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RESUMEN

En la presente investigacion se fortifico el yogurt con vitamina A como palmitato, acido
folico, sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado y gluconato de zinc
estabilizado para la poblacion escolar (6 a 11 afios), con la finalidad de determinar el efecto
en la concentracion de la hemoglobina en animales experimentales con anemia inducida,
empleandose para tal fin el método deplecion-replecion de la hemoglobina. En la fase de
deplecion se indujo a anemia mediante el suministro controlado de 15 gramos por dia de la
dieta purificada deficitaria (1.5 por ciento de vitamina A y acido fo6lico, 1.2 por ciento de
sulfato férrico), a 15 ratas machos de la raza Holtzman de 27 a 28 dias de vida durante 35
dias. En la fase de replecion, a los animales anémicos se les distribuy6 al azar en dos
grupos, la primera conformada por 5 animales que recibido 20 gramos por dia de la dieta
purificada estdndar empleada por el Bioterio de la Universidad Nacional Agraria La
Molina y la segunda conformada por 10 animales que recibié 20 gramos por dia de la dieta
purificada deficitaria mas yogurt fortificado (0.212 mg de retinol, 0.095 mg de &cido
folico, 3.49 mg de hierro y 3.92 mg de zinc; por 100 gramos de alimento), ambos grupos
durante 28 dias. Obteniéndose en promedio 10.13 g/dL de hemoglobina al finalizar el
periodo de induccion; con un aumento significativo en la concentracion de la hemoglobina
en ambos grupos (p = 0.000) al culminar el tratamiento (Hb promedio: 14.70 g/dL y 15.04
g/dL en el primer y segundo grupo respectivamente), no encontrandose diferencia
significativa en la hemoglobina entre los grupos (p = 0.164), demostrandose en el trabajo el
efecto anti anémico del producto fortificado en la raza empleada, basada en los resultados

de la concentracion de la hemoglobina.

Palabras claves: Fortificacion, vitamina A, acido folico, hierro y zinc, animal experimental, anemia.
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SUMMARY

In this research yogurtwas fortified with vitamin A as palmitate, folic acid, ferrous sulfate
stabilized with vitamin C and encapsulated micro and gluconate of zinc stabilized for the
target school population, with the purpose of determining the effect in the concentration of
the hemoglobin in experimental animals with induced anaemia, using for that objetive the
method depletion-repletion of the hemoglobin. The depletion phase was induced to
anaemia by means of the controlled supply of 15 g for day of the deficit purified diet (1.5
% of vitamin A and folic acid, 1.2 % of ferric sulfate), to males 15 rats of the race
Holtzman of 27 to 28 days of life during 35 days. In the repletion phase, the anemic
animals were randomly distributed into two groups, the first consisting of 5 animals
received 20 g per day of standard purified diet used by the Bioterio of the National
Agrarian University The Molina and the second made up of 10 animals which received 20
g per day purified diet deficient more fortified yogurt (0.212 mg of retinol, 0.095 mg of
folic acid, 3.49 mg of iron and 3.92 mg of zinc; for 100 g of food), both groups for 28
days. It was obtain an average of 10.13 g / dL. hemoglobin at the end of the induction
period; with a significant increase in the concentration of hemoglobin in both groups (p =
0.000) on completion of the treatment (Hb average: 14.70 g / dL and 15.04 g / dL in the
first and second group respectively), not significant difference was found in the
hemoglobin between the groups (p = 0.164), demonstrating in this research anti anemic
effect of the fortified product used in the race, based on the results of the concentration of

hemoglobin.

Key words: Fortification, vitamin A, folic acid, iron and zinc, experimental animal,

anaemia.
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l. INTRODUCCION

La anemia es el problema nutricional mas prevalente a nivel mundial que afecta
aproximadamente 1620 millones de personas y el 50 por ciento es debido a la deficiencia de
hierro, siendo una de las poblaciones perjudicadas, los nifios en edad escolar con una prevalencia
del 25.4 por ciento y en América Latina y el Caribe afecta al 39.5 por ciento (22.3 millones) de
nifios en edad preescolar (WHO, 2008); segin ENDES (2013) en nuestro pais la prevalencia en
nifios en edad preescolar es de 34 por ciento, con 31.1 por ciento en la zona urbana y 39.8 por
ciento en la zona rural, con mayores prevalencias en la sierra (Puno, 65.8 por ciento) y selva
(Madre de Dios, 48.2 por ciento); por lo tanto si no se revierte los efectos serdn adversos sobre el
desarrollo cognitivo, la atencién, el aprendizaje y la capacidad de trabajo, limitando fuertemente
el desarrollo adecuado de una sociedad y por ende la economia de un pais (Urdampilleta et al.,
2010). Existen evidencias cientificas que han demostrado que la deficiencia de hierro en los
primeros afios de vida estd asociado al desarrollo intelectual deficiente, problemas de conducta,
desercion escolar, entre otros; es asi que Soemantri et al. (1985) y Saewondo et al. (1989)
demostraron que el rendimiento de nifios escolares anémicos resultd menor en tareas de
atencién, memoria, rendimiento y aprendizaje que el grupo sin anemia; segun investigaciones
realizadas por el INS (2013), la anemia es responsable de la disminucién de
cinco puntos en el coeficiente intelectual en nifios con antecedentes de esta
enfermedad durante el primer afio de vida; siendo la causa principal la
deficiencia de hierro, por otro lado la poblacion peruana no consume
alimentos que poseen acido félico, zinc, vitamina A y vitamina B12, lo que
contribuye a no absorber el poco hierro consumido; por lo que debe ser abordado de
manera integral con el objetivo de lograr el desarrollo fisico, intelectual y social 6ptimo; sin
embargo, las altas prevalencias indican que existe un problema de biodisponibilidad, agravado

por el bajo consumo de los micronutrientes.

La WHO (2014), menciona que la cifra real de la anemia se encuentra oculta en las

estadisticas de las tasas generales de mortalidad, hemorragia materna, el rendimiento
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escolar reducida y disminucion de la productividad; recomienda aumentar la absorcion de
hierro, entre ellas mediante la fortificacion, a la vez controlar las infecciones y mejorar el
estado nutricional de otras deficiencia como la vitamina B12, acido folico y vitamina A

que participan en la sintesis de la hemoglobina.

El estado peruano implement6 diversos programas con el objetivo de contribuir a mejorar
el nivel nutricional, asistencia y rendimiento escolar, proporcionando raciones de alimentos
que aporten nutrientes de acuerdo a sus requerimientos, incidiendo en sus objetivos
especificos la reduccion de la incidencia de anemia, cuyos resultados no reflejaron el logro
de sus objetivos; por ello a partir del afio 2012, viene brindando servicio alimentario a
los escolares el programa Qali Warma, con el fin de contribuir a mejorar la
atencion en clases, asistencia escolar y de acuerdo a sus hdbitos
alimenticios; segin la Encuesta Censal de Estudiantes, en segundo grado del nivel
primario de las instituciones publicas a nivel nacional, obtuvieron un resultado satisfactorio
el 16.8 por ciento en el area de matematica (19.4 y 6.5 por ciento en la zona urbana y rural
respectivamente) y 33 por ciento en comprension lectora (38.5 y 10.4 por ciento en la zona

urbana y rural respectivamente) (UMC, 2013).

En el estudio realizado por Munayco et al. (2013), hubo una notable reduccién en un afio
de intervencion de la prevalencia de anemia de 70.2 a 36.6 por ciento, resultado obtenido
mediante el suministro de micronutrientes en polvo en nifios de seis a 35 meses de edad
que culminaron la suplementacion; también existen diversas investigaciones que
demuestran la eficacia de la fortificacion casera en infantes anémicos proporcionados en
porciones de alimentos s6lidos o semisélidos siempre en cuanto aseguren el consumo en
los usuarios, por estas evidencias el objetivo general del presente estudio fue determinar el
efecto del yogurt fortificado con vitamina A, acido folico, hierro y zinc en la concentracién
de la hemoglobina en animales experimentales con anemia inducida, empleando para tal
fin el método deplecion-replecion; siendo el proposito aportar en el requerimiento dietético
de los micronutrientes teniendo como vehiculo un alimento de gran aceptabilidad por el
grupo etareo, con vision a prevenir y controlar la anemia que genera consecuencias

negativas en la salud y educacion de los nifios (as) en edad escolar.

Existen antecedentes de que los resultados de las investigaciones con modelos animales

proporcionan informacion necesaria para disefiar pruebas humanas por sus semejanzas
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anatomicas, fisioldgicas, neurologicas, bioquimicas, farmacoldgicas y comportamiento

(Cardozo et al., 2007).

Los objetivos especificos de la investigacion fueron:

Evaluar el efecto del consumo de la dieta purificada deficitaria en vitamina A,
acido folico y hierro en la concentracion de la hemoglobina en los animales

experimentales.

Evaluar el efecto del consumo de la dieta purificada estdndar (control) en la

concentracion de la hemoglobina en los animales experimentales.

Evaluar el efecto del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt
fortificado con vitamina A, acido fo6lico, hierro y zinc en la concentracion de la

hemoglobina en animales experimentales.
Comparar el efecto del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt

fortificado respecto a la dieta purificada estandar (control) sobre su concentracion

de la hemoglobina en animales experimentales con anemia inducida.
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II. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANEMIA

Es un trastorno en el cual el nimero de eritrocitos es insuficiente para satisfacer las
necesidades del organismo. Las necesidades fisiologicas especificas varian en funcién a la
edad, sexo, altitud, tabaquismo y diferentes etapas del embarazo. Se cree que en conjunto,
la carencia de hierro es la causa mas comin de anemia, pero pueden causarla otras
carencias nutricionales como folato, vitamina B12, vitamina A y lisina (ingerir unos 40 mg
por dia y kilogramo de peso para mantener el equilibrio adecuado), la inflamacion aguda y
cronica, las parasitosis y las enfermedades hereditarias o adquiridas que afectan a la
sintesis de la hemoglobina y a la produccion o la supervivencia de los eritrocitos (WHO,
2011; Madrid, 2012).

Condicion en la cual la sangre carece de suficientes globulos rojos (un adulto normal
destruye cada hora entre 100 y 200 millones de hematies y cada dia degrada seis gramos
aproximadamente de hemoglobina en el reticulo endotelio del higado, bazo y médula
osea), o la concentracion de hemoglobina (100 g de sangre contiene 0.34 g de
hemoglobina) es menor que los valores de referencia segin edad, sexo y altitud; la
disminucién de hemoglobina puede tener muchas causas, como deficiencia nutricional de
vitamina A, acido folico, riboflavina o deficiencia de vitamina B12, infecciones e
inflamacion. La hemoglobina es un congregado de proteina formada por una o varias
unidades de porfirina (estructuras ciclicas formadas por cuatro anillos pirrélicos unidos
entre si por puentes metino, guardan en su interior un atomo de hierro) que tiene la
propiedad de fijar oxigeno y se produce en los gloébulos rojos de los seres humanos; su
deficiencia indica, en principio, que existe una deficiencia de hierro. Si bien se han
identificado muchas causas de la anemia, la deficiencia nutricional debido a una falta de
cantidades especificas de hierro en la alimentacion diaria constituye mas de la mitad del

namero total de casos de anemia (ENDES, 2012; Blanco, 2011; Grandy et al., 2010).



Las manifestaciones clinicas de la anemia varian desde palidez generalizada de piel y
mucosas, fatiga, cansancio, sofocacion, mareo, dolor de cabeza, hasta retardo en el
desarrollo, problemas en el aprendizaje, disminucion de la actividad motora, anormalidad
en la conducta, pérdida de apetito, incremento en el nimero de infecciones por alteracion
del sistema inmune y falta de concentracidn, esto puede persistir durante toda la vida si la
deficiencia no se revierte completamente (Secretaria de salud, 2003; Lozoff et al., 1991

citado por Nemirovsky, 2010).

Estudios realizados en la poblacion escolar muestran las consecuencias de la anemia;
siendo éstas, el menor rendimiento en tareas de atencion, memoria y aprendizaje respecto
al grupo sin anemia (Soemantri et al., 1985; Saewondo et al., 1989), demostrandose en el
estudio que mediante un tratamiento en niflos anémicos mejord el rendimiento en las
pruebas pero la diferencia entre los grupos permanecio; segun Howard (2005) la funcion
cognitiva se incrementa al aumentar la concentraciéon de hemoglobina con el tratamiento;
éstos resultados nos lleva a anticiparnos realizando tratamientos preventivos debido a que
los costos de prevencion de la anemia son altamente costo efectivo respecto al que genera
este problema para el estado, siendo S/.18 millones para prevenir la anemia en madres
gestantes y nifios menores de tres afos respecto a S/. 632 millones que genera la anemia al

estado peruano (Alcéazar, 2012).
Mientras que la anemia reduce el transporte de oxigenos hacia el cerebro, la deficiencia de
hierro dentro del sistema nervioso central afecta directamente al metabolismo de los

neurotransmisores (Castrillon y Serpa, 2013).

A nivel del mar, la concentracion de hemoglobina para diagnosticar la anemia se indica en

el Cuadro 1.

Cuadro 1: Concentracion de hemoglobina para diagnosticar la anemia

Poblacion Sin anemia Leve Moderada Grave
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
Nifos de 5 a 11 afios. >11.5 11al1l4 8al10.9 <8

FUENTE: WHO (2011)
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En animales de la especie roedores (ratas), el rango normal de la hemoglobina es de 11.1 a
18 g/dL. (Kaneko, 1989; Romero, 2008), por debajo de 11g/dL se considera anemia
(Gonzales et al., 2013). El criterio para indicar anemia en ratas Sprague Dawley segun
Garcia et al. (2010) es cuando la disminucion de la hemoglobina sea del 30-50 por ciento

de los valores iniciales.

Siendo los determinantes, factores socioeconomicos y culturales (acceso econdmico,
cultural y geografico a cantidad y calidad de alimentos ricos en hierro, acceso a agua y
saneamiento, baja proporcion de lactancia materna exclusiva y bajo nivel de educacion de
los padres), consumo alimentario inadecuado (inadecuada ingesta de hierro, bajo consumo
de alimentos ricos en hierro, ingesta de alimentos con hierro de baja biodisponibilidad,
bajo consumo de facilitadores de absorcion de hierro, requerimientos incrementados en
algunas etapas de la vida y condiciones fisioldgicas), falta de acceso y uso de servicios de
salud y nutricién (acceso y cumplimiento de controles prenatales, atencion de parto,
controles de crecimiento y desarrollo, atencion integral que incluye consejeria nutricional y
suplementacion con hierro y micronutrientes son una oportunidad para disminuir la anemia
en etapas de mayor requerimiento). La anemia en mujeres en edad fértil y en gestantes
condiciona partos prematuros, nifios con bajo peso al nacer y desnutricion cronica,
incremento de la morbilidad (infecciones endémicas en nifios, parasitosis y enfermedades
infecciosas agudas, promueven la respuesta inflamatoria y, por lo tanto, a que las reservas
de hierro disminuyan, incrementando el riesgo de anemia), factores bioldgicos de mayor
vulnerabilidad a la anemia (incremento en el requerimiento de hierro, en nifios (as) de 6 a
24 meses de edad; en esta etapa es necesario priorizar la lactancia materna, suplementacion
con hierro, alimentaciéon complementaria con alimentos ricos en hierro, fortificacion de
alimentos con hierro y facilitadores de absorcion de este mineral) (Osorio, 2002 citado por

Salinas et al., 2011).

