvrnrornconcennnnnenn .. 200 g
MEGE uuerernnneeneennnnnnnresessnnnaneeenns . 150g

Dieta de milho comum (L) suplementada com:417 mg de lisina
e 80 mg de L -triptofano.

A dieta P foi calculada de maneira a conter36,2g

proteina/estudante/dia, e as calorias necessarias para atingir as ne

cessidades caldricas do estudante fornecidas pela manteiga, a¢ﬁcar

e dleo.

P -

Carne ...c.cocteesrcrconcessocsccscccccccrovans 85 g
Tomate .........ccceeveee teecacsnons eteecacene 200 g
Alface ......co000000 cececeessaranaes 50 g
Banapa ..... cececsssssesasseessscscsaserssanns 200 g
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PBO covvevcersecsssecssssonsooncssossnsassosssecscs

Suco de laranja ....... ercesecsas theveavacaiaaas
Maga cevossse teeesssrecescresasens escesarsesene

Macarrao ....... Ceeeereenens cerenennan veeenenn
Dieta com 3% de protefna e 2200 calorias/dia

Carne ....coosesoase cesecssescans teessaccaans .
Tomate .....cco0v00000 D S
Alface ...icc00000n cescensccsossrsss cesecesasnse
Banana ........ secesscncrescsee teesccesireecns
PEO vevvevnnns e e et et e,
Sucodelarani8 .....eocceececiicnncronsasasnans
Magﬁ csceecescsceresessseesssvsssvsrseererenes
AYTOZ ,..ivecevrovcasnsessscescnccsacess eesosan
L0 1= Y P
Manteiga ....cc..eccviecievrcciacaann ceieisnians

AGUCAT .....veveenns e reereeaeen cereenn oo
Dieta com 5, 8% de proteina e 2200 calorias/dia

Carne ...cecceeeccceacscces esececsrenens ceesnen
Tomate ...cecvcvvceroscceecs teatsemervensesanes
Alface ..iceiieeeccnne tectiemrsesesscescssecanns
Banana ...ccecascecenns Cenecereeeecaeans eecanse

PBO ..tieicioientcacrscssastoscacescosancsnansa

Suco de 1aranja ......ceceecereenss P e

MaGE | veeierinrneravnocesncnnaneacosannnes
APTOZ ceeeecsevroscosscessonrossosnconcssoososcacss
Oleo ..v.... tereesennee R eeeeens R

Manteiga .......... D PRI
Agﬁcar cesresereseaan cetenssenee sesecscrccnnan
QUEiJo Prato .....ccevcecarcessassascecsscsscsss

Dieta com 10, 6% de protefna e 2200 calorias/ dia

Carne .e.evoceccanss S R T TR I
Gelatina. ...civeeiinirinitiatiiieiieiiaiieaieian

Queijoprato ......ccihiecninnnn.. cecessoscsnns
Leite .........0iiiiieennes e eeetsncsnccacnaaes
Pao ....... Ceeeiescecatietraseersaaons ceeeees .

50 g
200 g
150 g

50 g

70 ¢
200 g
50 g
200 g
50¢g
200 g
150 g
100 g
50g
40 g
100 g

200 g
200 g
50 g
100 g
50 g
200 g
150 g
60 g
40 g
20 g
100 g
40 g

200 g
10 g
150 g
200 g
50 g
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AGUCAT . ituvireenneroroeencosoosnnecenesnnnanns 50 g
ATrOZ ..icveevenrancannnncas cesecciietsaanacaes - 100 g
Oleo de Milho 4uvuuvenevencernereansoeesncnanas 40 g
N 50 g
Banana@ ...c.ceeicierttatcsesctesctssctrccanocsnns 200 g

A fim de manter um paladar razodvel, os milhos,
tanto o comum como o opaco-2, foram preparados na maneira
- » . e . .
usual, isto €, cozidos com agua e sal e a carne,servida como bife.
2 - Métodos

2.1 - Métodos de dosagem

Dosagem de nitrogénio: todas as. dosagens de nitrogénio
foram feitas pelo método de Kjeldahl modificado, ALBANESE(1963),
O método consiste em digerir a amostra em HySO4 concentrado e

mistura digestiva (sulfato de cobre e sulfato de potdssio). Quando
a solugao se torna clara, junta-se agua oxigenada a 30%e deixa-se
digerir mais 20 minutos. A adigao de um excesso de alcali em
um sistema fechado liberta amonia que é recebida em acido bdrico
a 4% e titulada com H3SO4 0,1 N. Para calcular a protefna, foi
usado o fator convencional (N x 6, 25).

Dosagem de nitrogénio nas fezes e urina de ratos: as fe

zes totais de cada rato foram digeridas pelo método de Kjeldahl e
o digerido transportado para um balao volumétrico de 100ml, o
seu volume completado com dgua destilada e o nitrogénio determi
nado em uma alfquota de 5ml.

O volume total da urina foi completado com dgua
destilada até o valor exato mais proximo e uma amostra de 2 ou
5 ml tomada para a determinagao do nitrogenio.

Dosagem de nitrogénio nas fezes e urina de estudantes:

As fezes totais foram pesadas, homogeneizadas
em liquidificador,e da suspensaoc retirada uma amostra de aproxi

madamente 3 g para a determinaga-.o do nitrogenio.

O volume total da urina foi medido e usada uma
alfquota de 2ml para a determinagao de nitrogenio.
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Dosagem de aminodcidos do milho comum e opaco-2:

os aminodacidos, com excegio do triptofano, foram dosados por
cromatografia (5).

a) Preparo da amostra: amostras de milho de aproxima
damente 3 mg de protefna foram colocadas em ampo
las de vidro com 4 ml de HC1 6 N e estas fechadas. As
amostras foram hidrolisadas durante 4, 18, 24, 48e¢ 72
horas em estufa a 1009C.

As solugoes foram filtradas, o HC1 removido a
vécuo a 409C e os resfduos dissolvidos com tampao de citrato pH
2,2, As solugc')eg’_‘)aésim obtidas, tiveram seu pH acertado com o
mesmo tampao, sendo entao diluidas para 5ml.

b) Andlise dos aminodcidos: aliquotas de 0,25 ml do hi
drolisado foram analisadas no analisador. As quantida
des de aminodcidos das amostras foram determinadas
por comparag¢ao com uma mistura de aminodcidos, pa
drao Beckmann.

¢) Cdlculo dos aminodcidos: para obter valores mais
exatos, a hidrdlise das amostras foi realizada em 5
tempos,como ja{ vimos. Quando, em determinado tem
po de hidrdlise, o valor do aminodcido era significati
vamente maior do que nos outros tempos, usou-se ég
te valor como o do referido aminoacido. Quando os va
lores de um aminodcido eram muito semelhantes, nos
diversos tempos de hidrdlise, usou-se.a média como
valor do aminodcido. Em alguns casos, em que os va
lores diminuiam muito com o aumento do tempo de hi
drélise, foi feita uma extrapolagao linear déstes valo
res para tempo zero e éste valor foi usado como re
sultado ideal.

Dosagem de triptofano: foi feita pelo método de HORN
e JONES (1945). A amostra foi hidrolisada pela papafna a 2% em

(5) Analisador de Beckmann, modélo 120 B.



-21_

PH 8,0 a 709C durante 12 horas. A solugao foi filtrada e o res{
duo lavado virias vezes com &gua destilada e dilufdo a 100 ml. Em
‘uma alfquota déste hidrolisado, o triptofano foi dosado colorimé
tricamente com nitrito de sédio e paradimetilbenzaldefdo.

2.2 - Métodos experimentais

-~
Crescimento de ratos: nas experiencias em que deter

minamos o crescimento de ratos, €les foram colocados em gaio
las individuais, recebendo dieta e dgua ad libidum, sendo pesados
cada dois dias.

Balango nitroggnado em ratos: os ratos, mantidos em

gaiolas individuais, foram transferidos para as gaiolas metaboli
cas no periodo em que se media o balango nitrogenado, onde per
maneceram por sete dias, retornando depois ds primeiras.

As gaiolas metabdlicas usadas tinham fundo de
tela de arame por onde passavam as fezes e urina. As fezes fo
ram recolhidas em um funil colocado logo abaixo do fundo da gaio
la e que era vedado por uma tela de nylon. A urina atravessava a
tela e era recebida em um 'f—eat:‘iﬁpief:’tg, contendo 5ml de H,SO4 a
10%. As fezes eram recolhidas didriamente e colocadas em um
frasco de Kjeldahl,contendo 10 ml de HySO4 conc. sendo este usa
do na digestao do material. As urinas foram recolhidas cada dois
dias e guardadas na geladeira.

Determinagao de nitrogénio metabdlico e endogeno em ra

tos: o balango nitrogenado foi determinado em ratos alimentados
com 3%, 6% e 9, 8% de protefna derivada da casefna. Com os vald
res médios obtidos para nitrogenio ingerido, urindrio e fecal nas
trés dietas foi feita a andlise de linearidade e obtidas as retas
de regressao N fecal e urindrio em relagao 4 protefna ingerida.
Em ambos os casos, obtivemos uma reta do tipo y=a+ bx.TrégaE
do as retas e extrapolando para o ponto protefna zero, . consegui
mos o valor para nitrogénio metabdlico e enddgeno conforme a re
ta considerada. Entende-se por nitrogenio enddgeno aquéle elimi
na urina, quando a proteina ingerida é zero, e, por nitrogénio me
tabdlico o eliminado pelas fezes nas mesmas condigoes.
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Balango nitrgenado em estudantes: as estudantes fo

ram submetidos inicialmente a varios exames de laboratdrio, tais
como, exame bacterioldgico e parasitologico de fezes, hematoldgi
co, eletroforese de soro e tipo I de urina. Submetidas a exame cl_i'
nico, foram consideradas aptas para tomar pa;‘te na pesquisa.