2.2VITAMINA A

En la fortificacion se empled en su forma dry vitamin A palmitate 250 S/N, polvo fino de
color amarillo claro, cuyas particulas contienen la vitamina A como palmitato finamente
dispersado en una matriz de almidon alimenticio modificado, sacarosa y aceite de coco

fraccionado. BHT (E-321), ascorbato de sodio, benzoato de sodio y acido soérbico afiadidos
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como conservantes. El contenido minimo de la vitamina A es de 250 000 Ul/g, se dispersa
rapida y completamente en agua, siendo sensible al aire, calor, luz y humedad. Empleado
para la fortificacion de alimentos (sobre todo harina y azlcar), productos horneados,

bebidas y otros alimentos (DSM, 2014).

Conocida por su propiedad antiinfecciosa y antixeroftdlmica. Es sensible a la luz (natural y

artificial) de cierta intensidad, sin embargo es resistente al calor (Madrid, 2012).

2.2.1 FUNCION

Entre sus funciones permite desarrollar y diferenciar epitelios como los de huesos, rifidn,
vellosidades; transporte de oligosacaridos a través de la bicapa de las membranas, que
influyen en la espermatogénesis, ovogénesis, lo que permite crecer a la placenta y feto;
vision nocturna y captacion de colores como retinol, participa en la sintesis de
glucoproteinas (accion del acido retinoico en la promocion de crecimiento y diferenciacion
de los tejidos). Primera indicacion de su deficiencia es una vision nocturna defectuosa
(reservas hepaticas casi agotadas), una mayor deplecion conduce a queratinizacion de
tejidos epiteliales del ojo, pulmones, vias gastrointestinales y genitourinarias, acoplada con
reduccion de la secrecion mucosa, dafio de la cornea y xeroftalmia (Blanco, 2011; Melo y

Cuamatzi, 2007).

Conocido por su rol en la vision, también es importante en el crecimiento y desarrollo
corporal, participa en la diferenciacion celular (bajo la forma de acido retinoico),
reproduccion e inmunidad (impulsa la formacion de los linfocitos T); siendo sus formas
activas el retinol (es la mas activa y fundamental para la reproduccion y desarrollo de los
huesos), retinal (el retinol se trasforma en retinal para su uso en la retina ocular dentro de la
vision nocturna y de colores) y acido retinoico (retinal se transforma en acido retinoico

para el crecimiento y desarrollo corporal) (Blanco, 2011).

2.2.2 ABSORCION

En la mucosa intestinal el retinol se une a la proteina fijadora y forma el complejo retinol-
CRBP 11, que luego se reesterifica a ésteres de retinol (ER). Estos ésteres se agregan para

formar los quilomicrones que posteriormente ingresan a la linfa y sangre y llegan a los
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tejidos periféricos a través de la lipoproteinlipasa o al higado (se almacena en un 90 por
ciento en el higado y secundariamente en tejido adiposo, pulmoén y rifién) a través de un
receptor APO E. El zinc favorece su absorcion de la vitamina A (Blanco, 2011; Pifieiro,

2014).

2.2.3 ROL EN LA HEMOGLOBINA

La deficiencia de la vitamina A genera también una serie de sintomas no especificos como

incremento de riesgo a anemia (Blanco, 2011; Wedner y Ross, 2008; Palafox, 2003).

La vitamina A juega un rol importante en la causa de la anemia, las evidencias indican que
este efecto es mediado a través de la sintesis de transferrina y receptores de transferrina, de
ahi mejoran la movilizacion del hierro e ingreso a los tejidos eritropoyéticos, ademas la

vitamina A mejora la absorcion del hierro en el precario intestino delgado (Quiroz, 2009).

La deficiencia de retinol perjudica la utilizacion del hierro, mejorar la condicion
nutricional de la vitamina A mejorara la condicién hematoldgica de la poblacion. En
estudios sobre fortificacion de alimentos con hierro y vitamina A se encontraron efectos
favorables en el estado nutricional del hierro en los nifios pre escolares y mujeres
embarazadas. Existe una asociacion positiva entre la concentracion de retinol y la
hemoglobina, en la cual la hipovitaminosis A esta asociada con una carencia ferropénica,
por lo tanto la vitamina A beneficia la condicion hematologica y el metabolismo del hierro,
por otro lado la infestacion parasitaria contribuye al aumento en la prevalencia de anemia e
hipovitaminosis A, bien sea debido a pérdidas sanguineas o impidiendo la absorcidon de
estos nutrientes (Alfaro y Carvajal, 2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002 citados por
Papale, 2008).

La administracion de suplementos a poblaciones anémicas, indican que la vitamina A
interviene en la hematopoyesis, una mayor exposicion permite que se formen o se liberen a
la circulacion més globulos rojos dentro de las limitaciones que impone una deficiencia de
hierro corporal total; todavia no se conoce el mecanismo exacto (Bowman y Russell,

2003).
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La vitamina A también esta implicada en la movilizacion del hierro desde el higado, dado
que el retinol y el acido retinoico son necesarios para la sintesis de la proteina

transportadora de hierro, la transferrina (Castrillon y Serpa, 2013; Devil, 2006).

2.2.4 TOXICIDAD

Ocurre por consumir suplementos innecesarios cuya dosis no deberia ser superior a 900 ug
diarios, siendo raro que ocurra por ingestion exagerada de pro vitamina A. Los sintomas
incluyen dafio hepatico, anormalidades 6seas, dolores articulares, alopecia, dolores de
cabeza, vomitos y descamacion de la piel (Blanco, 2011); el nivel méximo de ingesta diaria
es de 900 ug de retinol por dia en nifios (as) de 4 a 8 afios y de 1700 ug por dia en nifios
(as) de 9 a 13 afos; éste nivel es aplicable solo a la vitamina A preformada (retinol, la
forma de vitamina A en las alimentos de origen animal, mayoria de alimentos fortificados

y suplementos), no aplica a la vitamina derivada de carotenoides (Otten et al. 2006).

2.3 ACIDO FOLICO

En la fortificacion se empled el acido folico de grado alimentario, polvo cristalino e
inodoro de color amarillo - naranja, con un 90 por ciento de pureza; soluble en soluciones
alcalinas y carbonatos, ligeramente soluble en agua, insoluble en alcohol, acetona, éter y
cloroformo; es bastante estable al aire, pero un poco sensible al calor y a la luz, sobre todo
a la radiacion ultravioleta, relativamente estable en soluciones neutras, acidos, alcalis y
agentes reductores u oxidantes puede causar descomposicion. Empleado en alimentos,

alimentos para bebés y dietética (DSM, 2014).

Los folatos son un grupo de compuestos sintetizados por plantas y bacterias. Aunque es
una vitamina, sus productos de reduccién son las coenzimas verdaderas (L-folato y

dihidrofélico reductasa, siendo el agente reductor el NADPH) (Melo y Cuamatzi, 2007)

2.3.1 FUNCION

Lucy Wills, en 1931 identifico al folato (componente activo) como necesario para evitar la

anemia durante el embarazo. Tres componentes conforman su estructura; pteridina (6-
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metilpteridina), acido para aminobenzoico y una o mas moléculas del aminoacido
glutamato. En los tejidos, el folato actua bajo la forma de acido tetrahidro folico,
fundamental en la sintesis de ADN y en el metabolismo de algunos aminoacidos; asi
participa de la sintesis de purinas (adenina y guanina) y de la timina (Blanco, 2011). Los
folatos tienen principalmente dos efectos fisioldgicos importantes: Son cofactores para
enzimas que sintetizan ADN y ARN y son necesarios para la conversion de homocisteina a

metionina (Suarez et al. 2005).

Su deficiencia se asocia a un retardo de la division celular (afecta a la médula 6sea y
produce células sanguineas grandes de forma irregular llamados megaloblastos) y a un
incremento de los niveles de homocisteina, un metabolismo considerado factor de riesgo
de las enfermedades cardiovasculares. Su deficiencia en mujeres embarazadas ocasiona
defectos en el tubo neural, espina bifida, anacefalia, etc. (Blanco, 2011; Melo y Cuamatzi,

2007).

2.3.2 ABSORCION

Se absorbe de los alimentos bajo la forma de monoglutamato acido foélico, acido 5- metil
tetrahidrofolico y/o acido 5-formil tetrahidrofolico; en el plasma se transporta en su forma
activa como metil-tetrahidrofolato, dirigiéndose al higado. El transporte se realiza unido a
albumina o transferrina. En las células el folato participa en el proceso de division celular

(Blanco, 2011).

2.3.3 ROL EN LA HEMOGLOBINA

Esencial en la reproduccion celular y ayuda en la formacion de globulos rojos al fijar el
hierro a la hemoglobina, por lo cual previene ciertas formas de anemia. Un incremento en
los reticulocitos ocurre cinco a siete dias después de la ingestion de acido f6lico, con

incremento de la hemoglobina (Melo y Cuamatzi, 2007; Hernandez y Sastre, 1999).

La funcidn principal se observa en la sintesis d¢ ADN, ARN y hemoglobina, su carencia
produce anemia megaloblastica. Dada la interrelacion de la vitamina B12, B6, B9 y acido

ascorbico; la anemia que se produce en tales enfermedades carenciales es similar y cede al
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ser tratada con uno o varios de tales micronutrientes. La complejidad de la interaccion de la
vitamina B12 y el folato son consecuencias de su participacion comun en la reaccion de la
metionina sintetasa. Conviene advertir que si bien con alimentos enriquecidos con acido
folico se atenua la anemia perniciosa, Unicamente con la vitamina B12 se curan la
homocistinuria, la aciduria metilmalénica y los trastornos neurologicos causadas por su

deficiencia (Araya y Ruz, 2007; Melo y Cuamatzi, 2007).

2.3.4 TOXICIDAD

No se almacena en el cuerpo y si es que hubiera un exceso se elimina por la orina. El nivel
maximo de ingesta diaria es de 400 ug de folato por dia en nifios (as) de 4 a 8 afios y de
600 ug por dia en nifos (as) de 9 a 13 afos; las cuales pueden ser obtenidos a través de

suplementos, alimentos fortificados o la combinacion de los dos (Otten et al. 2006).

24 HIERRO

En la fortificacion se empled el sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y
microencapsulado con fosfolipidos como fuente de hierro (vida util, un afio). Compuesto
por sulfato ferroso, acido ascorbico y lecitina. Aspecto cremoso, homogéneo, gris verdoso,
viscoso, tixotropico y de aroma suave caracteristico. Su composiciéon como hierro es de
5.25 a 5.75 por ciento p/p, con una alta biodisponibilidad, empleados en la fortificacion de
alimentos como el yogurt. Estable durante el uso y la vida 1til del alimento fortificado

(LipoTech, 2014).

Esta encapsulado en liposomas formados por fosfolipidos; estos se unen y forman una
esfera protectora que al ser consumida, el proceso digestivo a nivel intestinal rompe el
liposoma liberando el hierro y dejandolo disponible para la absorcion, no compromete el
sabor ni color y posee la misma biodisponibilidad del sulfato ferroso farmacéutico, que es
considerado el estdndar de biodisponibilidad para todos los compuestos de hierro en la
industria alimentaria. Asi mismo disminuye la posibilidad de interaccion del hierro con el
resto de los nutrientes de la leche, quedando disminuidos los efectos de las proteinas,
minerales y sustancias que se postulan como inhibidores. En Argentina el nombre

comercial es Biofer, contiene 10 mg de vitamina C y 1.5 mg de Fe (Del Pozo et al., 2010).
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2.4.1 FUNCION

Participa en la formacion de globulos rojos en la médula dsea, junto con cobalto, cobre,
proteinas y vitaminas, repone los destruidos (eritrocitos solo tienen 120 dias de vida), pues
el hierro después de la destruccion se reabsorbe. Cumple el papel en la formacion de
hemoglobina (65 por ciento de hierro), mioglobina (proteina de los musculos esqueléticos,
viscerales y del corazdn; diez por ciento de hierro) y citocromos (enzimas como catalasa y
peroxidasa; cinco por ciento de hierro), por lo que esta vinculado al transporte del oxigeno
de los pulmones a los tejidos y permitir la oxidacion de los nutrientes en los tejidos. La
deficiencia da lugar a la baja capacidad de proveer oxigeno y es responsable de una
disminucién en la tasa de crecimiento, fatiga y apatia caracteristica de la anemia
hipocromica, de eritrocitos palidos por no formar el grupo Hem de la hemoglobina,
acompafiada de deficiencia de folatos, vitamina B12, que son factores de maduracion de
los eritrocitos; su presencia estd en nifios (as) que aprenden con dificultad, desganados y

sin deseos de estudiar (Blanco, 2011; Mufioz, 1990).
2.4.2 ABSORCION

Se absorbe a nivel del intestino delgado proximal (duodeno); en la luz intestinal el Fe™ se
transforma en Fe' por accién de la ferrireductasa presente en la superficie del enterocito,
la vitamina C favorece esta conversion; la absorcion se lleva a cabo mediante el
Transportador de Metal Divalente (DMT]1) y la hepcidina (polipéptido de 25 aminoacidos
formado en el intestino, evita la hemocromatosis) regulada por la proteina hemojuvelina;
ya en el enterocito (regula la absorcion del hierro segtin las necesidades del organismo) el
Fe' se transforma en Fe™ y se almacena unido a la ferritina y hemosiderina (20 por ciento
de hierro) o transferirse al plasma mediante un hierro transportador y una hefaestina, para
luego circular con la transferrina (B globulina, una glucoproteina sintetizada por el higado)
al igual que el hierro proveniente de la destruccion de los hematies viejos. La médula dsea
y otros organos reciben el hierro de la transferrina mediante los receptores de transferrina
(TfR1 y TfR2) para unirse al lisosoma cuyo pH acido disocia el hierro de la transferrina y
queda a disposicion de la misma. El exceso se almacena unido a la apoferritina para formar
la ferritina (se almacena en el higado, bazo y médula o6sea, hasta un gramo
aproximadamente) o a la transferrina para ser puesto a disposicion de los hematies jovenes

que formaran hematies maduros y saldrédn a la circulacion sanguinea (Blanco, 2011;
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Grandy et al., 2010).

El hierro hem es agregado como molécula hem al enterocito, mediante el transportador
intestinal putativo de hierro hem (HCP1), en el interior es degradado por la enzima hem-
oxigenasa liberando al hierro para que se una al pool de hierro del enterocito, mientras el
hierro no hem es reducido en el borde de las vellosidades a su estado ferroso para ser
posteriormente internalizado a la célula por el Transportador de Metal Divalente (DMT1)

(Grandy et al., 2010).

El proceso de absorcion es controlado por tres factores: Intraluminales (inhiben o
promueven la cantidad de hierro disponible para la absorciéon), mucosales (incluyen la
extension de la superficie de la mucosa y la motilidad intestinal) y somaticos (estado
nutricional del hierro de un individuo, la eritropoyesis y la hipoxia) (Bothwel, 1979; citado
por Nemirovsky, 2010). El hierro es liberado cuando los eritrocitos envejecen y se agotan,
se absorbe y utiliza varias veces para la produccion de nuevos eritrocitos (Nemirovsky,

2010).

La concentracion en el cuerpo humano es de 0.0004 por ciento localizado en los globulos
rojos, médula dsea, rifiones, higado y bazo; un adulto tiene de cinco a seis gramos de hierro
(hemoglobina, mioglobina, enzimas y ferritina), perdiendo un miligramo aproximadamente
en la orina, sudor, cabello, ufias, bilis y heces debido a la descamacién de las células de la
piel y el intestino; sin embargo las mujeres en edad fértil deben remplazar el hierro

perdido en la menstruacion (Madrid, 2012; Blanco, 2011; Nemirovsky, 2010).

La tasa de absorcion de hierro hem (fuente animal) es de 25 por ciento y no hem (fuente
vegetal) de uno a cinco por ciento, siendo la absorcion del hierro total (hem y no hem) de
cinco a 15 por ciento. Para que el hierro se absorba debe estar en su estado ferroso (se
logra en presencia de pH acido). Sin embargo, en el plasma el hierro vuelve a su estado
férrico uniéndose a la transferrina para ser transportado hasta el higado (almacena como
hemosiderina o ferritina). Es una metaloenzima, trabaja como cofactor de la enzima
Desoxirribonucleasa, Arginasa, Peroxidasa, Catalasa, Citocromo oxidasa, cumpliendo la
funcion de oxido-reduccion. La absorcion se desaprovecha por infestaciones parasitarias

(uncinariasis, malaria, etc.) (Blanco, 2011).

28



Se incrementa la absorcion en deficiencia del metal, anemias hemoliticas, hipoxia y en
presencia del acido ascorbico, proteinas de origen animal, acidos organicos (succinico,
citrico, malico, lactico, tartarico), vitamina A, etc.; lo disminuye los procesos infecciosos e
inflamatorios, fitatos, fibra alimentaria, oxalatos, polifenoles, proteinas vegetales, huevo,

minerales (zinc, manganeso, magnesio, cobre, calcio) (Blanco, 2011; Grandy et al., 2010).

Algunas fuentes proteicas de origen animal como la leche entera, caseina, proteinas
derivadas del suero de la leche, queso, clara de huevo, etc. disminuyen en un 10 y 50 por
ciento la absorcion de hierro (Cook y Monsen, 1976); segiin Grandy et al. (2010) afirman
que la absorcion de hierro no hem proveniente de alimentos vegetales, sales minerales y
también en carnes, es favorecido por los alimentos fermentados, entre otros. La vitamina C
facilita la absorcion del hierro al formar quelatos con hierro férrico a un pH acido que
permanece soluble al pH alcalino del duodeno; sin embargo la adicion de ésta vitamina al
yogurt afecta la calidad debido a su acidez, por ello para su empleo en este alimento se

deben micro encapsular a ambos (Kim et al., 2003).

2.43 ROL EN LA HEMOGLOBINA

Principal componente de los globulos rojos, esencial para transportar el oxigeno a las
células y para el funcionamiento de todas las células del cuerpo. Su deficiencia produce la
anemia. En el siglo XVIII, se demostrdé que el hierro es un componente importante de la
sangre. En 1932, Castle aportd pruebas convincentes de que el hierro inorganico podia
utilizarse en la sintesis de la hemoglobina. Forma parte de la hemoglobina, mioglobina,

citocromos y enzimas (Castrillon y Serpa, 2013; Boccio et al., 2003).

Nutriente esencial para la mayoria de los procesos de oxidacion-reduccion y constituye el

atomo central de la estructura de la hemoglobina (Murray et al., 1994).

2.4.4 TOXICIDAD

Niveles por encima a 45 mg por dia provocan desérdenes a nivel gastrointestinal (Blanco,
2011). El nivel maximo de ingesta diaria es de 40 mg por dia en nifios (as) de 4 a 13 afios;

la cual puede ser obtenido del alimento, agua y suplementos (Otten et al., 2006).
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2.5 ZINC

En la fortificacion se empled el gluconato de zinc estabilizado como fuente de zinc (vida
util, dos afios); polvo fino blanco ligeramente amarillento. Higroscopico. Alta solubilidad
en agua, proporciona solucion incolora, traslicida. Alta biodisponibilidad, con un
contenido de zinc de 9.4 a 11.6 por ciento p/p., empleado en la fortificacion de alimentos;

estable durante el uso y la vida util del producto (LipoTech, 2014).

Unico compuesto de zinc protegido, desarrollado e investigado en la actualidad, utilizado
ampliamente por la industria Argentina para la fortificacion de productos lacteos y en
Australia para fortificar diferentes jugos de frutas. Posee una adecuada biodisponibilidad y
no produce cambios en las caracteristicas organolépticas de los alimentos fortificados lo
que lo convierte en un compuesto util desde el punto de vista nutricional y tecnologico-

industrial (Boccio y Monteiro, 2004).

2.5.1 FUNCION

Cumple un rol fundamental como parte del sistema inmunitario, mantencion de la
estructura de las proteinas, crecimiento, maduracion sexual, fertilidad, metabolismo de
vitamina A, metabolismo de hormonas, cicatrizacion de heridas, sentido del gusto y apetito
(Blanco, 2011; Grandy et al., 2010; Rossander-Hultén et al., 1991 citado por Pizarro et al.,
2005). En los periodos de rapido crecimiento afecta negativamente el desarrollo cognitivo,
cerebral y sexual (Penland, 2000). Grandy et al. (2010) indican que la deficiencia
moderada presenta efectos adversos en el desarrollo neuroconductual y psicomotor. La
deficiencia de zinc interactia con la deficiencia de la vitamina A, exacerbando la ceguera
nocturna (Mufioz, 1990), necesario para mantener las células intestinales, crecimiento
0seo, etc. también provoca aumento de las enfermedades respiratorias, digestivas y de la
piel por una disminucién en la respuesta inmune (Grandy et al., 2010); una grave
deficiencia puede producir retraso del crecimiento, alteraciones inmunitarias, afecciones
cutaneas, problemas de aprendizaje y anorexia (WHO, 2014). El zinc se encuentra en
muchas enzimas importantes y esenciales para el metabolismo (FAO, 2013), siendo un
componente indispensable para la funcion normal de mas de 300 enzimas cataliticas,

estructurales y de regulacion (Grandy et al., 2010).

30



2.5.2 ABSORCION

La concentracion en el organismo se mantiene con una absorcion diaria de alrededor de 5
gramos por dia. El zinc exdgeno se absorbe en el duodeno distal o el yeyuno proximal; los
factores alimentarios que promueven la absorcion son los aminoacidos (principalmente la
histidina, metionina y cisteina), citrato, glucosa y lactosa, mientras que el acido fitico,
fibra, cobre, hierro y calcio lo inhibe. La cantidad de hierro puede determinar su efecto
sobre la absorcion de zinc y solo las dosis farmacologicas parecen disminuir la captacion
del zinc (Blanco, 2011; Grandy et al., 2010; Bowman y Rusell, 2003); no existe lugares
importantes de reserva funcional para este elemento por ello el recambio diario es alto y
rapido; los micro-pozos de zinc en la mucosa intestinal no constituyen verdaderos
reservorios ya que no tienen capacidad de suplir eficazmente las pérdidas agudas, siendo
probable que cuando se requiera un suplemento se deba considerar el aporte diario y la

mayor cantidad de dias (Paredes y Bolafnos, 2009).

En las células de la mucosa, el zinc induce la transcripcion del ARNm para sintetizar varias
proteinas. Una de ellas la metalotioneina, tiene capacidad para fijarse a los metales. Una
vez absorbida se une a la albimina para transportarse hacia los eritrocitos (70 por ciento),
donde forma parte de la anhidrasa carbonica; al timo, como cofactores de la hormona
timica timulina. En caso de saturaciéon de la albumina, también se puede ligar a la
transferrina o a la 02-macroglobulina (20 a 40 por ciento) (Blanco, 2011; Grandy et al.,
2010); como es un mecanismo saturable determina una fraccion de absorcidon siendo ésta
en nifios de 20 a 25 por ciento aproximadamente, por otro lado Wada et al. (1985) citado
por Paredes y Bolafios (2009) demostraron mediante estudios de absorcion con isotopos
estables, 53 por ciento de asimilacion de zinc de la dieta cuando el aporte fue de 5.5 mg/dia
y disminuy6 a 25 por ciento cuando la carga de zinc subi6 a 16.5 mg/dia. Algunos estudios
estiman que la excrecidn endogena (realizada por via gastrointestinal; secreciones
pancreaticas, intestinal y biliar) se aproxima a 2 mg diarios (Grandy et al., 2010; Paredes y

Bolafios, 2009).

2.5.3 ROL EN LA HEMOGLOBINA

La deficiencia se manifiesta por baja estatura, hipogonadismo y anemia leve (Secretaria de

salud, 2003).
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2.5.4 TOXICIDAD

Niveles por encima de 40 mg por dia produce baja absorcion de cobre, diarrea, nauseas y
menor funcion inmune, esta cantidad solo puede ser aportada por exceso de suplementos
(Blanco, 2011). El nivel maximo de ingesta diaria es de 12 mg por dia en nifios (as) de 4 a
8 afios y de 23 mg por dia en nifios (as) de 9 a 13 afos; la cual puede ser obtenido del

alimento, agua y suplementos (Otten et al., 2006).

2.6 INGESTA DIARIA RECOMENDADA (RDA) EN NINOS (AS) EN
EDAD ESCOLAR

Nivel de ingesta diaria de un nutriente que resulta suficiente para cubrir las necesidades del
97.5 por ciento de los individuos sanos, segin edad, sexo, situaciones de embarazo y
lactancia (Blanco, 2011). En el Cuadro 2, se muestra la ingesta diaria recomendada para

los nifios (as) en edad escolar.

Cuadro 2: Ingesta diaria recomendada para nifios (as) en edad escolar

Edad Vitamina A Acido fdlico Hierro Zinc

(afios) (ug RAE®/dia) (ug folatos®/dia) (mg/dia)  (mg/dia)
4a8 400 200 10 5
9al3 600 300 8 8

FUENTE: Otten et al. (2006)

*Retinol activity equivalent (RAE). 1 ug RAE = 1 ug retinol.
®As dietary folate equivalents (DFEs). IDFE = 1 ug food folate = 0.6 ug of folic acid from
fortified food or as a supplement consumed with food = 0.5 ug of folic acid from a

supplement taken on an empty stomach.

2.6.1 REQUERIMIENTOS DE MICRONUTRIENTES EN ANIMALES DE
LABORATORIO

En el Cuadro 3, se muestra los requerimientos de la vitamina A, acido f6lico, hierro y zinc

32



por kilogramo de dieta para las ratas de laboratorio en crecimiento.

Cuadro 3: Requerimientos de micronutrientes en ratas de laboratorio por kilogramo

de dieta
Nutriente Unidad Crecimiento
Vitamina A (retinol) mg 0.7
Acido félico mg 1.0
Hierro mg 35.0
Zinc mg 12.0

FUENTE: National Academy Press (1995)

2.7 INTERACCIONES

2.7.1 CALCIO - MINERALES

El calcio interacta con el hierro, zinc, magnesio y fosforo. El calcio inhibe la absorcion de
hierro de manera dosis dependiente y dosis saturable. Lo mismo ocurre con el zinc, fosforo
y magnesio (Araya y Ruz, 2007). El calcio tiene especial importancia, ya que ademds de
intervenir en la biodisponibilidad de hierro no hem, interviene también en la
biodisponibilidad del hierro hem. El efecto es dosis dependiente, por debajo de 40 mg no
interfiere, pero entre 40 y 300 mg de calcio si lo hace y sin aumento luego de los 300 mg,
pudiendo disminuir la biodisponibilidad del hierro hasta un 50 por ciento. El calcio y el
hierro no hem compiten por el Transportador de Metal Divalente (DMT1), lo cual explica
el efecto sobre este tipo de hierro (Gaitan et al., 2006; Hallberg, 1998). Segin Paredes y
Bolafios (2009) la absorcion de hierro a partir de una comida estandarizada se reduce
significativamente con la ingesta concomitante de carbonato de calcio o de hidroxiapatita;

en contraste, los suplementos de calcio no afecta la absorcion de zinc.

2.7.2 HIERRO - ZINC

Al administrar ambos minerales en matrices alimentarias complejas el efecto inhibitorio

solo es significativo en relaciones molares Fe: Zn de 25:1, pero cuando ambos minerales
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son ingeridos en soluciones acuosa se observa una disminucioén del 50 por ciento en la
absorcion de hierro cuando la relacion molar Zn: Fe es mayor de 4:1 (15 mg Zn vs 3 mg
Fe); sin embargo, cuando esta proporcion se administra con comida el efecto desaparece

(Rossander-Hultén et al., 1991 citado por Pizarro et al., 2005).

Ingestas elevadas de suplementos de hierro han sido asociados con la reduccion de la
absorcion de zinc, efecto que es mucho mas evidente en soluciones acuosas que en
presencia de combinaciones de alimentos. Altas ingestas de zinc han mostrado reducir la
absorcion de hierro (Araya y Ruz, 2007). Se produce una disminucion de biodisponibilidad
de hierro en un 50 por ciento, cuando la proporcion de Zn/Fe en una solucion acuosa es
superior a 5:1; este mismo efecto no se observa cuando los dos minerales estan en relacion
equimolar en una mezcla de alimentos. En teoria existe una disminucion de Ia
biodisponibilidad reciproca, debido a que el zinc y el hierro no hem compiten por el

Transportador de Metal Divalente (DMT1) (Gaitan et al., 2006; Whittaker, 1998).

La captacion del hierro es inhibida por zinc y cobre. Una relacion molar de hierro: cobre:
zinc de 1:1:1 inhibe la captacion de hierro o cobre en un 45 por ciento, por lo que estos
resultados muestran que relaciones molares elevados de los metales en mencion pueden

producir una inhibicion en la captacion de uno o mas de ellos (Arredondo et al., 2005).

No se aprecid un efecto significativo de una dosis fisiologica de zinc sobre la absorcion de
hierro, observandose un efecto inhibitorio de la absorcion de hierro cuando se administro
una dosis farmacologica de zinc (11.71 mg) en una proporcion molar respecto al hierro 1:1

(Olivares et al., 2005).

FAO (2013) indica que aun con la administracion de 10 mg de zinc diarios, no se
observaron efectos adversos sobre los estados del hierro y/o cobre (compiten por la

absorcion).

2.7.3 CASEINA - HIERRO

La caseina de la leche inhibe la absorcion del hierro en los humanos. Parece ser que la
fosforilacion de la serina y de la treonina permite la union de residuos de hierro y de otros

minerales, reduciendo la eficiencia de la absorcion (West, 1986). Dentro de los compuestos
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favorecedores de la absorcion de hierro, tienen un papel importante el acido ascorbico, los
aminoacidos de origen carnico, la vitamina A y los fructooligosacaridos; sin embargo este
efecto positivo no se observa con la proteina animal contenida en la clara de huevo o en la
leche, la cual tiene grande cantidad de coalbiimina (proteina quelante del metal) y caseina

(proteina que oxida el Fe+2) (Gaitan et al., 2006).

2.8 FORTIFICACION FOCALIZADA

Segun la FAO (2012), fortificacion es la adicion de uno o mas nutrientes
esenciales a un alimento a fin de mejorar su calidad para las personas que lo
consumen, con el objetivo de reducir o controlar una carencia de nutrientes.
El proceso de fortificacion no cambia el sabor ni el color del alimento, no
requiere cambiar en los hébitos dietéticos, poca posibilidad de consumo
excesivamente alto, costo final de la fortificacion del alimento se transfiere al
consumidor a precio muy bajo, lo cual resulta eficaz comparado con otras
intervenciones (UNICEF, 2004; citado por Cuevas, 2009). La fortificacion es
una de las estrategias (facil de: implementar, administrar a niveles que no son
riesgo, supervisiéon y vigilancia; bajo costo y la tecnologia esta disponible)
mas efectivas para asegurar un consumo permanente de nutrientes; cuyo
efecto depende del nivel de fortificacion, tipo de fortificante,
biodisponibilidad del fortificante y cantidad de consumo del alimento
fortificado (Grudem y Debustos, 2014).