Em todas as experiéncias, cada estudante perma
neceu por nove dias em dieta, sendo tres dias para ajustamento e
seis para a deterfninagéo do balango nitrogenado.

As fezes foram recolhidas em H3SO04 a 50% e
mantidas fortemente dcidas para evitar a perda de nitrogeénio.

A primeira micgao do dia do infcio da experien
cia foi desprezada, e foram reunidas todas as demais, inclusive a

primeira do dia subsequente ao término da experiéncia. Para me
lhor conservagao da urina, ela foi recolhida em H3SO4 conc.

Determinagao de nitrogénio metabdlico e endégeno em

estudantes: o balango nitrogenado foi determinado em duas estu
dantes;recebendo dietas contendo 3%, 5,8% e 10,6% de protefna, e
o nitrogenio endégeno e metabdlico, calculado pelo processo ante
riormente citado.

2.3 - Métodos estatisticos: fizemos nas nossas experiencias

varios testes e's—tatl'sticos,-‘ tais como, analise de variﬁncia, aplica
¢ao do método de Scheffé para julgar todos os - possiveis contras
tes na andlise de variancia, e dos métodos de Cochran e Bartlett's
para a verificagao da homogeneidade das amostras., Também tes
tamos a linearidade e construfmos as retas de regressao sempre
que necessario, Berqud e Marques (1963).



CAPITULO I

EXPERIENCIAS

As experiencias realizadas neste trabalho tive
ram os seguintes objetivos:

a) Determinar o nitrogénio metabdlico e enddgeno tanto em ani
mais como em séres humanos;

b) Comparar o valor nutritivo das diferentes fontes protéicas estu
dadas: fubd, milho opaco-2, casefna e carne. Este estudo foi
feito em animais, por meio de observagio das velocidades de
crescimento ou perda de peso e capacidade de manutengao do
equilibrio nitrogenado e nas estudantes, pelo balanco nitrogena
do;

¢) Comparar a capacidade de recuperagao 'das diferentes foutes
protéicas, em ratos submetidos a uma carencia protéica;

d) Comparar o comportamento do fuba e do milho comum integral
em relagao ao crescimento e 4 recuperagao de ratos submeti
dos a uma careéncia protéica;

e) Estudar o desbalan¢o de aminodcidos no milho comum e no opa
co-2,estudando este efeito por meio de uma suplementagao ade
quada.

Para atingir esta finalidade,realizamos as se
guintes experiencias:

1 - Experiencias em animais

Experiencia 1.1 - Esta experiencia foi planejada com a finalida

de de determinar o nitrogénio enddgeno e metabdlico em ratos. Pa
ra isso, 12 ratos foram submetidos sucessivamente a dietas con
tendo 3%, 6% e 9,8% de protefna, derivada da casefna. Apés o tér
mino destas dietas foram submetidos a uma dieta aprotéica para
determinar diretamente o nitrogénio endogeno e metabdlico sem
extrapolar.
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Na segunda semana de tratamento com cada die
ta,foram determinados os balangos nitrogenados. As dietas utiliza
das foram as dietas C, D, E, G, conforme material e.métodos.

Experiéncia 1.2 - Foi comparado o crescimento de ratos manti

dos em dietas isonitrogenadas, com proteinas de diferentes fon
tes: milho opaco-2 (dieta A), fubd (dieta Ba), caseina (dieta C),
carne (dieta F). .Os ratos foram mantidos nas dietas por 28
dias, Também comparamos o crescimento de ratos alimenta
dos com fuba (dieta Ba) e milho'comum integral (dieta Bb).

Experiencia 1.3 - Foi realizada para estudar o valor dos ali

mentos utilizados como fonte protéica, usando para isso o balan
¢o nitrogenado. Os ratos usados nesta experiéncia, foram os
mesmos da experiéncia 1.2, sendo os balangos nitrogenados rea
lizados uma semana apos o inicio da mesma. As dietas utiliza
das foram, portanto, as da experiencia 1.2, milho opaco-2 (die
eta A), fubd (dieta Ba), caseina (dieta C) e carne (dieta F),

Experiéncia 1.4 - A capacidade de recuperagao das diferentes

fontes protéicas foi estudada, mantendo ratos durante 15 dias
em uma dieta sem protefna (dieta G) e recuperando-os com mi
lho opaco-2, (dieta A), fubd (dieta Ba), caseina (dieta C) e car
ne (dieta F).

Cada grupo era formado de 10 ratos, sendo re
cuperados por um periodo de 10 semanas, | Cotﬁparamos tam
bém a capacidade de recuperag_io do fuba (dieta Ba) e milho co
mum integral (dieta Bb) em ratos submetidos a 15 dias de carég
cia protéica,

Experiéencia 1.5 - A finalidade desta experiencia e estudar o ba

lango nitrogenado em varias fases de recuperagao empregando
diferentes fontes protéicas: milho opaco-2 (dieta A), fubd (die
ta (Ba), e caseina (dieta C). Os ratos usados nesta experiég
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cia,foram os mesmos da experiéncia 1.4,com excegio do grupo
da carne, no qual nao foi feito balango nitrogenado.

Experiencia 1.6 - Nesta experiencia, quisemos verificar a reg

posta 3 suplementagao de fubd com diferentes aminodcidos, lisi
na triptofano, dcido aspértico, arginine, glicina, cistina, histi
dina e dcido glutamico adicionados de maneira a atingir os res
pectivos valores no milho opaco-2.

O milho opaco-2 foi suplementado com leucina a
fim de equiparar-se ao fubd.

Foram os seguintes as suplementacaes realiza
das baseadas na tabela (1):

a) - Fubd (dieta Ba) suplementado com 136 mg de lisina e 25
mg de triptofano (dieta H)

b) - Fubd (dieta Ba) suplementado com 136 mg de lisina,
25 mg de triptofano, 133 mg de arginina, 35 mg de glici
na e 140 mg de dcido aspartico (dieta I)

c) - Fubd (dieta Ba) suplementado com 136 mg de lisina,
25 mg de triptofano, 133 mg de arginina, 35 mg de glici
na, 140 mg de acido aspartico, 27 mg de histidina, 23
mg de cistina (dieta J)

d) - Milho opaco-2 (dieta A) suplementado com 530 mg de
leucina (dieta K).
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Tabela (1) - Mg de aminodcidos em 100 g das dietas: milho opa
co-2 (dieta A), fubd (dieta Ba), milho comum integral

(dieta Bb).

. Milho ) Milho diferenga entre

Aminoacidos opaco-z Fuba cc;:;um Milho Milho
: opaco-2 opaco-2
e Fuba |M.c.int.

Isoleucina 184 276 270 -92 -86
Leucina 480 | 1010 940 -530 -460
Lisina 288 152 167 +136 +121
Cistina 108 85 89 +23 +19
Metionina 98 125 | 119 -27 -21
Tirosina 219 336 330 -117 -111
Fenil alanina 260 352 295 -92 -35
Triptofano 73 48 43 +25 +30
Treonina 224 256 274 -32 -50
Valina 296 348 331 -52 -35
Histidina 176 149 160 +27 +16
Arginina 400 267 300 +133 +100
Ac.aspirtico 612 472 | 494 +140 | +118
Ac.glutamico + ‘ "
Serina 1250 1800 1595 A -550 -345
Glicina 293 258 225 +35 +68
Alanina 496 472 456 +24 +40
Prolina 471 681 608 -204 -131

2 - Experiéencia em estudantes

Em estudantes, foi determinado o nitrogénio en
dégeno e metabdlico e a gﬁpacidade de manutengao do equilibrio ni
trogenado com dietas de milho comum ‘e opaco-2, suplementados
ou nao, com aminoacidos.

Para avaliar o valor nutritivo de uma protel'na
por meio do balango nitrogenado, resolvemos usar niveis de nitro



-27-

génio suficientemente baixos para produzir um balango de equﬂj
brio, pois, em niveis baixos, hd maior sensibilidade a pequenas
modificagoes. Também o tempo de duragao da experiéncia deve
ser suficiente para permitir a estabilizagao do nitrogénio elimina

do.

. Em face da pouca aceitagao das dietas prepara
das com milho integral moz'do, usamos para as determinag:b'es dosg
fubd. Pelos resultados obtidos no estudo
dos dois milhos, vimos gue eles tém composigao semelhante, e

balang¢os nitrogenados,

quegna porcentagem de proteinas utilizada nas dietas, se compor
tam da mesma maneira.

Foram realizadas 8 dietas diferentes para 7 es
tudantes segundo 0 esquema que se segue:

Experiéncia 2.1 - Foi realizado o balango nitrogenado em 2 estu
dantes recebendo cada uma 3 dietas diferentes,, contendo respecti
vamente de protefna 3% (dieta Q), 5, 8% (dieta R) e 10,6% (ieta S)
com o objetivo de determinar o nitrogénio metabdlico e enddgeno.

As caracteristicas das estudantes que tomaram
parte na experiencia estao tabuladas abaixo (tabela 2).

Tabela (2) - + Caracteristicas das estudantes da Experiéncia 1.

Altura

Nome | Sexo Idade ‘Péso Sup. cor | Kcal/dia
(anos) - (kg) (m) poral :
(m?2)
M.IL F 21 62,0 1,63 1,66 2600
A.P.S{ F 21 53,5 1,58 1,52 2500

Experiéncia 2.2 - Nesta experiéncia, foi estudada a capacidade de

manutengao do equilibrio.nitrogenado em 5 estudantes, 3 vezes con
secutivas,recebendo respectivamente dietas
tendo 5, 02 g/dia de N, sendo 2, 90 g provenientes do milho opaco-2
(dieta M), do milho comum (dieta L) ou da carne (dieta P) e 2,12

isonitrogenadas con

dos alimentos restantes.
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Como a dieta da carne apresentagsse baixo valor
caldrico, acrescentamos-lhe macarrao objetivando atingir as calo
rias necessarias as estudantes. A dieta P continha 5,8 g de nitro
génio.sendo 0, 8 foranecido pelo macarrao.