La fortificacion focalizada es la adicion de micronutrientes a los alimentos consumidos por
grupos especificos de la poblacion como: Los alimentos complementarios, cereales para
nifios y los alimentos que forman parte de programas de bienestar social (atencion de la
salud infantil, almuerzos escolares y programas de asistencia en casos de desastres), en
estos ultimos procuran proporcionar energia adicional, proteinas y cada vez en mayor
medida, micronutrientes al costo mas bajo posible. El nivel del compuesto de hierro
agregado debe proporcionar del 30 al 60 por ciento del requerimiento por racion
(suponiendo dos a tres raciones por dia), con la cual el alimento puede considerarse una
excelente fuente del micronutriente. En la fortificacion focalizada el tipo de hierro a

emplear es el sulfato o fumarato ferroso (Codex Alimentarius, 1997; OPS, 2002). Segun

35



Cuevas (2009), es la practica de afadir cantidades suficientes de micronutrientes de
manera de proveer los requerimientos diarios para grupos especificos de la poblacion, por
medio del consumo usual de los alimentos fortificados mediante alimentos
complementarios y aquéllos destinados a la alimentacion institucional (escuelas,
hospitales, etc.) o distribuidos en situaciones de emergencia. En la fortificacion, la
vitamina A y el hierro se deben emplear en combinacidon y no con exclusion; se debe tener
cuidado especial de posibles problemas toxicos con la vitamina A, sobre todo en mujeres

embarazadas o que planeen concebir (FAO, 2014).

En el afio 1992, en nuestro pais fue creado el Programa Nacional de Apoyo Alimentario
(PRONAA); cuyo objetivo general fue contribuir a mejorar el nivel nutricional, la
asistencia y el rendimiento escolar, prioritariamente en situacion de extrema pobreza y
entre uno de sus objetivos especificos estuvo el proporcionar raciones de alimentos que
aporten como minimo un tercio de los requerimientos nutricionales de cada nifio,
reduciendo la incidencia de anemia e incrementando su capacidad de aprendizaje (Ravina
et al., 2002). La cantidad de los micronutrientes en estudio por racion se muestra en el

Cuadro 4.

Cuadro 4: Pre mezcla fortificada (programa escolar)

Cantidad minima

Nutrientes Componentes por porcién de 50 gramos Unidad
Vitamina A Vitamina A Acetate 800 ug
Folato Acido folico 75 ug
Hierro Fumarato ferroso 6 mg
Zinc Oxido de zinc 6 mg

FUENTE: Lage Comercial S.A.C. (2012)

2.9 YOGURT COMO VEHICULO PARA LA FORTIFICACION

La venta del yogurt cada vez mas se viene incrementando, debiéndose esto a su capacidad
de diversificacion, apariencia natural, caracteristicas organolépticas, propiedades

nutricionales, profilacticas y terapéuticas, con un aumento progresivo del consumo (12 a
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16 millones de toneladas) a nivel mundial (Padilla, 2011; Dello, 2004 citado por Reyes,
2014); segun MINAG (2009), la produccion nacional del yogurt el 2001 fue de 27 292
millones de kilogramos y al afio 2005 de 57 990 millones de kilogramos con un incremento
gradual afio tras afio, alcanzando a 116 03 millones de kilogramos el afio 2009, con un

incremento de 15.5 por ciento respecto de la produccion del afio 2008.

En un estudio sobre el consumo del yogurt en las familias de los distritos de San Isidro y
Jestis Maria, concluyen que las familias de ambos distritos incluyen es sus loncheras de sus

hijos un aproximado de tres yogures a la semana (Benedetti et al., 2013).

En nuestro pais en la lista de los alimentos saludables recomendados para su expendio en
quioscos escolares estan considerados los yogures parcialmente descremados con bajo
contenido de azlicar. Considerandose bajo contenido de azicar a 1 % cucharadita 6 6.25
gramos por vaso de 250 ml para alimentos liquidos y < 5 gramos o una cucharadita por 100

gramos de alimento solido (MINSA, 2012).

2.10 ANIMAL EXPERIMENTAL

Es aquella en la que la calidad genética y ambiental ha sido controlada y asegurada, por lo
tanto es capaz de dar una respuesta fiable y reproducible a la pregunta experimental; la
homogeneidad esta relacionado a las caracteristicas somaticas (peso, sexo y edad),
genéticos (igualdad o similitud bioldgica de su informacion genética) y sanitarias siendo
éstas axénicos (sin gérmenes), gnotoxénicos (con gérmenes controlados) o estandares (con
flora nativa). En el principio de las tres R estudiado por Russell y Burch, se busca
garantizar el uso racional y respetuoso del animal experimental, reduciendo el nimero de
animales usados en los proyectos de investigacion; reemplazando el animal siempre que
sea posible por otro tipo de modelos (simuladores, matematicos, cultivo de tejidos, etc.) y
refinando los procedimientos de manipulacion mediante el estudio de su comportamiento,
minimizando el dolor que pueda sufrir y garantizando que los resultados sean confiables.
Los resultados de investigaciones con modelos animales proporcionan informacion
necesaria para disefar pruebas humanas, ya que estos efectos son en base a reacciones y
comportamiento frente a un factor por parte de un organismo completo. El cédigo de

Nuremberg sefiala que cualquier experimento hecho en seres humanos debe estar disefiado
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a partir de los resultados de investigacion animal, al igual que la declaracion de Helsinki
(la investigacion médica en humanos debe estar basada en pruebas de laboratorio
adecuadamente realizadas y en experimentacion con animales); por ello los efectos
biologicos (desarrollo de enfermedades, terapéuticos y otras intervenciones) se realizan en
modelos animales experimentales por sus semejanzas anatomicas, fisiologicas,

neurologicas, bioquimicas, farmacologicas y comportamiento (Cardozo et al., 2007).

2.11 ANTECEDENTES

En un estudio en mujeres embarazadas que recibieron suplementos con hierro y vitamina A
la hemoglobina aument6 de 10.8 a 14.7 g/dL, eliminandose la anemia en un 97 por ciento,
con una reduccion del 68 por ciento cuando se suplementd con solo hierro (Alfaro y

Carvajal, 2001).

Kolsteren et al. (1999) citado por Bowman y Russell (2003), demostraron que la
hemoglobina en mujeres anémicas aumenta mas, cuando a la administracion diaria de
suplementos de hierro se agregan altas dosis de vitamina A (60 000 ER/dia) y 15 mg/dia

zinc.

Garcia y Villar (2010), demostraron que una dieta a base de quinua enriquecida con retinol
(Arovit en su forma comercial), incrementa significativamente la concentracion de

hemoglobina sérica en ratas variedad albina con anemia inducida.

En un estudio aleatorizado con doble enmascaramiento y controlado, efectuado en China
con nifios de 6 a 9 afios; se encontrd que los nifios tratados con zinc y polimicronutrientes
mejoraron mas en todas las pruebas sobre el desempefio neuropsicologico que los nifios
tratados con zinc solo o con polimicronutrientes solos (Sandstead et al., 1998; citado por

Bowman y Russell, 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El estudio se realizo en el Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos
(LENA); mientras que el yogurt fortificado se elabor6 en el Laboratorio de Investigacion
de Leche y Productos Lacteos y la Planta Piloto de Leche, efectuandose los analisis en el
laboratorio de instrumentacion e investigacion y fisicoquimica de la Universidad Nacional
Agraria La Molina. El liofilizado se llevd a cabo en el laboratorio del Instituto de
Investigacion Nutricional (IIN). El analisis de hemoglobina se realiz6 en el Laboratorio de
Patologia Clinica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los servicios de
analisis fisicoquimico en el Laboratorio Calidad Total de la Universidad Nacional Agraria

La Molina y micronutrientes en el Laboratorio Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C

3.2 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion es aplicada, experimental y explicativo; con medicion de la concentracion
de la hemoglobina en tres momentos (basal, induccion o fase de deplecion y recuperacion

o fase de replecion).

3.3 HIPOTESIS

3.3.1 HIPOTESIS GENERAL
H1: El yogurt fortificado con vitamina A, acido f6lico, hierro y zinc aumenta
significativamente la concentracion de la hemoglobina en los animales

experimentales.

3.3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS
H1: La dieta purificada deficitaria en vitamina A, 4cido folico y hierro disminuye la
concentracion de la hemoglobina en los animales experimentales; después de cinco

semanas de consumo.
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H1: Los animales experimentales con anemia incrementan su concentracion de la
hemoglobina después de los 28 dias de consumir la dieta purificada estandar

(control).

HI1: Los animales experimentales con anemia incrementan su concentracion de la
hemoglobina después de los 28 dias de consumir la dieta purificada deficitaria mas

yogurt fortificado.

H1: Los animales experimentales con anemia incrementan su concentracion de la
hemoglobina después de los 28 dias de consumir la dieta purificada deficitaria mas

yogurt fortificado respecto a la dieta purificada estandar (control).
3.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

En el presente estudio se empled el método deplecion—replecion de la hemoglobina,

mostrada en la Figura 1.

15 unidades de ratas albinas Hb>11 g/dL
o Holtzman machos Edad: 27 a 28 dias de vida

'

Dieta purificada deficitaria =~ «——— Racion: 15 g/dia

Agua ad libitum

Tiempo: 5 semanas

Hb < 11g/dL
Grupo | y J . v Grupo 11
. . Racion: 20 g/di ' : : o
Dieta purificada : Agll; it » Dieta purificada deficitaria mas
, . 1 . .
estandar (5 unidades) | Tiempo: 4 semanas | yogurt fortificado (10 unidades)
' /

L 5 Analisis de hemoglobina «—
(Método cianometahemoglobina)

Figura 1: Disefio del método deplecion-replecion de la hemoglobina

Fase de deplecion (induccion a anemia): ... Fase de replecion (recuperacion): L.l
Este método consistido en disminuir la concentracion de la hemoglobina por debajo de las
cantidades fisiologicas propias de la especie mediante una alimentacion basada en una

dieta deficitaria en micronutrientes involucrados en la sintesis de hemoglobina (fase de
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deplecion), mientras que en la fase de replecion se procedid a elevar nuevamente la
concentracion de hemoglobina hasta valores fisioldgicos normales a través del suministro

de diferentes fuentes de los micronutrientes deficitarios (Garcia et al., 2013).

3.5 POBLACION Y MUESTRA

3.5.1 POBLACION

Ratas Albinas raza Holtzman.

3.5.2 MUESTRA

Se utilizaron 15 ratas que cumplian con los criterios de inclusion.

- Criterios de inclusion.
e Animales con nivel de hemoglobina mayor o igual a 11g/dL.
e Machos.
e [Edad 27 a 28 dias de vida.

3.6 MATERIALES

3.6.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

Se empled 15 ratas albinas de la raza Holtzman machos de 27 a 28 dias de vida adquiridos
del Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos del Departamento
Académico de Nutricion de la Universidad Nacional Agraria La Molina; previa
codificaciéon por perforacion en las orejas, pesado corporal y evaluacion de la
concentracion de la hemoglobina a cada animal, se alojaron en uno de los ambientes del
Bioterio de la misma universidad, en una bateria provista de jaulas individuales bajo
condiciones de ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, temperatura entre 22 a 23 °C, 63 por
ciento de humedad relativa (para la cual se cont6 con un calefactor y un ventilador
eléctrico), alimentados con 15 y 20 gramos por dia de cada dieta controlada (dieta

purificada deficitaria, estandar y dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado) y agua
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ad libitum. Al finalizar el periodo de induccion a anemia (deplecion) y recuperacion
(replecion) se evaluo la concentracion de la hemoglobina y peso corporal de cada animal

para su comparacion dentro y entre grupos.

3.6.2 INSUMOS DE LA DIETA DE LOS ANIMALES EXPERIMENTALES

a. YOGURT FORTIFICADO LIOFILIZADO

En el Cuadro 21, se presenta los valores de la composicion proximal y
micronutrientes del yogurt fortificado liofilizado, las cuales fueron determinados
teniendo en cuenta los resultados del analisis proximal y de micronutrientes por
cada 100 gramos de yogurt fortificado en base humeda (Cuadro 20) y la humedad
del producto liofilizado (NTP 202.137: 2005) en base parcialmente seca (9.87 por

ciento).

b. AZUCAR REFINADO

En el Cuadro 5, se aprecia la composicion del aztcar refinado.

Cuadro 5: Composicién en 100 gramos de azucar refinado

Nutrientes Unidad Cantidad
Agua g 0.6
Carbohidratos totales g 99.2
Cenizas g 0.2
Zinc mg 0.00
Hierro mg 0.10
Retinol ug 0.0
Energia Kcal 384.0
FUENTE: Reyes et al. (2009)

c. CASEINA

En el Cuadro 6, se muestra la composicion de la caseina.
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Cuadro 6: Analisis proximal en 100 gramos de caseina

Nutrientes Unidad Cantidad
Humedad g 4.08
Proteinas g 87.99
Extracto etéreo (grasa) g 0.13
Fibra cruda g 0.00
Ceniza g 3.75
Extracto libre de nitrogeno g 4.05
Energia Kcal 369.33

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos

(2014)

d. FIBRA

En el Cuadro 7, se muestra la composicion de la fibra.

Cuadro 7: Analisis proximal en 100 gramos de fibra

Nutrientes Unidad  Cantidad
Humedad g 5.04
Proteina g 5.46
Extracto etéreo g 0.65
Fibra cruda g 24.28
Ceniza g 5.20
Extracto libre de nitrogeno g 59.37
Energia Kcal 265.17

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional
de Alimentos (2014)
e. MANTECA VEGETAL

En el Cuadro 8, se muestra la composicion de la manteca vegetal.
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Cuadro 8: Composicion en 100 gramos de manteca vegetal

Nutrientes Unidad Cantidad
Agua g 0.10
Grasa total g 99.50
Cenizas g 0.40
Zinc mg 0.00
Hierro mg 0.00
Retinol ug 0.00
Vitamina A equivalentes totales ug 0.00
Energia Kcal 880.00

FUENTE: Reyes et al. (2009)

f. MAICENA

En el Cuadro 9, se muestra la composicion de la maicena.

Cuadro 9: Analisis proximal en 100 gramos de maicena

Nutrientes Unidad Cantidad
Humedad g 12.68
Proteina g 0.42
Extracto etéreo g 1.27
Fibra cruda g 0.73
Ceniza g 0.25
Extracto libre de nitrogeno g 84.65
Energia Kecal 351.71

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de
Alimentos (2014)

g. SALES MINERALES

En el Cuadro 10, se muestra la composicién de la mezcla de sales minerales.
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Cuadro 10: Composicion de la mezcla de sales minerales empleada en la

formulacion de la dieta purificada deficitaria y estandar (control)

Dieta purificada

Deficitaria Estandar

Minerales (%) (%)
Sulfato de aluminio 0.017 0.017
Carbonato de calcio 54.293 54.293
Sulfato de cobre 0.090 0.090
Carbonato de magnesio 2.500 2.500
Cloruro de potasio 11.200 11.200
Y oduro de potasio 0.011 0.011
Fosfato de potasio monobasico 21.200 21.200
Fluoruro de sodio 0.100 0.100
Sulfato de manganeso 0.039 0.039
Cloruro de sodio 6.900 6.900
Sulfato de magnesio 1.600 1.600
Sulfato férrico 0.025' 2.050

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (2014)

! Corresponde a 1.2 por ciento respecto al requerimiento empleado en la dieta purificada estandar

(control).
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h. VITAMINAS

En el Cuadro 11, se muestra la composicion de la mezcla de vitaminas.

Cuadro 11: Composicion de la mezcla de vitaminas empleada en la

formulacion de la dieta purificada deficitaria y estandar (control)

Dieta purificada

Deficitaria Estandar

Vitaminas (%) (%)
Tiamina (B1) 0.025 0.025
Riboflavina (B2) 0.020 0.020
Piridoxina (B6) 0.020 0.020
Pantotenato de calcio 0.200 0.200
Niacina 0.200 0.200
Inositol 1.250 1.250
Menadiona 0.025 0.025
Biotina 0.001 0.001
Cianocobalamina (B12) 0.0001 0.0001
Vitamina E 1.680 1.680
Cloruro de colina 1.200 1.200
Acido félico (B9) 0.0002" 0.010
Rovimix (A, B2, D3) 0.02° 1.000
Azlcar impalpable 95.359 94.369

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (2014)

= Corresponde a 1.5 por ciento respecto al requerimiento empleado en la dieta purificada estandar

(control).

3.6.3 MATERIALES EMPLEADOS

3.6.3.1 ELABORACION Y ANALISIS DEL YOGURT FORTIFICADO

e Materia prima: Leche fresca, proveniente de la Planta Piloto de Leche de la
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UNALM.

Insumos

Acido citrico.

Acido folico de grado alimentario.
Azlcar blanca.

Colorante pina.

Cultivo termofilo de yogurt.
Esencia pifia.

Estevia en polvo.

Gluconato de zinc estabilizado.
Leche en polvo descremado (LPD).
Pifna (fruta fresca).

Pectina.

Saborizante pifia.

Sorbato de potasio.

Sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado.

Vitamina A palmitato 250.000Ul/g.

Materiales

Baldes de capacidad 5 y 15 litros.
Batidor de alambre.

Bombilla de succion.

Bureta.

Butirometros de Gerber con tapones, de 10 ml y 50 ml.
Capsulas metalicas con tapa.

Cooler.

Cucharo6n de palo.

Cuchillo.

Desecadores con cloruro de calcio.
Frascos de polietileno de 200 ml y 1litro.
Gradilla.
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— Jarras de plastico, capacidad de 2 y 5 litros.

— Lactodensimetro Quévenne con termdmetro.

— Matraz de Erlenmeyer.

— Micropipetas de plastico.

— Ollas con tapa, capacidad 6 kilogramos.

— Paletas de plastico desechables para helados.

— Pinza y nuez.

— Pinza de crisol.

— Pipetas de 1, 10 y 10.75 ml esterilizados.

— Piseta con agua destilada.

— Probeta de 250 ml.

— Soporte universal.

— Termoémetro (0 a 100 °C).

— Tira reactiva (Charm MRL Beta-lactamicos / Tetraciclina).
— Tubos de ensayo con tapa, estériles.

— Vasos de plastico desechables de 3, 5 y 7 onzas y con tapa de 3.25 onzas.

— Vasos de precipitado.

Reactivos

— Fenolftaleina al 0.1%.

— Hidroéxido de sodio 0.1 N.
— Acido sulfurico.

— Alcohol iso — amilico.

— Azul de metileno.

Equipos

— Balanza analitica marca Adventurer, capacidad 2 kilogramos.
— Balanza eléctrica marca Super — SS, capacidad 5 kilogramos.
— Céamara de refrigeracion (2 a 6 °C).

— Centrifuga con calentador (65 °C £ 2) de 1000 a 1200 rpm.

— Cocina.

— Descremadora marca Primo.
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Estufa.

Liofilizador marca Virtis, capacidad 2.8 kilogramos.
Licuadora.

Potenciometro digital tipo pHmeter.

Refractometro marca ABBE, capacidad entre 0 y 85 °Brix.
Refrigeradora marca Samsung.

ROSA incubators.

Viscosimetro Brookfield modelo RVT, Spindle N° 4 y rotacion 10 rpm.

3.6.3.2 PREPARACION DE LAS DIETAS Y CUIDADO DE LOS ANIMALES
EXPERIMENTALES

o Materiales

Bandejas metalicas.

Bateria provista de 30 jaulas metalicas de fierro galvanizado.
Botellas de vidrio de 300 ml (bebederos).

Brocha.

Cernidor.

Cucharones de plastico, capacidad 50 gramos.
Cuchillo.

Envases de plastico de 4 kilogramos de capacidad.
Escobillas de cerdas de 1pulgada para frascos.
Espatula de acero inoxidable.

Formatos.

Frascos de vidrio de 30 gramos (comederos).
Mesas.

Téper con tapa de 1, 2 y 2.4 kilogramos.

Tijera.

e Reactivos

Alcohol de 96%.

Hipoclorito de sodio marca clorox.
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e Equipos
— Balanza de plataforma marca Berkel, capacidad 5 kilogramos.
— Balanza analitica marca Adventurer, capacidad 1 kilogramo.
— Mezclador eléctrico marca Hobart, capacidad 5 kilogramos (transmision de
engranes con 3 velocidades para mezclar).
— Ventilador eléctrico marca Isensi dacgua.

— Calefactor eléctrico marca Imaco.

3.6.3.3 DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA

e Materiales
— Agua destilada.
— Algodon.
— Etiquetas autoadhesivas de colores de 19 * 13 mm y 3*3 pulgadas.
— Guantes de latex desechables.
— Gradilla.
— Lancetas marca Accu-Chek de 0.04 mm.
— Taper con tapa.
— Tubos capilares microhematocrito heparinizados con sodio 80 iu/ml, 1.1 a
1.2 mm de diametro interior.
— Tubos de ensayo.

— Pipetas de Sahli de 20 microlitros.

¢ Reactivos
— Alcohol de 96%.

— Reactivo Drabkin.

e Equipos
— Espectrofotometro (Photometer 5010 V5°)

3.6.3.4 MATERIALES DE HIGIENE
— Alcohol en gel antibacterial.

— Alcohol de 96 %.
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— Ayudin.

— Detergente.

— Escoba, recogedor, tacho y trapeador.
— Jabon liquido.

— Hipoclorito de sodio marca clorox.

— Papel desechable.

3.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.7.1 ELABORACION DEL YOGURT FORTIFICADO

El tipo de yogurt elaborado fue: Yogurt frutado (pifia procesada como mermelada); con
adicion de estevia en su forma cristalizada, sometido a un tratamiento mecanico de batido,
parcialmente descremado a 1.8 por ciento y con un contenido de sélido total de 15.8 por

ciento mediante la adicion de leche en polvo descremado (LPD).

3.7.2 DESCRIPCION DE CADA ETAPA Y/O PROCESO

a. PREPARACION DEL CULTIVO

Se pasteurizo un litro de leche fresca a 85°C por 10 minutos, posteriormente se
refrigerd hasta 2 a 4 °C; temperatura a la cual se adiciond el cultivo termofilo
liofilizado Yo-Flex YF-L812 de 50U de concentracion, para luego disolverlo. Se
separ6 en alicuotas segun la cantidad de leche a procesar en envases estériles y se

almaceno de -5 a -8 °C hasta su uso.

b. CARACTERIZACION DE LA LECHE

Con la finalidad de verificar la calidad de la leche se realizaron los siguientes
analisis: pH, densidad relativa, acidez titulable, ensayo de azul de metileno,
antibidtico, solidos totales, humedad, proteina, materia grasa, ceniza y

carbohidratos.
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c. ESTANDARIZACION DEL CONTENIDO GRASO EN LA LECHE
FRESCA

Se normalizé el contenido graso para un yogurt parcialmente descremada (0.6 a
2.9 por ciento), por medio de una mdaquina centrifuga (Marca Primo de 4
kilogramos de capacidad) sometiéndose a la leche a una temperatura de 32 °C
obteniéndose en esta etapa dos fracciones, una de leche desnatada o parcialmente

desnatada (segun el porcentaje de grasa) y otra de crema.

d. ESTANDARIZACION DEL EXTRACTO SECO TOTAL (EST)

Para ajustar el extracto seco total se adicion6 leche descremada en polvo (LPD) a
una temperatura de 32°C para la cual se tuvo en cuenta los solidos totales de la

leche fresca parcialmente descremada (10.43 por ciento de sélidos totales).

e. PASTEURIZACION

Se realiz6 a 85°C por 10 minutos y con agitacion constante, siendo la finalidad
eliminar los microorganismos patégenos presentes, inactivar ciertas enzimas como

las lipasas y mejorar la calidad de la leche fermentada.

f. ACONDICIONAMIENTO DE LA TEMPERATURA

Se realizo el enfriamiento hasta 43 °C, que es la temperatura Optima para el

desarrollo del cultivo lactico.

g. FERMENTACION

En esta etapa se afiadio el sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y
microencapsulado, con la finalidad de que se homogenice en la mezcla; en ésta
etapa también se adicion6 0.047 por ciento de estevia en polvo (95 por ciento de
glicosidos de esteviol y 250 veces mas dulce que la sacarosa) en base a la leche
fresca. El cultivo lactico (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y

Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus) previamente descongelado se inoculo,
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con el objetivo de lograr la acidificacion, consistencia, aroma y sabor deseado; a
43°C en cinco horas de incubacion, el yogurt base alcanz6 un pH < 4.6. En este

proceso se evaluo el pH y acidez.

h. REFRIGERACION

Se enfrid inmediatamente hasta una temperatura entre 4 a 6 °C, esta operacion tiene
como finalidad controlar la acidez y detener la accion de las enzimas provenientes
de los fermentos lacticos, debido a que las bacterias siguen actuando a medida que

transcurre el tiempo.

i. BATIDO, FRUTADO Y FORTIFICACION

A la temperatura entre 4 a 6 °C se realizd el batido (tratamiento mecanico suave)
hasta lograr una consistencia homogénea. En esta operacion se adiciond los
micronutrientes (a excepcion del hierro) y demas insumos indicados en los Cuadros

12y 13.

Cuadro 12: Fortificacion del yogurt por porcion de 215 gramos para la

poblacion escolar

Micronutrientes Ingesta diaria recomendada
(100 %)
Acido folico (mg) 0.20
(0.30)
Vitamina A palmitato 250 S/N (mg) 8.00
(0.60)
Sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y 152.38
microencapsulado (mg) (8.00)
Gluconato de zinc estabilizado (mg) 85.11
(8.00)

(), Equivalente a folato, retinol, hierro y zinc elemental; segin valores de RDA (poblacion escolar).
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Cuadro 13: Insumos en funcién a la cantidad de yogurt base

Insumos Unidad Cantidad
Mermelada de pifia (65 °Brix) % 5.000
Colorante pifia % 0.007
Esencia pifia % 0.010
Sorbato de potasio % 0.009
J. ENVASADO

El yogurt se envaso en botellas de polietileno de alta densidad, color blanco opaco
de 1 litro de capacidad. El proceso de elaboracion del yogurt fortificado se muestra

en la Figura 2.

3.7.3 METODOS

Los andlisis quimicos realizados a la materia prima y producto fortificado fueron los
siguientes:

Densidad relativa, por el método NTP 202.008 (1998).

- Ensayo de azul de metileno, por el método NTP 202.014(2004) (revisada el2013).
- Antibidticos, Prueba Charm MRLBL / TET (detecta la combinacion de beta-

lactamicos /tetraciclina).
- Solidos totales, Formula de Richmond modificada por Kirk et al. (1999).
- Humedad, por el método A.O.A.C (1984).
- Materia grasa, por el método NTP 202.028 (1998) (revisada el 2013).
- Ceniza, por el método NTP 202.172 (1998).
- Acidez titulable, por el método NTP 202.116 (2008).
- Viscosidad aparente, por Viscosimetro Brookfield.
- pH, usando el PH-metro (potencidémetro).
- Grasa por el método FIL-IDF 116 A (1987).
- Humedad por el método FIL-IDF 151 (1991).
- Proteina por el método NTP 202.119 (1998).
- Cenizas por el método AOAC 945.46 (2012).

- Fibra cruda por el método NTP 205.003 (1980) (revisada el 2011).
54



- Carbohidratos por diferencia MS-IIN Collazos (1993).
- Acido folico por el método AOAC 944.12 (2005).

- Hierro por el método NOM 117-SSA1 (1994).

- Vitamina A por el método AOAC 2001.13 (2012).

- Zinc por el método NOM 117-SSAT1 (1994).

Caracterizacion
de la leche fresca

Descremado parcial
(1.8 % de grasa) a 32 °C

Estandarizacion
(14% Solidos totales)

Pasteurizacion (85°C x 10 min.)

Enfriamiento (43°C)

Fermentacion
(Cultivo lactico, 43°C x 5 horas)

Refrigeracion (4 - 6°C)

Batido

Envasado (Sellado hermético)

Almacenamiento (4 - 6°C)

Recepcién de
Insumos y
envases

Formulacién
100% de la RDA

FeSO, |microencapsulado

Estevia

Mermelada
de pifa
(65°Brix)

Figura 2: Diagrama de flujo para la elaboracion del yogurt fortificado con vitamina

A como palmitato, acido fdlico, sulfato ferroso estabilizado con vitamina C

y microencapsulado y gluconato de zinc estabilizado
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3.7.4 PREPARACION DEL LIOFILIZADO PARA LAS RACIONES

El yogurt fortificado (100 por ciento de ingesta diaria recomendada), se congelo a - 80 °C
por 4 horas, posteriormente se liofilizo a - 60 °C y a 100 Pa de presion, hasta la formacion
en polvo. El producto liofilizado se emple6 en la formulacion de la dieta purificada
deficitaria mas yogurt fortificado empleada en la fase de replecion para determinar el

efecto en la concentracion de la hemoglobina de los animales experimentales anémicos.

3.7.5 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS DIETAS PURIFICADAS

Las dietas que se formulan con un conjunto mas refinado y restringido de ingredientes se
designan dietas purificadas; siendo éstos ingredientes relativamente puras, asi se tiene
como fuente de: Proteinas (caseina y proteina aislado de soja), carbohidratos (azlicar y
almidon), grasas y acidos grasos esenciales (aceite vegetal y manteca de cerdo), fibra
(celulosa), sales inorganicas y vitaminas quimicamente puros (Consejo Internacional para

la Ciencia Animal de Laboratorio, 1987 citado por National Academies Press, 1995).

3.7.5.1 DIETA PURIFICADA DEFICITARIA (INDUCCION A ANEMIA O FASE
DE DEPLECION)

Se prepard 7.875 kilogramos de dieta purificada deficitaria en vitamina A, acido félico y
hierro, cuya composicion por 100 gramos se muestra en el Cuadro 14, para dicho fin se
empleo solo el 1.2 por ciento de minerales (sulfato férrico) y 1.5 por ciento de vitaminas
(vitamina A como rovimix y acido fo6lico) del requerimiento de la raza empleada en la
formulacion de la dieta purificada estandar por el Bioterio del Laboratorio de Evaluacion

Nutricional de Alimentos de la UNALM.

Antes de iniciar la alimentacion para la induccion a anemia, se obtuvieron los siguientes
datos: Concentracion de la hemoglobina y peso corporal de cada uno de los animales
experimentales; cuyos datos fueron el punto de partida para observar la disminucion de la
hemoglobina, posteriormente cada unidad experimental recibié una racién controlada de

15 gramos por dia por un periodo de cinco semanas.