Cinco estudantes participaram desta experiég_
cia, estando suas caracteristicas agrupadas na tabela (3).

Tabela (3) - Caracteristicas das estudantes da experiéncia 2.

Idade - Altura | Sup. cor | kcal/dia
Nome | Sexo (anos) Peso. (m) porgl-
(m?)

M.A-M{ F 24 43,5 1,60 1,40 2400
M.T. F 22 41,5 1, 57 1,37 2300
O.G.H. F 19 58,17 1,58 1, 60 2550
M.E.G.| F 20 62,7 1,62 1,68 2600
Z.B. F 23 41,8 1,55 1,44 2400

Na tabela (4) colocamos a composigao em ami
nodcidos de 240g de fubd, 200g de milho opaco-2, 85 g de carne
que foram usados no preparo das dietas L, M e P, comparados
com os requisitos didrios estabelecidos por Rose (1949) e pela
FAO (1965).

Tabela (4) - Composigao em aminoicidos essenciais (mg) das die
tas L, M, e P comparados com os requisitos estabele
cidos por Rose e pela FAO,

Aminodcidos Milho opaco-2 Fuba Carne
essenciais (mg) | (200 g/dia) | (240 g/dia)| (85 gldia) ROS€| FAO
Isoleucina 554 735 725 700] 1080
Leucina 1460 3060 1219 1100{ 1220
Lisina' 870 453 1337 300) 1080
Aminoacidos sulf. 638 611 598 1100| 1080
cistina 326 254 192 )
metionina 312 357 406
AminoacidosaromJ 1458 2061 1202 1100 1440
fenil-alanina 792 1056 661
tirosina 666 1005 541
Treonina 678 525 690 500 720
Triptofano 228 148 168 250| 360
Valina 888 - 739 753 800] 950
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Experiéncia 2.3 - Nesta experiencia, foi realizado o balango nitro

genado em 4 estudantes, recebendo cada uma 2 dietas, respectiva
mente de fuba e de fubd suplementado com lisina e triptofano. A
suplementagao do fubd comum foi feita de maneira a igualar os
teores de lisina e triptofano ao do milho opaco-2, conforme tabela
(5). Assim as estudantes receberam fuba suplementado com
417 mg de lisina e 80 mg de triptofano por dia. "(dieta d).

Tabela (5) - Composigao em aminoicidos essenciais(mg) em 200g
de milho opaco-2 e 240g de fuba.

Aminoacidos  |Milho opaco-2 Fuba Diferenca entre,
essenciais (mg) (200g) N (240¢g) m. opaco-2 e fuba
Isoleucina 554 735 -181
Leucina 1460 3060 -1600
Lisina . 870 453 +417
Aminoacidos . 638 611 +21
sulf,
cistina 326 254 +72
met'ionina 312 357 -45
Aminoacidos
arom. 1458 2061 603
fenil-alanina 792 1056 -264
tirosina 666 1005 -339
Treonina 678 525 +153
Triptofano 228 148 +80
Valina 888 739 +149

As dietas eram isonitrogenadas contendo 5,11 g
de nitrogénio por dia, sendo 2,9 g proveniente do fubi, 0,10 g do
triptofano e da lisina e o restante, dos outros alimentos.

Na realiza¢§o desta experiénci:a4 cooperaram 4
estudantes cujas caracteristicas apresentamos na tabela (6).

Tabela (6) - Caracteristicas das estudantes da experiencia 3.

Nome | Sexo Idade Peso Altura |Sup.corpiKcal/dia
(anos) (kg) . (m) (m?)

M.A.M{ F 24 44,3 1,60 1,40 2400

Z.B. F 24 47,5 1,55 - 1,42 2400

M.I.B. F 21 64,7 1,63 1,70 2600

A.P.S. F 21 53,0 1, 58 1,51 2500
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Achamos melhor cada estudante ser seu préprio
contr61e, por isso elas se submeteram também a uma dieta de fu
ba (dieta N) sem suplementacao. Duas estudantes, M. A. M. e
Z.B., iniciaram a experiéncia com o fuba sem suplementagio e as
duas outras, M.I.B. e A, P.S,, com fuba suplementado,



CAPITULO IV
RESULTADOS

Os resultados foram compilados em dois grupos:

A - Resultados das dosagens dos alimentos que compunham as die
tas. '

B - Resultados das experiencias em animais e seéres humanos.

A - RESULTADO DA ANALISE DOS ALIMENTOS

Nitrogenio dos alimentos: todos os alimentos
usados no preparo das dietas foram dosados para nitrOgénio em
nosso laboratdrio pelo método descrito em Material e Métodos,
sendo os resultados apresentados na tabela (7).

Tabela (7) - Dosagem de nitrogénio nos alimentos

Alimentos Nitrogenio Protefnas
(100g) (mg) (2)
Pao 1335 : 8, 34
Tomate 153. 0,95
Carne 3453 21,58
Suco de laranja 99 _ 0,62
Alface 285 1,78
Banana 239 1,49
Maga 204 1, 27
Queijo prato 3900 24, 37
Gelatina 12950 . 80,93
Fubd 1213 7,57
Milho comum integ. 1483 9,29
Milho opaco-2 1438 9, 04
Caseina . : 12173 75, 62

Os resultados da analise de aminodcidos do fuba,
do milho comum integral e do milho opaco-2 encontram-se na tabe
1a (8).
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Tabela (8) - Composigdo do milho opaco-2, fubd e milho comum in

tegral.
M. opaco-2 Fubd ° M. comum
integral

Nitrogenio (g de N. ' .
em 100 g de milho) 1.438 1.213 1.483
Fator de conversao 6, 25 6, 25 6, 25
Protefna (g/100 g de

milho) 9, 04 7,57 9, 27

mg/100g| mg/100g | mg/ | mg |m . m
inoacid milho | proteina| 100g| 100g|100g | 100
Aminoacidos milho| protei] milho | protel
na na

Isoleucina 2717 3,0 348 4,5 | 422 4,5
Leucina 730 8,1 1275 | 16,8 | 1467 | 15,7
Lisina 435 4,8 189 2,5 | 262 2,8
Fenil-alanina 396 4,4 440 5,8 | 460 4,9
Tirosina 333 3,17 418 5,5 | 516 5,5
Cistina 163 1,8 106 1,2 | 139 1,4
Metionina 149 1,6 156 2,0 186 2,0
Treonina 339 3,7 322 4,3 428 4,6
Triptofano 111 1,2 62 0,8 67 0,17
Valina 444 4,9 435 5,8 | 518 5,56
Arginina 605 6,7 334 4,4 | 470 5,0
Histidina 268 3,0 186 2,5 | 250 2,6
Ac. aspartico 931 10,3 se2 | 1,8 | 7172 | 8,3
Glicina 444 4,9 323 | 4,3 | 352 3,17
Alanina _ 600 6,6 592 7,8 | 713 7,6
Ac. glutamico
+ serina 1895 21,0 2259 | 29,0 |2419 | 26, 2
Prolina 725 8,0 854 11,4 | 950 | 10,0

Usando os resultados da tabela (8), calculamos
as quantidades de cada aminodcido essencial em mg por g de nitro
génio total (E/T). Os valdres para a casefna, carne e ovo foram
extraidas da FAO. OMS (1966) e FAO-NUTRITIONAL STUDIES
(1970) e agrupados na tabela (9).
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Chamaram de aminoicido limitante o que se en
contra em maior deficit em relagao ao 6vo. Na tabela (11) coloca
mos os indices quimicos segundo MITCHELL e BLOCK (1946).

Na casefna,foi cousiderado como aminoacido 1i
mitante a metionina + cistina porque no metabolisrho, a metionina
é convertida em cistina, mas o inverso nao ocorre. Qualquer que
seja o deficit,o fator limitante ¢ a metionina ou a metionina + cisti
na,

Podemos observar que a protefna do milho opa
co-2 contém todos os aminodcidos essenciais, com excegao da iso
leucina e metionina, em quantidades equivalentes aquelas do ovo.
O milho comum é deficiente em lisina, triptofano, cistina metioni
na, valina e treonina.

B - RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS EM ANIMAIS E SERES
HUMANGQGS

1 - Resultados das experiéncias em animais:

Experiéncia 1.1 - Nesta experiencia, foi determinado o ni

trogenio endogeno e metabdlico em ratos. Os resultados estao
apresentados na tabela (12) e correspondem a média dos valores
obtidos para os 12 ratos.

Tabela (12) - Balango nitrogenado em ratos recebendo 3%, 6% e
9, 8% de proteina (caseina).

Nitrogénio Proteina Proteina Proteina

(mg/dia) 3% 6% - 9,8%
Ingerido 48,2 95,7 156, 8
Fecal 6,2 12,1 14,7
Urinario 18,4 27,1 34,6
Absorvido 42,0 83,6 142,1
Retido 23,6 56, 5 107,5
% absorvido , 87,1 87,3 90,6
% retido . 48,9 59,0 68,5
% valor biologico 56,1 67,5 75,6
Balango Nitrogenado :

(g/dia) 0,024 0, 056 0,107
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Foi calculada a reta de regressao para N fecal
em relagao a proteina ingerida, sendo a equagao da retay=3,8+
'0,012x, € para N urindrio, em relagao a proteina ingerida, y=12,9+

0,023 x. - ' ,
Por extrapolagao das retas para o ponto protei

na zero, obtivemos para N metabdlico 3, 8mg/dia e para N endd
geno 12, 9 mg/dia como podemos ver na figura (1).
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Como o peéso médio dos ratos nesta experiéncia
foide 60,8g, o nitrogénio metabdlico por g/ péso, por dia, correg
ponde a 3, 8/60, 8 ou 0,062 mg/g péso, e 12, 9/60 8 ou 0,21 mg/g
peso para o N endogeno.

Também foi determinado o N metabdlico e endd
geno, alimentando um grupo de 10 ratos com uma dieta aprotéica
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(dieta G). Os resultados estao na tabela (13). Como podemos verg
o N metabolico e o endogeno calculado por extrapolagao sao maio
res que os valores obtidos em uma dieta aprotéica.

Tabela (13) - Nitrogénio urindrio e fecal em uma dieta aprotéica.

Proteina | % .
N ingerido 0 -
N fecal (metabdlico) 2,53 mg/dia
N urindrio (enddgeno) 11, 30 mg/dia

Experiéncia 1.2 - Foi comparada nesta experiencia a variagao de
péso de ratos alimentados com varias fontes protéicas. Na figura
(2) estao colocados os resultados da variagdo semanal média de pe
so dos ratos submetidos ds diferentes dietas: milho opaco-2, fubd,
caseina e carne.
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Quadro (1) - Andlise de variancia

ianc.| SOoma de Graus de | quadrado
Fontes de variagaol ., jrados | liberdade | ~médio Teste
Entre alimentos 13617 3 4539
F=27,6%
Dentro grupos 6739 41 164
Total 20356 44 4703
a3, 4174 31 T=1671 ® Cas'e MOy=8, 3

& MO, e fubd=34, 0%

* gignificante ao nivel de 1% ~
© carne e MOy=6, 6

A analise de variancia acima descrita leva-nos
a concluir pela desigualdade de crescimentq_ .de ratos alimenta
dos com milho opaco-2, fubd, caseina e carne ao nivel de signifi
cancia de 1%. Os contrastes, para as médias nos indicam que nao
bd diferenga de crescimento entre os ratos alimentados com case_f
na, carne ou milho opaco-2. Mas existe uma diferenga significati
va entre o crescimento dos ratos alimentados com fuba e qualguer
das outras trés fontes protéicas.

Foi feita a andlise de linearidade e regressao,
sendo que as retas obtidas representam dentro de 1% de signific§g
cia a variagao do peso dos ratos nos dias de observagao. Baseado
nos dados de crescimento dos ratos, foram calculadas e constru_x'
das as retas de regressao entre peso dos ratos e o numero de dias
apds o infcio das dietas (figura 3).
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Também comparamos a variagao de péso de ra
tos alimentados com fuba e milho comum integral. Na figura (4) te

mos o crescimento semanal médio dos ratos submetidos as duas
dietas.
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No quadro (2), temos os resultados da andlise de
variancia para esta experiéncia. '

Quadro (2) - Andlise de variaocia

Foutes de |Soma de Graus de quadrado Teste
variagao [guadrados liberdade medio
——
Entre alimen 39 1 39,0
tos F=6,9
Dentro gruposL 101 18 5,6
Total 106 19
91,188, 29 T =188

A andlise de variancia acima descrita nos leva a
concluir pela igualdade de crescimento de ratos alimentados com
fubd e com milho comum integral.

Baseados nos dados de crescimento dos ratos fo
ram calculadas as retas de regressao que se encontram na figura(5).

o NCONDN 1HTEGRAL

p— ] ]

4

Ao &r

y
3

’ - - - m 3
18,5 RETAS BF REGRESSAD EOTRE VARIAGA® NMSO[Y) € 85 WS aris it

0 eenist o)

A comparacao do aspecto dos animais nestas di
ferentes situac;c;es. estd documentada nas fotografias (1).



CARENCIA PROTEICA

By

MILHO COMUM |

Fotografia (1) - Aspecto dos ratos alimentados com milho comum,
milho opaco-2 ¢ caseina.
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Segundo OSBORNE, MENDEL e FERRY (1919),
a determinagao da eficiéncia protéica pelo método do PER é sim
ples. PER é a relagao entre o aumento de peso e a protefna inge
rida, BENDER e DOELL (1957) criticaram o método dizendo que
éle nao leva em cousideragao a protefna necessaria para a mamu
tengao do animal e a variagao do PER com a quantidade de alimen
to ingerido. O PER ¢ fungao da variagao de péso e ndo caracte
ristica de uma protefna. Assim,a precisao ¢ a mesma se usamos
somente o ganho em péso ou o PER. BENDER e DOELL propu;g
ram o uso do NPR para comprovar o valor de uma proteina, NPT?
(net protein ratio) € o quociente da diferenga algébrica entre a va
riagao de peso dos ratos alimentados com a proteina a ser testada
e com uma dieta aprotéica e a prot_efna ingerida.

Na tabela (14),colocamos o PER e o NPR calcula
do para o grupo de ratos que foi submetido a dieta de milho opa
co-2. O NPR leva em consideragao a protefna usada para a manu
tengao do animal, e seus valores sao mais constantes do que para
o PER. Podemos verificar na tabela (14) que o PER variou de1,5
a 3,1 enquanto que o NPR permaneceu entre 3,5 e 3,8 para todos
os ratos.

Tabela (14) - Determinac¢ao do PER e NPR para a protefna do mi
1ho opaco-2.

Variagao de péso | Variagao de péso | Protefna
Rato dieta milho dieta aproteica | ingerida | PER | NPR
opaco-2 (g) (g) (g)

1 74 -12 24,3 3,0 3,5

2 78 -12 25,2 3,1 3,5

3 31 -18 13,2 2,3 3,7

4 36 -19 14,6 2,4 3,17

5 46 ~17 17,3 2,6 3,6

6 62 : -22 21,6 2,9 3,8

7 16 : -22 10, 2 1,5 3,7

8 .27 -19 11,9 2,2 3,8

9 33 - -18 13,8 2,4 3,7
10 36 ~18 14,2 2,5 3,7
11 39 -17 - 15,0 2,6 3,17
12 35 -19 14,3 2,4 | 3,7
Media 43 -18 16,1 2,5 | 3,6
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O valor do NPR, ‘em 28 dias, para milho opaco-2
e carne, mostra que os valé‘fes deéstes dois sao aproximadamente
equivalentes em relagao & proteina requerida para o crescimento
do rato.

Na tabela (15),apresentamos o PER e o NPR pa
ra as diferentes fontes protéicas.

Tabela (15) - PER e NPR para casefna, carne, milho opaco-2,fubd
e milho comum integral.

, Aumento meédio
Fonte proteica peso PER NPR
(g/28 dias)
Casefna 51,0 2,8 4,0
Carne 45,9 2,5 3,5
Milho opaco-2 43,9 2,5 3,6
Fubad 10, 8 0,1 2,1
M. comum integral 11,9 1,1 2,3

Experiencia 1.3 - Nesta experiencia,estudamos a retengao
de nitrogénio em ratos alimentados com milho opaco-2, caseina,
carne e fubd.

Foi calculado o balango nitrogenado aparente e o
real. Entende-se por balango nitrogenado aparente a diferenga.
entre o nitrogenio ingerido e o eliminado por dia. No balango ni
trogenado real,descontamos do nitrogenio eliminado o enddgeno e
o metabdlico. Na tabela (16), estao os dados usados na determinal
¢ao dos balangos nitrogenados aparentes.
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Tabela (16) - Balango niirogenado médio aparente em ratos ali
mentados com milho opaco-2, fuba, carne e caseina.

Nitrogenio , s Milho
(mg/dia) Caseina| Carne opaco-2 Fuba
Ingerido 95,6 110,6 |, 99,4 76, 4
Fecal 14,0 12,5 22,9 17,4
Urindrio 27,1 23,1 22,1 23,5
Absorvido 81,6 98, 3 76,5 59,0
Retido 55,5 75,2 54,4 35,5
% absorvido 85, 3 88,8 76,9 71,2
% retido 58,0 68,0 54,17 46,4
V. bioldgico 68,0 76,0 71,0 60,0
Balango nitrogenado (g/dia) | 0.055 0,075| 0,054 {0,036

Com os dados obtidos na experiéncia 3, fizemos
a andlise de variancia cujos resultados estao no quadro (3).

Quadro (3) - Andlise de variancia

Fontes de Soma de | Graus de} Quadrado| Teste
variagao quadrados} liberdade meédio
Eontre alimentos . 9950 3 3316 |F=30,9*
Dentro grupos 4841 45 107
Total 14791 48
a3,45=4,22 T=2685 ® CaseMO; =1,0

& MOj e fubd =17,0*

® carne e MO, = 21,0*

* significante ao nivel de 1% & carne e fubd = 40,0*

Os contrastes para os balangos nitrogenados apa
rentes, pelo método de Scheffé, indicam que a retengao de nitroge
nio com a dieta de carne € superior dquela apresentada pelo milho
opaco-2 ou pela casefna; que a do milho opaco-2 € igual a da ca
seifna, e a do milho opaco-2 e caseina sao maiores que a do fuba.

Na tabela (17),temos os balangos  nitrogenados
reais. Para calcular o balan¢o nitrogenado real, usamos o nitro
génio metabdlico que, como vimos, é 0,062 mg/g péso e o nitroge
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nio enddgeno 0, 21 mgfg péso. O péso médio dos ratos do grupo da
casefna foi de 65g, do fubé 63g, da carne 60g e do milho opaco-2
68g. Assim o nitrogénio metabdlico médio para os ratos do gru
po da caseina € 65 x 0,062 ou 4,0g e 0 endégeno 65 x 0,21  ou
13,6¢.

Tabela (17) - Balango nitrogenado médio real em ratos alimenta
dos com milho opato-2, fuba, caseina e carne.