Se registrd el consumo diario de la dieta purificada deficitaria de cada animal en estudio
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(Anexo 32). Culminada éste tiempo se registrd la concentracion de la hemoglobina y peso

corporal de cada animal en estudio (Anexo 3).

Cuadro 14: Composicion en 100 gramos de dieta purificada deficitaria

Ingredientes Porcentaje Proteina Valor energético

(Kcal)

Caseina 11.360 9.995 41.956

Mezcla de minerales' 3.918 0.000
Sulfato férrico 0.025
Zinc 0.000

Mezcla de vitaminas® 4.641 16.891
Acido félico 0.0002
Rovimix (A, B2 y D3) 0.020

Grasa 7.000 61.600

Maicena 58.020 204.062

Azucar 11.000 42.240

Fibra 5.000 13.259

Total 380.008

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos
(2014)

ISulfato de aluminio AIK (SO4),.12 H,0 (0.17), carbonato de calcio CaCOs (542.93), sulfato
de cobre CuSO, (0.90), carbonato de magnesio MgCO; (25), cloruro de potasio Kel (112),
yoduro de potasio KI (0.11), fosfato de potasio monobasico PO,KH, (212.0), fluoruro de
sodio NaF (1.0), sulfato de manganeso MnSO4.H,O (0.39), cloruro de sodio Nacl (69.0),
sulfato de magnesio MgS0O,.7H,0 (16.0) y Sulfato férrico Fe, (SO4);.nH,O (0.25); todas las

cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de minerales.

? Tiamina B1 (0.25), riboflavina B2 (0.20), piridoxina B6 (0.20), pantotenato de calcio (2.0),
niacina (2.0), inositol myo C¢H;,0¢ (12.50), menadiona K (0.25), biotina B uno por ciento
(0.01), cianocobalamina B12 (0.001), vitamina E 25 por ciento (16.80), cloruro de colina
(CH;);NcICH,CH,0H (12.0), acido folico B9 (0.002), Rovimix (vitamina A, B2, D3) (0.15)
y azucar refinado (953.587); todas las cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de

vitaminas.
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3.7.5.2 DIETAPURIFICADA ESTANDAR O CONTROL (FASE DE
REPLECION)

Se prepard 2.8 kilogramos de dieta purificada estandar con todos los requerimientos
nutricionales (macro y micronutrientes) para la raza en estudio, cuya composicion por 100
gramos se muestra en el Cuadro 15, para dicho fin se emple6 la formulacién empleada por

el Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos de la UNALM.

Cuadro 15: Composicion en 100 gramos de dieta purificada estandar (control)

Proteina Valor energético
Ingredientes Porcentaje (%) (Kcal)
Caseina 11.360 9.995 41.956
Mezcla de minerales' 4.000 0.000
Mezcla de vitaminas® 5.000 18.119
Grasa 7.000 61.600
Maicena 57.680 202.866
Azulcar 11.000 42.240
Fibra 5.000 13.259
Total 380.040

FUENTE: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (2014)

" AIK (SO4).12 H,O (0.17), CaCO; (542.93), CuSO, (0.90), Fe, (SO4);.nH,0 (20.50), MgCO; (25),
Kel (112), KI (0.11), PO,KH, (212.0), NaF (1.0), MnSO..H,0 (0.39), Nacl (69.0), MgSO..7H,0

(16.0). Todas las cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de minerales.

2 B1 (0.25), B2 (0.20), B6 (0.20), pantotenato de calcio (2.0), niacina (2.0), C¢H;,04 (12.50), B9
(0.10), menadiona K (0.25), biotina B uno por ciento (0.01), B12 (0.001), Rovimix (vitamina A, B2 y
D3) (10), vitamina E 25 por ciento (16.80), (CH;);NclCH,CH,OH (12.0) y azlcar refinada (943.689).

Todas las cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de vitaminas.

Después del periodo de induccion a anemia, observada mediante la disminucion de la
concentracion de la hemoglobina, se procedid a distribuir al azar (Figura 1) empleandose
como control a cinco animales (codificados con las letras C-1, C-2, C-3, C-4 y C-5 para su
identificacion). Los datos de concentracion de la hemoglobina obtenida después de la
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induccion fue el punto de partida para observar el incremento de la hemoglobina, éste
tratamiento se realizoé por un periodo de cuatro semanas con un suministro controlado de
20 a 20.05 gramos de la dieta purificada estdndar (control). Se registr6 el consumo diario
de la dieta de cada animal experimental (Anexo 35). Culminada el experimento se registro
la concentracion de la hemoglobina y peso corporal de cada animal experimental (Anexo

12).

3.75.3 DIETA PURIFICADA DEFICITARIA MAS YOGURT FORTIFICADO
(FASE DE REPLECION)

Se prepar6 5.6 kilogramos de dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado liofilizado,
en base a los requerimientos nutricionales de los animales (ratas de laboratorio) en
crecimiento (Cuadro 3), cuya composicion por 100 gramos de dieta se muestra en el

Cuadro 16.

Cuadro 16: Composicion en 100 gramos de dieta purificada deficitaria mas

yogurt fortificado

Proteina Valor energético

Ingredientes Porcentaje (%) (Kcal)
Yogurt fortificado 17.000 3.976 65.076
Caseina 6.952 6.117 25.676
Mezcla de minerales' 3.918 0.000
Mezcla de vitaminas® 4.641 16.818
Grasa 6.300 58.344
Maicena 45.100 158.621
Azlcar 11.000 42.240
Fibra 5.000 13.259

Total 380.034

'AIK (SO4),.12H,0 (0.17), CaCO; (542.93), CuSO; (0.90), MgCO; (25), Kel (112), KI
(0.11), PO,KH, (212.0), NaF (1.0), MnSO..H,0 (0.39), Nacl (69.0) y MgSO,.7H,0 (16.0).

Todas las cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de minerales.
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2B1 (0.25), B2 (0.20), B6 (0.20), pantotenato de calcio (2.0), niacina (2.0), C¢H,,04 (12.50),
menadiona K (0.25), biotina B uno por ciento (0.01), B12 (0.001), vitamina E 25 por ciento
(16.80), cloruro de colina (12.0) y azlicar refinada (933.86). Todas las cantidades en gramos

por cada kilogramo de mezcla de vitaminas.

Después del periodo de inducciéon a anemia, observada mediante la disminucion de la
concentracion de la hemoglobina, se procedid a distribuir al azar (Figura 1) empleandose
10 animales para éste tratamiento (codificados con las letras T-1, T-2...T-10, para su
identificacion). Los datos de la concentracion de la hemoglobina obtenida después de la
induccion fue el punto de partida para observar el incremento de la hemoglobina, el tiempo
de recuperacion fue de cuatro semanas con un suministro controlado de 20 a 20.05 gramos
de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado. Se registro el consumo diario de la
dieta de cada animal experimental (Anexo 38). Culminada el experimento se registro la

concentracion de la hemoglobina y peso corporal de cada animal experimental (Anexo 20).

A continuacion se describe las etapas de la preparacion de las dietas:

a. PESADO

Todos los ingredientes se pesaron de acuerdo a la formulacion para cada dieta
(dieta purificada deficitaria, estdndar y dieta purificada deficitaria mas yogurt

fortificado).

b. MEZCLADO

Se realiz6 el mezclado de la manteca vegetal y la fibra en un mezclador eléctrico
(Marca Hobart, capacidad 5 kilogramos) a una velocidad baja, por un tiempo
aproximado de 10 a 12 minutos, posteriormente se afiadi6 el azlicar, caseina, yogurt
fortificado liofilizado, mezcla de vitaminas y minerales por un espacio aproximado
de 12 a 15 minutos para finalmente agregarle maicena (ingrediente liviano y fino),

por un espacio de 8 a 10 minutos, obteniéndose una mezcla homogénea.
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c. ENVASADO Y ALMACENADO

Cada dieta fue envasada y almacenada en recipientes de plastico herméticos de 4
kilogramos de capacidad, limpios y secos; en un ambiente con suficiente
ventilacion (22 a 23 °C) a fin de garantizar la conservacion del alimento durante su

consumao.

3.7.6 DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA

Se recolect6d 20 microlitros de sangre de cada animal experimental, empleandose para ello
lancetas y pipetas de Sahli, la extraccion se realizé a la altura de la punta de la cola previa
higiene con agua destilada y alcohol, descartandose la primera gota de sangre, antes de la
toma de muestra. Se tuvo en cuenta la ausencia de burbujas de aire en la pipeta, en caso de
presencia se volvio a tomar una nueva muestra para evitar errores en la lectura. Culminada
la extraccion se limpid la cola con agua destilada hasta quitar todo el residuo de sangre. La
muestra se transvaso a los tubos de ensayo previamente rotulados, con un contenido de 5
ml del reactivo Drabkin, enjuagandose la pipeta con el diluyente 3 veces para luego
mezclar y dejar en reposo por 10 minutos, finalmente se midié la absorbancia de la

solucion homogénea mediante un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.
Los componentes de la solucidon diluyente de Drabkin son:

Bicarbonato de sodio (1 g).

Cianuro de potasio KCN (50 mg).

Ferrocianuro de potasio K; Fe (CN)g (200 mg); destilado a 1000 ml (Benjamin, 1984).

Se realizé los célculos de la concentracion de la hemoglobina empleando la siguiente

formula.

Factor =37

Concentracion de la hemoglobina = (Factor) (absorbancia de cada muestra).
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3.8 INSTRUMENTOS DE COLECTA DE DATOS

Los datos de la concentracion de la hemoglobina de las unidades experimentales fueron

registrados en formatos (Anexos 3, 12 y 20).

El instrumento empleado para cuantificar la hemoglobina fue el espectrofotometro (método
cianometahemoglobina). Se midié la concentracion de la hemoglobina al iniciar el
experimento (basal); después de las cinco semanas del periodo de induccion a anemia
(suministro de la dieta purificada deficitaria) y al finalizar las cuatro semanas de
tratamiento (suministro de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado y dieta

purificada estandar).

3.9 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE DATOS

Para comparar la diferencia de medias de las concentraciones de la hemoglobina de los
grupos experimentales antes y después de la administracion de las dietas purificadas se
empled la prueba T de Student para muestras relacionadas (disefio de estudio antes y
después) e independientes (comparar dos tratamientos para determinar si son diferentes o
no; concentraciones de hemoglobina después de la administracion de la dieta purificada
deficitaria mas yogurt fortificado y dieta purificada estandar). El software empleado para el
analisis de datos fue el SPSS version 22; para denotar las diferencias observadas como

significativas se utilizé un nivel del cinco por ciento.

3.10CONSIDERACIONES ETICAS

En la investigacion se siguio las pautas descritas en la guia de manejo y cuidado de
animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud (Fuentes et al., 2008) y del Bioterio
del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos, se trabajo bajo la supervision y

asistencia técnica del personal del Bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LA LECHE

En los Cuadros 17 y 18, se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos y la

composicion proximal de la leche fresca de vaca.

Cuadro 17: Caracteristicas fisicoquimicas de la leche de vaca

Resultado

Analisis Unidad 1 2 3 Promedio
Color - Caracteristico
Olor - Caracteristico
Sabor - Caracteristico
pH 6.71 6.74 6.73 6.73
Densidad corregida g/ml 1.030 1.029 1.031 1.030
Acidez °D 15.5 15.0 15.5 15.33
Grasa % 35 33 34 3.40
Sélidos totales % 12.40 11.90 12.52 12.27
Prueba de la reductasa Hora >6 >6 >6 >6
Antibidticos - Negativo  Negativo  Negativo  Negativo

Cuadro 18: Composicion proximal en 100 g de leche de vaca

Componentes Unidad Valor
Humedad g 87.2
Proteina g 32
Grasa g 34
Ceniza g 0.6
Carbohidratos g 5.6
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Valores dentro del rango a lo reportado por la NTP 202.001 (2010) que sefiala que la
densidad a 15 °C de la leche fresca debe estar en un rango de 1.029 a 1.034 g/ml, acidez
0.13 a 0.17 gramos de acido lactico, s6lidos totales minimo 11.4 por ciento, materia grasa
minimo 3.2 por ciento y ceniza total maximo 0.7 por ciento; considerandose buena calidad
segn el tiempo de reduccion del azul de metileno a una temperatura de 37 = 1°C de 5
horas, buena a regular calidad 2 a 4 horas y menor calidad menor a 2 horas (NTP
202.014:2004). Reyes, et al. (2009) indicaron un contenido de proteinas de 3.1 gramos,
grasa total 3.5 gramos, carbohidratos disponibles 4.9 gramos y agua 87.8 gramos; todos
estos componentes en 100 gramos de leche fresca de vaca, por lo tanto la leche fresca
empleada fue adecuada para su procesamiento conforme los requisitos exigidos por la

bibliografia en mencion.

4.2 ESTANDARIZACION DEL CONTENIDO GRASO EN LA LECHE

El yogurt elaborado empleando la leche fresca (3.4 por ciento de grasa) se estandariz6 a
1.8 por ciento de grasa. Segtin la NTP 202.092 (2008) considera un yogurt parcialmente
descremada cuando el contenido de la materia grasa lactea esté entre 0.6 a 2.9 por ciento;
por lo que en la lista de alimentos saludables recomendados para su expendio en quioscos
escolares en nuestro pais estdn considerados los yogures parcialmente descremados con
bajo contenido de azlcar, considerado bajo contenido de azucar a 1 Y4 cucharadita 6 6.25
gramos por vaso de 250 ml para alimentos liquidos (MINSA, 2012), por ésta razon el
yogurt elaborado en el presente estudio también fue parcialmente edulcorado empleando
para tal fin la estevia en polvo con un contenido de 95 por ciento de glicosidos de esteviol
(UMSA, 2012) (Anexol), posee un alto poder edulcorante (250 a 300 veces mas que la
sacarosa), estable a altas temperaturas y pH acido, no fermentable, no cariogénico, no
aporta calorias y no afecta los niveles de la glucosa en la sangre (Lemus et al., 2012 citado

por Reyes, 2014).

4.3 ESTANDARIZACION DEL EXTRACTO SECO TOTAL (EST)

La leche fresca parcialmente descremada con un contenido de solidos totales de 10.34 por
ciento y 8.54 por ciento de solidos no grasos, se estandarizd con leche en polvo
descremado (LPD), obteniéndose un yogurt fortificado con 15.8 por ciento de soélidos

totales y 14.3 por ciento de so6lidos no grasos (Cuadro 20); sobre ello la NTP 202.092
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(2008) indica que los solidos no grasos en un yogurt parcialmente descremado debe ser
como minimo 8.2 por ciento y la FAO (2013) sefiala que un yogurt debe contener un

extracto seco total de 14 por ciento.

Segun Puhan (1987) el contenido de solidos no grasos en la leche no debe ser menor a 8
por ciento, siendo los métodos mas empleados para incrementar los sélidos totales, la
adicion de leche entera en polvo o leche en polvo parcialmente descremada, concentracion

de la leche por evaporacion, adicion de leche descremada, etc.

4.4 FERMENTACION

El resultado de la fermentacion (43 °C por cinco horas) referente al pH y acidez fueron de
4.59 y 0.62 respectivamente, cuyos datos se muestran en el Cuadro 19; llevandose a cabo
principalmente en este proceso la transformacion del azlicar de la leche en acido lactico
con una notable disminucion del pH del medio hasta valores que inhiben el crecimiento de

los microorganismos patégenos y alterantes.