A N , Milho y
Nitrogenio (mg/dia) Caseina | Carne opaco-2 Fuba
Ingerido 95,6 110, 8 99,4 76,4
Fecal 16,1 12,5 22,9 17,4
Metabolico 4,0 3,9 4,2 3,8
Urinario 27,1 23,1 22,1 23,5
Enddgeno 13,6 12,6 14,2 | 13,3
Absorvido 83,5 102, 7 80,7 62,8
Retido ‘ 70,0 91,7 72,8 | 49,6
% absorvido - Coef. dig. 87,3 92, 6 81,2 | 82,2
% retido 72,8 87,2 73,2 | 64,9
Valor biolégico 84,0 81,0 88,0 | 78,0
Balango nitrogenado (g/dia) 0,070 0,092 | 0,073 |0,049

Experiéncia 1.4 - Esta experiéncia foi realizada para estudar a
capacidade de recuperagao de diferentes fontes protéicas apds 2
semanas de carencia protéica.

Na figura (6), estao tragadas as curvas de recupe
ragao em um perfodo de 28 dias,embora a recuperagao tenha con
tinuado até 10 semanas, como podemos ver na figura (12) onde fo
ram colocados todos os resultados dos trabalhos'feitos com ratos.
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Para melhor analisar as diferengas de recuperacao
com as varias fontes protéicas, submetemos as variagoes de peso
a uma analise de variancia cujos resultados se encontram no qua
dro (4),

Quadro (4) - Analise de variancia

ia T Soma de | Graus de|Quadradof
Fontes de variagao quadrados | liberdade| médio | reste
Entre alimentos 1169 2 584 .
Dentro grupos 1292 27 47 F=12,42
Total 2461 29
q 5 g7=5,49 T=847 © MOj e fubd = 15,0*

8 cas. e MOy = 4,8

& Cas. e fubd = 10,2%*
* significante ao nivel de 1%
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Os contrastes para as variagées de crescimento
mostraram que a recuperagao com fuba € inferior do que com mi
lho opaco opaco-2 ou caseina, nao havendo diferenga entre a re
cuperagao com milho opaco-2 ou casefna ao nivel de significan
cia de 1%.

Foram calculadas as retas de regressao entre a
variagao de peso dos ratos alimentados com as diferentes fontes
protéicas e os dias apés o inicio das dietas. Na figura (7), apre
sentamos as retas de regressao.
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Nesta experiéncia, comparamos também a capa
cidade de recuperagao do fubd e do milho comum integral, em 20
ratos mantidos durante 15 dias em uma dieta aprotéica., Na figura
(8), temos o crescimento semanal médio dos ratos recuperados
com as duas dietas.
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Quadro (5) - Andlise de variancia

Fontes de variagio | Some de | Graus de | Quadrado| pegie
Entre alimentos 29 29 F=2,6
Dentro grupos 200 18 11

Total 229 19

91,18=8,3 T=92

A andlise de variancia acima descrita levou-nos

a concluir pela igualdade de crescimento dos ratos

com fuba integral para o nivel de significancia de 1%.

recuperados
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Na figura (9), temos as retas de regressao en
tre a variacao de péso de ratos recuperados com fuba e milho co

: : ’ S -~
mum integral e os dias apos o inicio da recuperagao.
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Experiéncia 1.5 - Todas as experiéencias de recuperacao relativas
a balango nitrogenado foram realizadas em duas fases: a primei
ra, 5 dias e a segunda, 21 dias apés o inicio da recuperagéo, co
lhendo-se material durante.7 dias. Apenas o grupo do milho opa
co-2 teve seu balango nitrogenado determinado em uma terceira fa
se: 43 dias apds o infcio da recuperagio, quatro ratos que pesa
vam em média 75g-a mesma média de péso de ratos contrdles ali
mentados com milho opaco-2 na experiéncia 3 - tiveram seus ba
langos nitrogenados realizados. Devido% grande mortalidade nos
grupos alimentados com caseina e fuba,nao foram feitos os respec
tivos balangos nitrogenados.



Na tabela (18) temos os balangos

aparentes na recuperagao.

-slw

nitrogenados

Tabela (18) -~ Balango nitrogenado aparente em ratos recuperados
com milho opaco-2, fubd e caseina, cinco dias apos o
inicio da recuperagao.

Nitrogenio (mg/dia) Milho opaco-2 Fubd Caseina
Ingerido 50, 6 42,7 46,2
Fecal 13,6 16,5 7.8
Urinario 18,2 16,6 15,8
Absorvido 37,0 26,2 38,4
Retido 18,8 9,6 22,6
% absorvido 73,1 61,0 83,0
% retido 317,1 22,0 49,0
Balango nitrogenado (g/dia) i 0,019 0,010 0,023
Quadro (6) - Andlise de variancia

- Soma de Graus de Quadrado
Fontes de variagao quadrados| liberdade médio Test'e
Entre alimentos 799 2 399 F=8.5 *
Dentro grupos 938 20 - .47 s
Total 1737 22 :
q2‘20=5.85 T=390 euozefuhn =9,1%

* significante ao nivel de 1%

* © Cas. efubd =14,0%

© Cas.e MO2 =4,9

Os contrastes para as médias dos balangos nitro
genados na recuperagao, pelo método de Scheffé, indicam que nao
hs diferenca entre os balangos nitrogenados para caseina e milho

opaco-2.
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Tabela (19) - Balango nitrogenado aparente em ratos recuperados

com milho opaco<+2.

Nitrogenio Dias apds infcio da recuperagao
5 21 (*) 43 (%x)

Ingerido 50,6 55,5 66, 2
Fecal 13,6 13,3 17,2
Urindrio 18,2 13,6 20,1
Absorvido 37,0 42,2 49,0
Retido 18,8 28,6 28,9
% absorvido 73,1 76,0 74,0
% retido 37,1 51,5 43,6
Balango nitrogenado ]

(ofdia) 0,019 0, 029 0, 029
(*) =~ Mortalidade - 8%
(x%) ~ Mortalidade - 17%
Quadro (7) - Analise de variancia

oo = Soma de | Graus de| Quadrado

Fontes de variagao quadrados | liberdade| médio Teste
Entre fases 440, 37 2 220,18 F=4,98
Dentro grupos 751, 55 17 44,2
Total 2246 19
Q2,17=6,11 T=491 © 12 fage e 22 fase = 10,0

© 22 fage e 32 fage = 0,1

A anélise de variancia levou-nos a concluir pe
la igualdade dos balangos nitrogenados nas 3 fases de recupera
¢ao com milho opaco-2.
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Tabela (20) - Balango nitrogenado em ratos recuperados apos 2 se

manas de carencia, com milho opaco-2.

- Ld » & . 2
Dias apos inicio da recuperagao

Nitrogenio (mgfdia) 5 21 43

Ingerido 50,6 55,5 66, 2
Fecal 13,6 13,3 17,2
Metabdlico 2,5 8,2 4,8
Urindrio 18,2 13,6 20, 1
Enddgeno 8,5 11,4 16,8
Absorvido 39,5 45,5 53,8
Retido 30,8 43,2 50, 5
% absorvido 1,0 81,0 . 81,0
% retido 60,0 78,0 77,0
Balango nitrogenado (gfdia 0,031 0,043 0,050
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Tabela (21) - Balango n1trogenado apareunte de ratos recuperados
com casema apos 2 semanas de carencia protéica.

Dias apds inicio da recuperagao
Nitrogenio (mg/dia)

g ¢ 5 21 (%)
Ingerido 46, 2 54,5
Fecal 7,8 7,5
Urindrio 15,8 16,0
Absorvido 38,4 47,0
Retido 22,6 31,0
% absorvido 83,0 86,0
% retido 49,0 56,0
Balango nitrogenado (g/dia) 0,023 0, 031

(%) Mortalidade - 19%

Ouadro (8) - Andlise de variancia

so T Soma de | Graus de Quadrado
Fontes de variagao quadrados { liberdade médio Teste
Entre fases 235, 34 1 235, 34
. F=3,59
Dentro fases 785,16 12 65,43
Total 1020, 50 13
a,, 127933 T=376,6 ©=8,0

A andlige de variancia nos levou a concluir pela
igualdade dos balangos nitrogenados nas duas fases de recupera
¢ao ao nivel de significancia de 1%.
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Tabela {22) - Balango nitrogenado real em ratos recuperados com

” -~ s s
caseina, apds duas semanas de caréncia protéica.

. L4 s s by
Dias apos inicio da recuperagao

Nitrogenio (mg/dia

5 21
Ingerido 46, 2 54,5
Fecal 7,8 1,5
Metabdlico 2,3 3,0
Urindrio 15,8 16,0
Enddgeno 8,1 i0,5
Absorvido 40, 7 50,0
Retido 33,0 44,5
% absorvido 88,0 80,0
% retido 71,0 81,0
Balango nitrogenado (g/dia) 0,033 0, 044
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Tabela (23) - Balango nitrogenado aparente em ratos recuperados
com fuba, apos duas semanas de carencia protelca.

Nitrogenio (mg/dia)

. [ 4 Y A ing
Dias apos inicio da recuperagao

5 21 (x)
Ingerido 42,17 31,2
Fecal 16,5 7,6
Urinario 16,6 15,1
Absorvido 26,2 23,6
Retido 9,6 7,9
% absorvido 61,3 75,6
% retido 22,4 25,3
Balango nitrogenado (g/dia) 0,010 0, 008
(*) Mortalidade - 26%
Quadro (9) - Analise de variancia

o= Soma de Graus de Quadrado
Fontes de variagao quadrados | liberdade médio Teste
E f 1 (4
ntre fases 1,6 1 11, 60 F=0,31

Dentro grupos 415,63 14 36, 83
Total 427, 23 15
q1'14=8,86 T=142,8

Pela analise de variancia,

concluimos que nao

ha diferenga significativa, no nivel de 51gn1f1canc1a de 1%, para as
duas fases de recuperagao,
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Tabela (24) - Balanco nitrogenado real de ratos recuperados com

fuba, apos duas semanas de carencia proteica.

Dias apés infcio da recuperagao

Nitrogenio (mg/dia)

5 21 (*)
Ingerido 42,7 31,2
Fecal 16, 5 7,6
Metabdlico 3,1 2,8
Urinario 16,6 15,7
Endégeno 9,0 8,3
Absorvido 29,3 26,4
Retido 21,7 19,0
% absorvido 68,0 84,0
% retido 50,0 60,0
Balango nitrogenado (g/dia) 0,022 0,019

(*) Mortalidade - 26%

O aspecto dos animais em recuperaga’o com as

diferentes fontes protéicas ¢é apresentado nas fotografias (2).
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Fotografia (2) - Aspecto dos ratos recuperados com caseina, milho
comum e milho opaco-2
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Experiéncia 1.6 - Nesta experiéncie\)estudamos o desbalango de
aminoacidos do milho comum pela suplementagao adegquada.

A tabela (25) mostra o efeito da suplementagao
do fubd e do milho opaco-2 no crescimento de ratos.

Tabela (25) - Variagao média de peso em ratos, recebendo fubd e
milho opaco-2 suplementados com aminoacidos.

Variagao de peso (g) em 28 dias

Sem suplementagao

Suplementado com ligsina e
triptofano

Suplemeritado com lisina,
triptofano, aspatico, argini
na e glicina

Suplementado com lisine,

triptofano, histidina, aspir

tico, glicina, cistina, &cido
glutamico

Suplementado com leucina

fubd ! Milho opaco-2

i B
7,0 37,9
27,2 -
27,2 -
23,8 -
25,9
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Na figura (10) temos o crescimento médio sema
nal de ratos alimentados com dietas suplementadas com aminodci

dos.
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Quadro (10)- Andlise de variancia
o= Somea de | Graus de|Quadrado
Foutes de variagao quadrados | liberdade| médio | Fe5te
Entre alimeatos 4996 5 999, 0 *
F=28,9
Dentro grupos 1865 54 34,5
Total 6861 59
as5,54 = 340 T =1493 ® MOy e fubd = 30, 8*

* gignificante ao nivel de 1%

8 MO, e fubd (1) = 10, 7*
® MO2 e fubd (2) = 10,7*
® MO3 e fubd (3) = 14,1 %
© MO3 e MO2(L) = 12,0*
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Nota - fubé (1) é fuba + (lisina e triptofano)

fuba (2) é fubd + (lisina, triptofano, dcido aspartico. argini
nae glicma)

fubd (3) € fubd + (lisina, triptofano, dcido asparuco, argini
na, ghcma. cistina e histidina)

MOg (L) é milho opaco-2 + (leucina)

Os contrastes indicam que a variagao de peso de

ratos alimentados com milho opaco-2 é superior équ_elas apresen
tadas em qualquer dos tipos de suplementagao.
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Com o intafto de facilitar a interpretagao desta

parte do trabalho, na figura (12), resumimos todos os resultados
médios das expenencms realizadas em ratos.
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2 - Resultados das experiéncias em estudantes:

Experiéncia 2.1 - Cdlculo do nitrogenio metabdlico e enddgeno.

.Os valores tabelados na tabela {26) sao as médias dos valores
obtidos no balango nitrogenado das estudantes.

Tabela (26) - Balango nitrogenado médio de estudantes, recebendo
dietas contendo 3%, 5,8% e 10, 6% de proteina.

% Proteina

3,0
5,8
10, 6

Nitrogénio | Nitrogénio | N. fecal Bal. N.
ingerido (g) | urinario (g) () (g)
——— ——
5,99 5,51 0,97 -0, 49
11,21 9,59 1,15 0,47
21,15] 15,70 1,30 4,15

A reta de regressao para N fecal, em relagao a
protefna ingerida, é y=0,87 + 0,003x. Tracadaa reta e extra
polada para o ponto protefna zero, obtivemos para N metabdlico,
o valor de 0,87 g/dia. Para N urindrio, em relagao a proteina in
gerida, a reta de regressao € y=1,67 + 0,106x. Trdgaddo a reta
e extrapolando para proteina zero, obtivemos para N enddgeno
1, 67 g/dia, conforme podemos ver na figura (13).
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Como o péso médio das satudantes que participa
ram da experiéncia (1) era de 57 kg, determinamos o nitrogé'nio
metabdlico e enddgeno por kg de péso. O nitrogénio metabdlico
sendo 0, 87 g/dia corresponde a 0, 87/57, ou 0, 015 ghkg péso. O ni
trogenio enddgeno € 1, 67/57 ou 0, 029 gfkg péso.

Experiéncia 2.2 - Com os dados obtidos nesta experiéncis, calcula
mos o balango nitrogenado aparente e real, pelo mesmo método
usado para os ratos., Na tabela (27), apresentamos os resultados
dos balangos nitrogenados aparentes em estudantes.
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Tabela (27) - Balango tutrogenado aparente das estudantes alimen
tadas com milho opaco-2 (dieta N), fuba (dieta L) e
carne (dieta D).

Nitrogenio N. eliminado | Balango ni
Alimento Nowme trogenado
ingerido fezes urina {g/dia)

M.T. 5, 02 1,31 4,01]| -0,30
O.G.H. 5,02 1,48 3,56 | -0,02
M. opaco2{ M.A.M. 5,02 1,43 3,217 0, 32
M.E.G. 5,02 1,47 4,16 | -0,61
Z.B. 5,02 1,63 3,46 | -0,07
Média 5,02 1,46 3,60| -0,13
M.T. . 5, 02 0, 90 4,56 | -0,44
O.G.H. 5,02 0, 99 4,40 -0,37
Fubd M.A.M. 5,02 0, 86 4,37 -0, 21
M.E.G. 5,02 1,05 4,86 -0,89
Z.B. 5,02 1,27 4,52 | -0,77
Média 5,02 1,01 4,54 | -0,53
M.T. 5, 80 0,89 5,75 -0,84
Carne O.G.H. 5,80 0, 90 5,60| -0,70
+ M.A.M. 5,80 0, 81 5,55| -0,56
Macarrao | M.E.H.|. 5,80 0,99 5,41 | -0,60
Z.B, s, 80 0,94 5,50] -0,64
Média 5, 80 0,90 5,56 | -0,66

Segundo SWENSEID e col. (1956), consideramos
um balango nitrogenado nao em equilibrio, quando o nitrogénio eli
minado € superior a 5% do ingerido. De acordo com eéste crité
rio, na experiencia com milho opaco-2 (5, 02 g/dia de N.), qualquer
perda de N. maior que 0, 25 g indicaria um desequilibrio nitrogena
do. Assim, as estudantes M.T. e M.E.G. nacalcangaram o equi
1ibrio nitrogenado com 200g de milho opaco-2.
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Na experiencia com fubd, sé a estudante M.A.M.
atingiu o equilibrio o que nao aconteceu na experiéncia com car
ne, onde nenhuma estudante conseguiu o equilibrio.

Quadro (11) - Andlise de variancia

- Soma de | Graus de | Quadrado
Fontes de variagao quadrados| liberdade medio Teste
Entre alimentos 0,76 2 0, 38
: : F=5,5*
Dentro grupos 0, 83 12 0, 07
Total 1,59 14
a3, 12 =510 T=6,1 ® MOg e fubd = 0,40%

© Carne e fubd = 0, 13

, ® MO, e carne = 0,53*
* significante ao nivel de 2, 5%

'Eutre os balangos nitrogenados aparentes estuda
dos, apenas os dos grupos de estudantes alimentadas com carne e
fubd nao apresentam diferenga significativa.

Calculamos o balango nitrogenado real usando,
como j& vimos, o nitrogénio enddgeno e metabdlico que correspon
de respectivamente a 0,023 gfkg péso e 0, 014 gkg péso. Assim,a
estudante M. T. pesando 41, 5 kg conforme tabela (3) tem um nitro
geénio metabdlico 41,5 x 0,015 ou 0, 63 g/dia, e um nitrogénio endd
geno 41,5 x 0,029 ou 1, 21 g/dia. Os resultados sao encontrados
na tabela (28).
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Tabela (28) - Balango nitrogenado real das estudantes alimentadas
com milho opaco-2, fuba e carne.

. N. inger. " N. eliminado Balango
Alimento Nome (g) metab.] fecall end.| urin., N.
M.T. 5,02 0,63 |1,31{1,21{4,01] 1,54
0.G.H. 5,02 0,89 |1,48{1,71| 3,56| 2,64
M. opaco-2{ M.A.M.| 5,02 | 0,66 |1,43|1,27 8,27| 2,25
M.E.G. 5,02 0,95 {1,47|1,83| 4,16| 2,17
Z.B. 5,02 0,72 |1,63{1,39| 3,46| 2,04
Média 502 | 0,77 {1,46/1,48| 8,69] 2,12
M.T. 5,02. | 0,63 |0,90)1,21|4,56| 1,40
0.G.H. 5,02 0,89 |0,99]1,71| 4,40] ‘2,23
Fuba M.A.M.| 5,02 0,66 {0,86}1,27 4,37] 1,72
M.E.G.| 5,02 0,95 |1,05(1,83] 4,86| 1,89
Z.B. 5,02 0,72 {1,27}1,39] 4,52] 1,34 .
Média 5,02 0,77 11,01}11,48] 4,54 1,72
| M.T. . 5,80 0,63 |0,89]1,21{5,75| 1,00
0.G.H. 5, 80 0,89 {0,90}1,71} 5,60| 1,90
Carne { M.A.M.| 5,80 0,66 |0,81)1,27]5,55] 1,37
M.E.G. 5,80 0,95 {0,99(1,83} 5,41| 2,18
Z.B. 5,80 | 0,77 |0,90}|1,48] 5,56] 1,58
Média 5, 80 0,77 |0,90}1,48] 5,56| 1,58
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Fizemos tembém a andlise de variancia para os

balangos nitrogenados reais, cujos resultados se acham no quadro

(12).