Cuadro 19: pH y acidez del yogurt base

Proceso pH Acidez (g de acido lactico)
1 2 3 Promedio 1 2 3 Promedio
Fermentacion 456 4.59 4.61 4.59 0.63 0.61 0.63 0.62

Los valores del pH y acidez se encuentran dentro del rango establecido por la NTP 202.092
(2008) que indica que el yogurt debe presentar una acidez entre 0.6 a 1.5 gramos de acido
lactico en 100 gramos de alimento y un pH < 4.6; mientras que Codex Alimentarius (2011)
menciona que debe ser como minimo 0.6 por ciento de acido lactico. Early (2000) indica
que al disminuir el pH se desestabilizan las micelas, hasta llegar al punto isoeléctrico de las
caseinas, en el que la micela desaparece por la desmineralizacion y la caseina precipita
completamente debido a la pérdida de la accion protectora de Kappa. La fermentacion
lactica es producida por dos baterias lacticas especificas y asociadas, siendo éstas el
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (produccion de aroma) y Lactobacillus
delbruckii subsp. bulgaricus (produccion de acidez) cuya relacion varia desde 1:2 a 2:1

para yogurt natural, hasta 10:1 para yogurt frutado (Veisseyre, 1980 y Boudier, 1993);
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éstos cultivos de microorganismos seran viables, activos y abundantes en el producto
durante su vida atil (NTP 202.092:2008). Durante la fermentacion, la lactosa es hidrolizada
por las bacterias que poseen la enzima B-D galactosidasa hasta D-glucosa y B-D galactosa

(Boudier, 1993).

4.5 FORTIFICACION

En cuanto al contenido en micronutrientes para la fortificacion, se empled la ingesta diaria
recomendada para nifos (as) en edad escolar por Otten et al. (2006) de 600 ug de retinol,
300 ug de folato, 8 mg de hierro y 8 mg de zinc por dia de consumo; siendo la forma
quimica de los fortificantes empleados: Vitamina A como palmitato (250 000 Ul/g de
vitamina A), acido folico de grado alimentario (90 por ciento de pureza), sulfato ferroso
estabilizado con vitamina C y microencapsulado (contenido de hierro de 5.25 a 5.75 por
ciento de p/p) y gluconato de zinc estabilizado (contenido de zinc de 9.4 a 11.6 por ciento
p/p), cada uno de los micronutrientes fue calculado en base a una racion de 215 gramos de
yogurt, obteniéndose como resultado final lo mostrado en el Cuadro 20, cuyos valores de

los micronutrientes se encuentran dentro de los requerimientos por el grupo etareo.

Cuadro 20: Andlisis proximal y de micronutrientes por cada 100 gramos

de yogurt fortificado
Nutrientes Unidad Promedio
Carbohidratos g 9.300
Cenizas g 0.900
Grasa g 1.500
Humedad g 84.200
Proteina g 4.100
Fibra cruda g 0.000
Acido félico ug 98.320
Hierro mg 3.596
Retinol ug 219.000
Zinc mg 4.042
Energia total Kcal 67.100
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Segun Reyes et al. (2009) un yogurt frutado de leche parcialmente descremado presenta
73.8 g de agua, 4.1 g de proteinas, 2.8 g de grasa total, 18.2 g de carbohidratos disponibles,
0.3 g de fibra dietaria, 0.8 g de cenizas, 105 mg de calcio, 0.67 mg de zinc, 0.05 mg de
hierro, 12 ug de retinol y 0.53 mg de vitamina C, toda ésta composicion en base a 100
gramos de alimento; de acuerdo a los resultados el yogurt fortificado del presente estudio
tuvo un contenido en promedio de 4.1 g de proteina, valor igual a lo reportado por Reyes et
al. (2009), con una ligera a moderada variacion en lo referente a cenizas, grasa lactea y
humedad; siendo la mitad el contenido en carbohidratos (edulcorado con estevia en polvo)
y nula la fibra cruda debido a que s6lo se empled un cinco por ciento de mermelada de

pina.

4.6 YOGURT FORTIFICADO LIOFILIZADO

La vitamina A como palmitato y el acido folico empleada en la fortificacion, son sensibles
al calor (DSM, 2014), por ésta razon se liofilizéd el yogurt fortificado con la finalidad de
reducir las pérdidas de los componentes termo sensibles (Ramirez y Cafiizares, 2003);
Pardo (2002) indic6 que entre las ventajas esta prevenir el dafio térmico, inhibicion del
crecimiento microbiano, los volatiles diferentes del agua son retenidos y posterior
recuperacion de las propiedades del alimento al afiadirle el volumen de agua que en un
principio tenia, segiin Orrego (2003) citado por Ramirez (2006) un producto liofilizado
retiene las propiedades fisicas, quimicas, biologicas y organolépticas de sus estados
frescos, el uso de rangos bajos de temperatura también evitan la desnaturalizacion de
proteinas; siendo la principal ventaja la calidad superior y la longevidad del producto
(Ramirez, 2006), mientras que Fellows (2000) indica que por éste proceso el movimiento
de solutos es minimo con la retencion de nutrientes en gran porcentaje (temperaturas por
debajo del punto de congelacion y presiones reducidas), con cambios estructurales o
encogimientos minimos, en la que el aspecto, la textura, el sabor y el aroma no se pierden,
se intensifican y se mantienen las caracteristicas nutricionales (Charm, 1981; Yanovsky,
2003 citado por Ramirez, 2006), conservados adecuadamente se puede almacenar por
periodos muy largos con reducciones muy bajas de sus caracteristicas organolépticas,
fisicas, quimicas y bioldgicas (Ramirez, 2006). La composicion del producto fortificado

liofilizado se muestra en el cuadro 21.
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Cuadro 21: Composicion en 100 gramos de yogurt fortificado liofilizado

Nutrientes Unidad Valor
Carbohidratos g 53.05
Cenizas g 5.13
Grasa g 8.56
Humedad g 9.87
Proteina g 23.39
Fibra cruda g 0.00
Acido folico ug 560.87
Hierro mg 20.51
Retinol ug 1249.29
Zinc mg 23.06
Energia Kcal 382.80

La humedad del producto en estudio fue de 9.87 por ciento, Alvarado (1996) citado por
Ramirez (2006) sefiala que la liofilizacion no altera la estructura fisicoquimica del
material, permitiendo su conservacion indefinida sin cadena de frio, con menos de 15 por
ciento de humedad y alta estabilidad microbiologica; el proposito de emplear el método de
secado por liofilizacion fue el mantener las propiedades nutricionales principalmente los
micronutrientes empleados en el yogurt, la cual se empleé como parte de su dieta de los
animales con anemia durante la fase de replecion (recuperacion), empleado en su forma
solida para asegurar el consumo por el material bioldgico siendo éstos no adiestrados a

consumir yogurt en su forma natural.

4.7 DEPLECION DE LA HEMOGLOBINA O INDUCCION A ANEMIA

En la Figura 3 se muestra la representacion grafica comparativa de la concentracion de la
hemoglobina, notdndose que los animales experimentales presentaron anemia (Hb < 11
g/dL) en distintas proporciones después de 35 dias del consumo de la dieta purificada

deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro respecto al basal.
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Figura 3: Concentracion de la hemoglobina, antes (basal) y después de la dieta
purificada deficitaria

Los resultados del Cuadro 22, nos indica que hay suficiente evidencia estadistica para
afirmar que hubo una disminucién significativa de la concentracion promedio de la

hemoglobina con la dieta deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro (p-valor < 0.05).

Cuadro 22: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina, antes

y después del consumo de la dieta purificada deficitaria

Diferencias
Dieta purificada Hemoglobina Desviacion ~ de medias  Prueba  P-
deficitaria promedio N estandar relacionadas T valor
Antes (Basal) 12.353 15 0.4502 2.2200 7.395  0.000

Después (Anemia) 10.133 15 1.1715

En la figura 4, se aprecia que los animales experimentales anémicos presentaron en
promedio 10.1 g/dL de hemoglobina respecto al basal (Hb = 12.4), como efecto de la dieta

purificada deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro.
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ANTES (Basal) DESPUES (Anemia)

Figura 4: Promedio de la concentracion de la hemoglobina, antes (basal) y después

de la dieta purificada deficitaria

En el Anexo 3, se muestra los resultados de la concentracion de la hemoglobina antes y
después de los 35 dias de recibir la dieta purificada deficitaria controlada, suministrada de
15 a 15.05 gramos diarios por animal experimental, con un consumo promedio minimo de
12.31 gramos (rata 15) y maximo de 14.14 gramos (rata 5) (Anexo 34); en base al consumo
controlado se obtuvo 10.1 g/dL de hemoglobina promedio respecto al basal (12.4 g/dL),
siendo el valor maximo al final del periodo de induccion de 12.1 g/dL. y minimo de 7.3
g/dL (Anexo 3) y graficamente se aprecia en la Figura 3; mientras que en el estudio
realizado por Garcia et al. (2013) la concentracion promedio de hemoglobina va desde

12.73 a 8.73 antes y después de las ocho semanas de induccion a anemia.

Con respecto al peso corporal, al final del periodo de inducciéon con la dieta purificada
deficitaria en vitamina A, acido félico y hierro se evidencio diferencia significativa (p-

valor < 0.05) con un incremento significativo en el grupo (Anexo 10).

La dieta purificada deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro, permitié reducir la
concentracion de la hemoglobina por debajo de las cantidades fisiologicas propias de los
animales experimentales, en cinco semanas sometidas a induccion; cuya eficiencia de la
formulacién referente a la cantidad de animales (ratas Holtzman machos) que se hicieron
anémicos fue de un 80 por ciento (12 ratas machos) respecto al punto de corte (anemia,

hemoglobina menor a 11 g/dL), empledndose en la dieta sulfato férrico como fuente de
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hierro, rovimix (A, B2 y D3) como fuente de vitamina A, acido félico y 10 por ciento de
caseina (Cuadro 14), correspondiente al 1.2 por ciento de minerales y 1.5 por ciento de
vitaminas respecto al requerimiento de la formulacion de la dieta purificada estdndar
empleada por el Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de la UNALM, cuyo
resultado fue superior a lo reportado por Garcia et al. (2013) quienes al trabajar con una
dieta purificada deficitaria en hierro (1.28 mg de hierro por kilogramo de dieta) y caseina
al 12.58 por ciento de proteinas, obtuvieron 60 por ciento de ratas machos anémicos en
ocho semanas; por lo tanto la dieta purificada deficitaria empleada presentd mejor
resultado en menos tiempo respecto a la dieta deficitaria s6lo en hierro y caseina. Cabe
sefialar que los animales empleados en el estudio de Garcia et al. (2013) fueron ratas
Sprague Dawley machos de 21 a 24 dias de destete, en cambio en el estudio fue el
Holtzman machos de 27 a 28 dias de vida (20 a 21 dias de destete), siendo los animales en
estudio con mayor tiempo de vida en comparacion a los animales inducidos por otros
autores (posterior al destete) siendo €stos ultimos mas vulnerables a caer anémicos por el
suministro deficitario de micronutrientes que participan en la sintesis de la hemoglobina;
mientras que Duarte et al. (1999), empleando una dieta de caseina con un contenido de 10
por ciento de proteinas obtuvieron 54 por ciento de animales anémicos de un total de 50

animales de la Raza Wistar machos en 45 dias.

Las dietas purificadas deficitarias empleados por los diversos autores y en el presente
estudio se encuentran por debajo de los requerimientos de la raza: 15 por ciento de
proteinas, 35 mg de hierro, 0.7 mg de vitamina A (retinol) y 1 mg acido folico, todos por
kilogramo de dieta (National Academy Press, 1995); a pesar de que en el estudio realizado
por Campos et al. (1996) la dieta empleada haya sido a base de 20 por ciento de proteinas,
50 por ciento de sacarosa y 15 por ciento de almidéon de maiz, se logré inducir a los

animales a anemia en seis semanas.

Los resultados indican que la deficiencia de los micronutrientes en estudio
producen anemia; es asi que la deficiencia de retinol perjudica la utilizacidn
de hierro, debido a que el retinol y el dcido retinoico son necesarios para la
sintesis de la proteina transportadora de hierro, la transferrina; la carencia del acido félico
produce anemia megaloblastica siendo su principal funcion ayudar en la formacion de
globulos rojos al fijar el hierro a la hemoglobina, por otro lado la deficiencia del zinc con

lleva a alteraciones inmunitarias por lo que cumple un rol primordial como parte del
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sistema inmune y es esencial para controlar las infecciones que dificultan la absorcion de

los nutrientes.

En el estudio, se considerd a los 15 animales para la fase de replecion, debido a que hubo
una notable disminucion de la hemoglobina en todos los animales experimentales respecto

al basal, tal como se muestra en el Anexo 3.

El cédigo de Nuremberg y la declaracion de Helsinki sefialan que cualquier experimento
hecho en seres humanos debe estar disefiado a partir de los resultados de investigacion
animal. Segun Cardozo et al. (2007), los efectos biologicos se realizan en modelos
animales experimentales por sus semejanzas anatomicas, fisiologicas, neuroldgicas,
bioquimicas, farmacoldgicas y comportamiento; por ésta razon en el presente estudio se
empled el modelo animal en la que la calidad genética y ambiental ha sido controlada,
cuyos efectos estan basados en reacciones y comportamiento frente a un factor por parte de
un organismo monogastrico; cuyos resultados serviran de base para disefiar posteriormente

pruebas en seres humanos.

4.8 EFECTO DE LA VITAMINA A, ACIDO FOLICO, HIERRO Y
ZINC EN LA CONCENTRACION DE LA HEMOGLOBINA EN
RATAS HOLTZMAN MACHOS CON ANEMIA

4.8.1 REPLECION DE LA HEMOGLOBINA MEDIANTE EL CONSUMO DE LA
DIETA PURIFICADA ESTANDAR (CONTROL)

En la Figura 5, se representa graficamente los resultados individuales; en la cual se aprecia
el incremento de la concentracion de la hemoglobina de los animales experimentales

anémicos posterior al consumo de la dieta purificada estandar (14.3 a 15.4 g/dL, n=5).
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Figura 5: Concentracion de la hemoglobina, antes y después del consumo de la dieta
purificada estandar (control)

Los resultados del cuadro 23, nos indica que hay suficiente evidencia estadistica para
afirmar que hubo un incremento significativo de la concentracion promedio de la

hemoglobina con la dieta purificada estandar (p-valor < 0.05).

Cuadro 23: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina, antes

y después del consumo de la dieta purificada estandar (control)

Dieta Diferencias
purificada  Hemoglobina Desviacion  de medias  Prueba P-valor
Estandar promedio N estandar relacionadas T
Después
_ 14.660 5 0.4336
(Recuperacion)
4.7400 5.1455  0.0068
Antes
_ 9.920 5 1.6483
(Anemia)
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En la Figura 6, se aprecia la recuperacion de la anemia de los animales experimentales (Hb

promedio = 14.7 g/dL) con la dieta purificada estandar.