Quadro (12) - Andlise de variancia

.- Soma‘de | Graus de | Quadrado
Fontes de variagao quadrados { liberdade médio Teste
Euntre alimentos 0,79 2 ., 0,39
F=2,23

Dentro-grupos 2,08 12 0,17
Total 2, 87 14

. A N
93,12 =510 T =27, 20 © MO, e fubd = 0,40

é MOg ¢ carve = 0, 54

© fubd e carne = 0,14

A andlige de variancia levou-nos a concluir pela
igualdade dos balangos nitrogenados reais ao nivel de 2, 5%,
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Experiencia 2.3 - Nesta experiencia,comparamos os balangos ni

trogenados de estudantes alimentadas com fuba sem suplementa
¢ao {dieta N) e com suplementagao de aminodcidos (dieta O).

Tabela (29) - Balango nitrogenado aparente em estudantes alimen
tados com fubd (perfodo contrdle, sem suplementa

¢8o).

Nitrogenio (g/dia) Nitrogenio Balango nitrogena

Nome ingerido -
fezes | urina “(g/dia) do (g/dia)

M.A.M. 0, 96 3,63 5,11 0,52
Z.B. 1,26 4,10 5,11 -0, 25
A.PS. 0,84 4,34 5,11 -0, 07
MOI.B. 1. 47 6. 22 5, 11 '2' 58
Média 1,13 4,57 5,11 -0, 59

Tabela (30) - Balango nitrogenado aparente em estudantes alimenta
dos com fuba suplementado com lisina e triptofano,

Nitrogenio (g/dia) Nitrogenio Balaugo nitrogena
Nome ingerido
fezes | urina (g/dia) do (g/dia)

M.A.M. 1,19 3,46 5,11 0,46
Z.B. 1,53 3,68 5,11 -0, 10
A.P.S. 0, 86 3,33 5,11 0,92
M.I.B. 1,00 5,83 5,11 -1, 72
Média 1,14 4,07 5,11 -0,11

Usando o mesmo critério de SWENSEID e .col.
(1956), apenas a estudante M.I.B. nao atingiu o equilibrio com as
duas dietas.

No quadro (13) temos a andlise de variancia pa
ra os balangos nitrogenados aparentes de estudantes alimentadas
com fubd e com fubd suplementado com lisina e triptofano.
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Apesar de termos s6 quatro observagoes,

fize

a andlise de variancia para seguir a mesma orientagao das outrag

experiencias.

Quadro (13) - Andlise de variancia

.= "Soma de | Graus de Quadrado
Fontes de variagao quadrados’| liberdade meédio T(_este
Entre alimentos 0,47 1 0, 47 i
' : ¥=0, 29
Dentro grupos 9,55 6 1,598
Total 10,02 7
q1,5=8,81 T=2,82

A andlise de variancia levou-nos a concluir pela
igualdade dos balangos nitrogenados aparentes em estudantes ali
mentadas com fubd e fubd suplementado com lisina e triptofano,

Tabela (31) - Balango nitrogenado real em estudantes alimentadas
com fuba sem suplementagao.

Nitrogenio (g/dia) Nitrogenio |Balango nitroge
Nome
Met,| Fecal| End, LI_Iri.u. ing. (g/dia) nado (g/dia)
M.A.M.| 0,67] 0,96 | 1,28] 3, 63 5, 11 2, 47
Z.B. 0,72] 1,26 |.1,37] 4,10 5,11 1, 84
M.LB. | 0,98] 1,47 | 1,87| 6,22 5,11 0, 27
A.P.S. | 0,80] 0,84 | 1,44 4,34 5,11 2017
Média | 0,79} 1,13 | 1,49/ 4,57 5, 11 1, 69

Tabela (32) - Balango nitrogenado real em estudantes alimentados
com fubd suplementado com lisina e triptofano.

Nitrogenio (g/dia) Nitrogenio |{Balango nitroge
Nome

et| Fecal| End. | Urin. | ing. (g/dia) | nado (gldia)
M.A.M.| 0,67{ 1,19 | 1,281 3,46 5,11 2,41
z.B. |0,72| 1,53 |1,37] 3,68 5, 11 1,99
M.LB. | 0,98 1,00 {1,87] 5, 83 5,11 1,13
A.P.S, | 0,80 0,86 |1,44] 3,33 5,11 3,16
Média { 0,79] 1,14 [ 1,49 4,07 5,11 2,17
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No quadro (14) temos a andlise de variancia dos
balangos nitrogenados reais.

Quadro (14) - Analise de varianciax

s T Soma de | Graus de |Quadrado
Fontes de variagao | .adrados | liberdade | médio | Teste
Entre alimentos 0,47 1 0, 47
F=0,58
Dentro grupos 4,96 L] 0, 82
Total 5,43 ki
Q1,6 = 8,81 T = 15, 44

A andlise de variancia levou-nos a concluir pela

igualdade dos balangos nitrogenados reais das estudantes alimenta

das com fubd e fuba suplementado com lisina e triptofano,



CAPITULO V

DISCUSSAO

Visando & uma melhor coordenagao da discussao
de nossos resultados, dividimos o capitulo em:

A - Discussao das andlises

B - Discussao dos resultados das experiénciascom ratos

C - Discussao dos resultados das experiencias com estudantes
D - Sintese final

A - Discussac das andliges

SCRIMSHAW e col. (1958) e KIES e col. (1967),
trabalhando com jovens submetidos a dietas contendo milho co
mum, como fonte protéica, suplementado ou nao com nitrogenio
nao essencial, verificaram que a lisina é o primeiro amincicido
limitante em niveis altos e baixos de nitrogenio total. BRESSANI
e col. (1958), BRESSANI e col. (1963), KIES e FOX (1970) consta
taram que o segundo aminodcido limitante em niveis baixos égN/dia),
€ o triptofano e em niveis altos (13 g N/dia) é a metionina.

“A vista das conclusces dos autores acima cita
dos, nas nossas experiéncias com fubd, os aminoacidos limitantes
sao a lisina e o triptofano, pois trabalhamos em nfveis baixos de
uitmgénio total (5g N/dia), o que estd de acordo com os resulta
dos por nds obtidos na determina¢ao dos aminodcidos limitantes
pelo indice quimico, (iabela 11),

Pelo {ndice qux'rhico. o primeiro aminodcido 1l
mitante da carne é a valina (tabela 11) mas, Be COMPArarmos a
quantidade de carne (85g) com a de milho comum (240g) usadas
nas dietas das estudantes, o teor de triptofano é praticamente
igual nas duas dietas e, inferior aos requisitos didrios estabeleci
dos por ROSE (1549) e pela FAO (1965), (tabela 4), O teor de trip
tofano no milho opaco-2 é superior ao do fubd e da carne nas pro
porgoes usadas nas dietas das estudantes -e quase atinge o valor
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estabelecido por ROSE (1949), (tabela 4). O triptofano é mais alto
no padréo FAO, mas, segundo trabalhos de SWENSEID (1856),
LEVERTON e STEEL (1962)p combinagao FAO em aminoacidos
é muito alta em metionina, cistina e triptofano.

B - Discussao das experieéncias com ratos

A determinagao do nitrogenio enddgeno e metabg
lico em animais pode ser feita diretamente como muitos ) auto
res o fizeram, MITCHELL e CARMAN (1924), usando dietas apro
téicas. BARTH e col. (1969), afirmam que os resultados obtidos
por este método nao sao corretos, porque o animal em uma dieta.
aprotéicgﬁem seu apetite diminuido, ingerindo uma quantidade de
alimento menor do que ingeriria com outra dieta.

O método de determinagao de nitrogénio elimina.
do,usando dietas aprotéicas, parte da premissa de que o nitrog_é;e
nio metabdlico e enddgeno nao depende do contetido protéico do ali
mento. Neste trabalho, usamos os valores para nitrogénio endo
geno e metabdlico obtidos por extrapolagao, pois assim obtemos:
esses valores em condigoes mais normais. Também achamos que
os valores assim determinados sao mais exatos, desde que em
uma dieta aprotéica deve haver diminuigao da secregao intestinal
de nitrogénio, o que nos daria um nitrogénio metab6lico mais bai
x0. Iste .concorda com os nossos resultados, 3,8 mg/dia para o
nitrogénio metabdlico obtido por extrapolagdo, e 2,53 calculado
com uma dieta aprotéica.

O crescimento de ratos alimentados com fuba, fi
guras (2) e (3),difere significativamente daqueles alimentados com
milho opaco-2, carne e caseina.

Nesta altura, surgiu a duvida de que o milho co
mum integral e o fubd se comportassem diferentemente. Pelas and.
lises dos aminodcidos do fubd e do milho comum integral, { tabela
8), verificamos que, em conteido de aminoacidos por 100 g de
protefna, os resultados se equivalem, e que, ao nfvel de6%de pro
tefna, t€m o mesmo comportamento em relagao ao crescimento e,
recuperagao de ratos.
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O PER e o NPR para o milho opaco-2, foi supe
rior ao do fubé e milho comum integral.

Segundo CHAPMAN e col. (1959), o PER varia
com a idade, em dias, dos ratos que se submeteram % experien
cia. Essa experiéncia foi realizada com caseina ao nivel de 10%,
e obtiveram valores que variaram de 1,80 a 2,90, sendo tanto
mais alto quanto mais jovem o animal.

A prova evidente das diferencas dos PER esta
documentada na fotografia (1), onde notamos nitidamente que o ra
to alimentado com milho opéco-z,apresenta um aspecto pormal
compardvel ao alimentado com casefna. Porém, o rato gue rece
beu fubd apresenta sinais de carencia: pelo irregular e aspecto
doentio,

Calculados os balangos nitroggnados reais,obs‘e_g
vamos que a retengao de nitrogenio em ratos tratados com carne,
milho opaco-2, casefna, foi superior ao dos mantidos com fuba,
sendo a ingestao, absorg¢ao e retengao no grupo alimentado com
carne, maiores do que nos grupos que recebéram qualquer outra
fonte protéica. A retengio nos grupos alimentados com caseina e
milho opaco-2 é semelhante e superior & do grupo do fuba (tabela
17).

A digestibilidade encontrada para a proteina da
carne, milho opaco-2, fubd e casefna é respectivamente 925 ,81,2,
82,2 e 87,3. Vemos que a digestibilidade do milho opaco-2 nao
pode ser responsivel pelo melhor crescimento dos ratos, pois as
dnas variedades de milho t&m aproximadamente a mesma digesti
bilidade. Embora a carne e a casefna tenham maior digestibilida
de que o milho opaco-2, a diferenca de crescimento dos ratos ali
mentados com estas tres fontes protéicas nao é significativa.

Pelas figuras (6) e (7), verificamos que a recupe
ragao de uma caréncia protéica com milho opaco-2 ou casefna foi
mais répida do que com fuba, désde que com este dltimo pritic§
mente nao houve recuperagao. O emprégo de qualquer das fontes
protéicag nao possibilitou uma recuperagao total; o balango nitro
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genado dos grupos em recuperagao, nao atingiu o dos grupos con
troles correspondentes (tabela 16).

Nos grupos alimentados com milho opaco-2 e ca
sefna, a ingestao aumenta nas fases sucessivas, mas diminui nos
grupos alimentados com fubd, o que indica que hd uma diminuigao
do apetite com a continuidade da dieta (tabelas 19, 21 e 23).

A absorgao mantém-se constante nas diversas
fages de recuperagao nos grupos alimentados com milho opaco-2
e casefna. mas aumenta no grupo do miltho comum (tabelas 19, 21
e 23).

Na fotografig (2), podemos observar que a re
cuperagao com milho opaco-2 e casefna ¢ mais evidente pelo as
pecto normal dos ratos.

Em outra série de estudos, onde tentamos verifi
car quais os aminodcidos limitantes no fubd, verificamos que es
te,suplementado com lisina e triptofano, alcanga valores interme
didrios entre fuba e milho opaco-2; e ainda que a suplementagao
com todos os aminoacidos carentes no fubd, em relagao ao milho
opaco-2,nao melhora a situagdo (figura 10). Por outro lado, o
acrésci;no de leucina ao milho opaco-2 prejudica o crescimento
dos ratos, fazendo com que a curva de crescimento do milho ‘opg
co-2 se desloque para a zona intermedidria jd citada.

Sabemos que 2 relagao dos aminoacidos entre si
é fundamental para haver balanceamento satisfatério. HARPER e
KUMTA (1959) afirmaram que o desbalango de aminodcidos provo
ca nao s a diminuigeo da utilizagao da protefna, como também
uma anorexia e inibigao no crescimento. EVEHJEM (1956) cons
tatou a importancia da relagao leucina, isoleucina e valina,

No nosso trabalho,obtivemos para a relagao leu
cina-isoleucina, na caseina, milho opaco-2 e milho opaco-2 suple
mentado com leucina, respectivamente 1,5, 2,6, 3,7 e 4,4. O au
mento da relagao leueina-isoleucina,provocado pelo acréscimo de
leucina ao milho opaco-2,provocou o desbalango de sua protefna e
consegtiente inibigao de crescimento.
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Estes fatos nos levaram a supor que a diferenga
entre o valor bioldgico do milho opaco-2 e milho comum é devida
a falta de lisina e triptofano e ao excesso de leucina ntas%e dltimo.

C - Discussao dos resultados com estudantes

Nao existem na literatura muitos trabalhos s6
bre nitrogénio enddgeno em séres humanos e os que existem fo
ram realizados em pessoas submetidas a uma dieta aprote'ica.
SMUTS (1935) verificou que nos primeiros dias de uma dieta apro
téica, a perda de nitrogénio na urina é grande, diminuindo até al
cangar um ponto de inflexao, que corresponde a 46 mg deN por kg
de peso corporal. MURLIN é col. (1946); encontraram para jo
vens do sexo masculino, 1,48 mg N/kcal basal. YOUNG e
SCRIMSHAW (1968}, obtiveram. para jovens do sexo masculino, 36,5
mgfkg péso corporal ou 1,6 mg Nfkcal basal, ou seja,0s mesmos va
16res que GOPALAN ¢ NARASINGA RAO(1968) encontraram’ para
individuos subnutridos, CALLOWAY e MARGEN (1971) constata
ram para jovens do sexo masculino, 2,41¢g N/dia, 38 mg/kg péeso
corporal ou 1,44 mg N/kcal basal de nitrogenio enddgeno, valores
mais altos do que os por nés obtidos,1,67g N/dia, 29 mg N/kg peso
corporal ou I, 2mg Nkcal basal para jovens do sexo feminino.

. BRICKER e SMITH (1951) determinaram o nitro
genio enddgeno pela féSrmula:

N enddgeno (g/dia) = sup, corporal x 1137

Usando esta formula,encontramos para as nos
sas estudantes um nitrogénio endégeno médio de 1, 8 g/dia,

Para nitrogénio metabdlico em estudantes, obti
vemos 0,87 mg/dia ou 15 mg N/kg peso corporal. = CALLOWAY e
MARGEN (1971) encontraram para 'jovens do sexo masculino 0,96 g
N/dia ou 14 mg Nfkg de peso corporal, valores .muito semelhantes;
aos obtidos por MUELLER e COX (1947) e por nds, e mais altos
do que os obtidos por YOUNG e SCRIMSHAW (1968) 9mg Nkg pe:
80 corporal,
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Na andlige dos resultados da experiencia 2.2
com estudanies (tabela 27), verificamos qune elas tiveram retencao
de nitrogenio diminuida quando passaram da dieta de milho opa
co-2 para fubd. De acordo com o critério de SWENSEID e col.
(1956), na primeira diets, as estudantes M.E.G. e M.T. ndo atingi
ram o equilibrio nitrogenado, enquanto que na dieta de fubd 85 a
estudante M.A.M. atitigiu o equﬂibric, 0 que sugere que O fubd &
mais desbalanceado. Talvez a estudante M.A.M. precisasse de
menos aminodcidos para atingir o equilibrio.

Os resultados obtidos com carne sac de diffcil
interpretacao e demandam maijores estudos para a consecugﬁo de
resultados significativos.

Pela andlise de variancia dos resultados da expe
riéncia 2.3 (quadros 13 e 14) vemos que ndo hi- diferenca signifi
cativa entre os balangos nitrogenados das estudantes alimentadas
com fubd e com fubd suplementado com lisina e triptofano. Toda
via, as estudantes M.A.M, e Z.B. tiveram um balango nitrogens
do constante e as estudantes A.P.S. e M.L B, um balango nitro
genado diminufdo guando passaram da dieta de fubd suplementado
para o :sem suplementagao. No entan'io, ccn%rém salientar que as
estudantes que tiveram seu balango nitrogenado ‘diminufdo foram
as que passaram da dieta com, para a sem suplémentagﬁo, engquan
to que as que mantiveram o seu balang¢o nitrogenado. iniciaram a
experiencia com a dieta sem suplementagao. Talvez haja esta di
ferenca porque, ao passar de uma dieta de fubd suplementada com
lisina e triptofano para outra, carente nestes dois aminodcidos, hou
ve um desbalanceamento e,em consequeéncia,a retengao de nitrogé
nio diminuiu. No segundo caso, provavelmente, houve um desba
lango com o fuba no primeiro pen'odo e uao houve tempo para uma
recuperagao.

D - Sintese final

Dos resultados de todas as experiéncias relata
das nesta tese, verificamos que:
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1 + A proteipa do milho opaco-2 € mais eficiente para o de:
senvolvimento normel de ratos (PER, NFPR balango nitro
genado e aspecto) e para a manutengao do equilibrio ni
trogenado em seéres humanos.

2 - Quanto 3 capacidade de recuperagao,o milho opaco-2 e a

" casefna sdo equivalentes; notamos, porém, que mesmo

depois de quarenta e tres dias de experiénc'ia,a recupera
¢80 nao é completa.

3 - O fubd, suplementado por todos 08 aminodcidos de que ca
rece para equiparar-se ao milho opaco-2, produz resul
tados semelhantes aos obtidos unicamente com a adigao
de ligina e triptofano, o que indica que apenas os dois ul
timos sao limitantes.

4 - O milho opaco-2 é mais rico em lisina e triptofano do
[ d -~ ». - -
que o fuba, e este ultimo caracteriza-se por um excesso
de leucina. Estas diferencas na composi¢ao sao respon
gdveis pela maior eficiencia do milho opaco-2 como fon
te protex'ca.
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CAPITULO VI

CONCLUSODES

O milho opaco-2, embora seja mais rico em lisina e triptofa
no, apreseuata teor mais baixo de leucina.

Os aminodcidos limitantes do milho comum sao a lisina e o
triptofano.

O acréscimo de leucina ac milho opaco-2, até atingir a mesma
p'roporgio do milho comum,  inibe o crescimento dos ratos.

O aminodcidos limitante do milho opaco-2, determinado pelo
método de Mitchell — ({ndice quimico) — & a isoleucina.

Em ratos submetidos & dieta aprotéica, o nitrogénio metabdli
co e enddgeno ¢ menor do que o calculado por extrapolagao.

A recuperagao de ratos com caseina e mflho opaco-2é melhor
-do que a com milho comum, mas, em nenhum caso, & recupe
ragao € total. Em 43 dias de experiencia, o péso ou o balango
nitrogenado nao atingiu os valéres dos ratos controles sem ca
rencia preévia.

A retengao de nitrogénio é maior nas estudantes submetidas a
dieta de milho opaco-2.

Nas estudantes, no nfvel protéico de 35 gfdia, a adigao de lisi
na e triptofano ao milho comum nao melhora o balango nitroge
nado.

A menor eficiéncia do mflho comum, como fonte protéica, e
devida ao baixo teor de lisina e triptofano e excesso de leuci
na,
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