Figura 6: Promedio de la concentracion de la hemoglobina basal, antes (anemia) y

después del consumo de la dieta purificada estandar (control)

En el Anexo 12, se muestra los resultados de la concentracion de la hemoglobina antes
(anemia) y después de los 28 dias de recibir la dieta purificada estandar, formulado de
acuerdo a los requerimientos de la raza en crecimiento y empleada en experimentos por el
Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos de la UNALM (Cuadro
15). Siendo la racion diaria controlada, con un suministro de 20 a 20.05 gramos diarios por
cada animal experimental; con un consumo promedio minimo de 14.04 gramos (C-4) y
maximo de 18.85 gramos (C-5) (Anexo 37). En promedio la concentracion de la
hemoglobina se increment6 de 9.9 a 14.7 g/dL correspondiendo a antes (anemia) y después
de los 28 dias, respectivamente, observandose la recuperacion de la anemia del 100 por
ciento de los animales experimentales, por lo tanto la dieta empleada por el Bioterio es
efectiva, siendo ésta utilizada en el presente trabajo como control a efectos de comparar con
la efectividad del producto fortificado; la National Academies Press (1995) indica que un
animal de laboratorio se encuentra en buen estado nutricional si consume una dieta
equilibrada apropiada de acuerdo a sus requerimientos dietéticos, influyendo éste en su

habilidad de alcanzar su potencial genético para el crecimiento, reproduccion y longevidad.

Con respecto al peso corporal, al término del periodo tratamiento con la dieta purificada

estandar se encontr6 diferencia significativa (p-valor < 0.05) con un incremento significativo
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en el grupo (Anexo 19).

4.8.2 REPLECION DE LA HEMOGLOBINA MEDIANTE EL CONSUMO DE LA
DIETA PURIFICADA DEFICITARIA MAS YOGURT FORTIFICADO

En la Figura 7, se representa graficamente los resultados individuales; en la cual se aprecia
el incremento de la concentracion de la hemoglobina de los animales experimentales
anémicos posterior al consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

(14.2 2 16.0 g/dL, n = 10).

Durante el periodo de recuperacion, la racion diaria de la dieta purificada deficitaria mas
yogurt fortificado fue controlada para cada animal experimental, la cual consisti6 de 20 a
20.05 gramos de dieta suministrada por dia, con un consumo promedio minimo de 14.98
gramos (T-8) y maximo de 19.86 gramos (T-9) (Anexo 40); obteniéndose en promedio
15.04 g/dL de hemoglobina, recuperandose de la anemia el 100 por ciento de los animales
experimentales tal y como se aprecia en el Anexo 20, después de los 28 dias de tratamiento;

por lo tanto el yogurt fortificado con los cuatro micronutrientes presenta un efecto anti
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Figura 7: Concentracion de la hemoglobina, antes (anemia) y después de la dieta

purificada deficitaria més yogurt fortificado
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En la Figura 8, se aprecia la recuperacion de la anemia de los animales experimentales con
la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado; siendo este ultimo, la unica fuente de
la vitamina A, acido folico, hierro y zinc, con un incremento en promedio de 4.80 g/dL de

hemoglobina (10.24 a 15.04 g/dL).

16 -

12.3

14

12 o

b ARAN
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Figura 8: Promedio de la concentracion de la hemoglobina basal, antes (anemia) y
después (recuperacion) del consumo de la dieta purificada deficitaria mas

yogurt fortificado

Los resultados del Cuadro 24, nos indica que hay suficiente evidencia estadistica para
afirmar que hubo un incremento significativo de la concentracion promedio de la

hemoglobina con la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado (p-valor < 0.05).

Cuadro 24: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina, antes

y después del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Dieta deficitaria Diferencias
mas yogurt  Hemoglobina Desviacion  de medias  Prueba P-valor
fortificado promedio N estdndar relacionadas T
Después 15.04 10 0.49
(Recuperacion)
4.80 12.54  0.000
Antes 10.24 10 0.94
(Anemia)
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Al culminar el periodo de tratamiento con la dieta purificada deficitaria mas yogurt
fortificado se obtuvo un incremento significativo del peso corporal, sin observarse

diferencia significativa en el grupo (p-valor < 0.05) tal como se muestra en el Anexo 27.

En las ultimas décadas se ha incrementado considerablemente las investigaciones
relacionados con el desarrollo de alimentos fortificados con diferentes fuentes de hierro y/o
nuevas alternativas terapéuticas mas eficaces que las que existen en la actualidad (Garcia et

al., 2013).

La WHO (2014), recomienda aumentar la absorcion de hierro mediante la fortificacion, a
la vez controlar las infecciones y mejorar el estado nutricional de otras deficiencia como la
vitamina B12, 4cido f6lico y vitamina A que participan en la sintesis de la hemoglobina,
por éstas razones se empled como fortificantes, el sulfato ferroso estabilizado con vitamina
C y micro encapsulado (3.49 mg de hierro), gluconato de zinc estabilizado (3.92 mg de
zinc), vitamina A como palmitato (0.212 mg de retinol) y acido félico de grado alimentario
(0.095 mg) por 100 gramos de dieta; empleando como vehiculo de dichos fortificantes el
yogurt, debido a que en nuestro pais en la lista de alimentos saludables recomendados para
su expendio en quioscos escolares estan considerados los yogures parcialmente
descremados con bajo contenido de azucar (MINSA, 2012) y también porque las familias
incluyen es su lonchera de sus hijos un aproximado de tres yogures a la semana (Benedetti
et al., 2013), incrementandose su produccion nacional afio tras afio, siendo el ano 2009 de
116.03 millones de kilogramos con un aumento de 15.5 por ciento respecto a la produccion

del afio anterior (MINAG, 2009).

Se sabe que el hierro para que se absorba debe estar en su estado ferroso, lo cual se logra
en presencia de pH acido; cabe destacar que la adicion directa de la vitamina C al yogurt
afecta la calidad debido a su acidez, por ello Kim et al. (2003) recomienda micro
encapsular a ambos para su uso en los alimentos; por ello se empleo en el estudio al sulfato
ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado (la vitamina C, facilita la
absorcion del hierro al formar quelatos con hierro férrico a un pH 4cido que permanece
soluble al pH alcalino del duodeno), existen evidencias de que el hierro inorganico se
utiliza en la sintesis de hemoglobina, siendo el mineral un nutriente esencial para la
mayoria de los procesos de oxidacion-reduccion y constituye el atomo central de la

estructura de la hemoglobina (Murray et al., 1994), con una mayor absorcion en
77



deficiencia del metal, anemias hemoliticas, etc., debido a que el hierro participa en la
formacion de los globulos rojos en la médula dsea, junto con cobalto, cobre, proteinas y
vitaminas, cumpliendo un rol primordial en la formacién de la hemoglobina con un 65 por
ciento de participacion, por lo que esta vinculado al transporte de oxigeno de los pulmones
a los tejidos, siendo esta una metaloenzima que trabaja como cofactor de las enzimas
(Blanco, 2011); se emple6 como vehiculo en el presente estudio el yogurt (pH < 4.6)

siendo uno de sus componentes el acido lactico promovedor de la absorcion del hierro.

Se empleo el acido folico por que fija el hierro a la hemoglobina y previene la anemia
megaloblastica; un incremento en los reticulocitos ocurre cinco a siete dias después de la
ingestion de acido folico, con incremento de la hemoglobina (Hernandez y Sastre, 1999;
Melo y Cuamatzi, 2007), mientras que la vitamina A beneficia la condicion hematolédgica y
el metabolismo del hierro, (Alfaro y Carvajal, 2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002
citados por Papale, 2008); y esta involucrada en la movilizacion del hierro desde el higado,
ya que el retinol y el acido retinoico (formas activas de la vitamina A) son esenciales para
la produccioén de la transferrina (proteina que transporta al hierro); mejorando su absorcion

en el intestino delgado (Quiroz, 2009; Devil, 2006; Castrillon y Serpa, 2013).

Se empleo el zinc como uno de los fortificantes, debido a que cumple un rol fundamental
como parte del sistema inmunitario y es promovedor de la absorcion de la vitamina A
(Blanco, 2011; Pifieiro, 2014); siendo una de las manifestaciones clinicas de la anemia el
incremento en el numero de infecciones por alteracion del sistema inmune (Secretaria de
salud, 2003; Lozoff et al., 1991 citado por Nemirovsky, 2010), también se ha establecido a
partir de la administracion de suplementos a poblaciones anémicas, que la vitamina A
interviene en la hematopoyesis, una mayor exposicion permite que se formen o se liberen a
la circulacion mas globulos rojos dentro de las limitaciones que impone una deficiencia de
hierro corporal total, las evidencias sugieren que éste efecto es mediado a través de la
sintesis de transferrina y sus receptores, de ahi mejoran la movilizacion y el ingreso del

hierro a los tejidos eritropoyéticos (Bowman y Russell, 2003; Quiroz, 2009).

El efecto del incremento de la hemoglobina ha sido demostrado en varios estudios tanto en
animales experimentales como en humanos; entre ellos esta, en los estudios reportados por
Garcia y Villar (2010) quienes en su estudio sefialan que una dieta a base de quinua

enriquecida con retinol, incrementa significativamente la concentracion de hemoglobina
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sérica (Hb promedio 13.53 g/dL) en ratas variedad albina con anemia; mientras que
Kolsteren et al. (1999) citado por Bowman y Russell (2003), sefialan que en las mujeres
anémicas, la hemoglobina aumenta mas cuando se le proporciona suplementos de hierro

conjuntamente con la vitamina A y zinc.

Alfaro y Carvajal (2001) indican que las mujeres embarazadas que recibieron suplementos
con hierro y vitamina A, la hemoglobina se increment6 de 10.8 a 14.7 g/dL, eliminandose
la anemia en un 97 por ciento; mientras que en un estudio aleatorizado con doble
enmascaramiento y controlado, en china con nifios de 6 a 9 afios, se encontré que el
tratamiento con zinc y poli micronutrientes juntos, mejoraron mas en todas las pruebas
sobre el desempefio neuropsicologico (Sandstead et al., 1998; citado por Bowman y
Russell, 2003) debido a que la funcioén cognitiva incrementa al aumentar la concentracion
de hemoglobina con el tratamiento (Howard, 2005). Por otro lado, en los estudios sobre la
fortificacion de alimentos con hierro y vitamina A se encontraron efectos favorables en el
estado nutricional del hierro en los nifios pre escolares y mujeres embarazadas (Alfaro y
Carvajal, 2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002 citados por Papale, 2008); debido a que
la vitamina A alimentaria (preformada o como provitamina A), incrementa la
biodisponibilidad del hierro inorganico al contrarrestar la inhibicion debida al acido fitico

(Bowman y Russell, 2003).

4.8.3 COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE LA HEMOGLOBINA
ENTRE EL CONSUMO DE LA DIETA PURIFICADA DEFICITARIA MAS
YOGURT FORTIFICADO Y ESTANDAR (CONTROL)

En la Figura 9, se representa graficamente los resultados individuales; en la cual se aprecia
el incremento de la concentracion de la hemoglobina con la dieta purificada deficitaria mas
yogurt fortificado (14.2 a 16.0 g/dL, n = 10) y dieta purificada estandar (14.3 a 15.4 g/dL,
n=>5)
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Figura 9: Concentracion de la hemoglobina, después del consumo de la dieta

purificada deficitaria méas yogurt fortificado & dieta purificada estandar

Los resultados del Cuadro 25, nos indica que no hay suficiente evidencia estadistica para
afirmar que hubo diferencia significativa entre el promedio de la concentracion de la
hemoglobina con la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado respecto a la dieta

purificada estandar (p-valor > 0.05).

Cuadro 25: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina,
despues del consumo de la dieta purificada deficitaria méas yogurt

fortificado y dieta purificada estandar (control)

Diferencias de

Hemoglobina Desviacion medias Prueba P-valor
Dieta N  promedio estandar independientes T
Purificada deficitaria 10 15.04 0.486 0.154
mas yogurt fortificado 1.475 0.164
Purificada estandar 5 14.66 0.434 0.194
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En la Figura 10, se aprecia una distribucion proporcional similar en la concentracion de la

hemoglobina en los animales experimentales sin anemia (recuperacion) con ambas dietas.
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Figura 10: Promedio de la concentracion de la hemoglobina, después del consumo de

la dieta purificada deficitaria méas yogurt fortificado & dieta purificada

estandar

Al término del periodo de tratamiento no se encontré diferencia significativa del peso

corporal entre el grupo que consumio6 la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

y la dieta purificada estandar (p-valor > 0.05) tal y como se muestra en el Anexo 31.

81




V. CONCLUSIONES

La dieta purificada deficitaria (1.5 por ciento de vitamina A y acido f6lico, 1.2 por
ciento de sulfato férrico, de la formulacion de la dieta purificada estandar), fue
efectiva con un 80 por ciento de animales anémicos (Hb < 11 g/dL) basada en la

concentracion de la hemoglobina (Hb promedio: 10.13 g/dL).

La dieta purificada estandar (control) empleada en el Bioterio de la UNALM, fue
efectiva sobre la anemia (Hb promedio 9.9 g/dL), sustentado por el incremento en

la concentracion de la hemoglobina (Hb promedio: 14.7 g/dL).

El tratamiento con dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado con vitamina
A como palmitato (retinol 0.212 mg), acido folico de grado alimentario (0.095 mg),
sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado (3.49 mg de hierro)
y gluconato de zinc estabilizado (3.92 mg de zinc) por 100 gramos de alimento;
tuvo un efecto anti anémico, basada en la concentracion de la hemoglobina (Hb

promedio: 15.04 g/dL).

No se encontr6 diferencia significativa en la concentracion de la hemoglobina en
los animales experimentales que consumieron la dieta purificada deficitaria mas
yogurt fortificado respecto al grupo que consumid la dieta purificada estandar
(control) (p-valor > 0.05), basada en el incremento de la concentracion de la

hemoglobina; siendo ambas dietas efectivas en la recuperacion de la anemia.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la estabilidad de los micronutrientes empleados en el estudio durante la

vida en anaquel del yogurt.

Evaluar el efecto del yogurt fortificado sobre la anemia leve a moderada en nifios
(as) en edad escolar, tomando como base el efecto antianémico demostrado en un

modelo animal.

Realizar una evaluacion economica financiera que demuestre la factibilidad de la
produccion comercial del yogurt fortificado con vitamina A, acido f6lico, hierro y

zinc.

En los programas implementados por el estado se considere como uno de sus
componentes la estrategia de prevencion y control de la anemia mediante el
suministro de productos fortificados con micronutrientes cuyos efectos preventivos

hayan sido demostrados.
En todo programa, proyecto y estrategia de intervencion nutricional se considere la

linea basal como punto de partida para determinar el efecto e impacto que se logren

sobre la sociedad.
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ANEXO 1: Certificados de analisis de los micronutrientes empleados, estevia y

yogurt fortificado
Bio-Zn A.A.8."
;.-- H T&?TE;;T" & Lamesmnodn v Piani incusis:
\e’ LipoTech s.a. B~ e
- Pl |«3a T1) 87Ty e

ESPECIFICACION DE PRODUCTO

Codigo Producto:

Gluconato de Zinc estabilizado
| Ingrediente alimentario. Nutriente,

Caracteristicas

Fisico-guimicas Especificacion

Aspecto Blanco a ligeramente amarillento, fino, fluido. Higroscdpico.
Solubilidad En agua destilada al 5 9% p'p. Solucién incolora, trasiicda.
pH sofucion En agua destilada al 5% p/p: 6,5+ 10 (5.5a 7.5)

ZING Como zing (% p/p); 105 21,1 (94 a 11,8}

Contenido de agua Mo mas de 10 % p/p (Karl-Fischer)

Arsanico Mo mas de 2 mg/Kg

Plomo Mo mas de 2 mg'Kg

Mercurio Mo mas de 2 mafkg

Cadmio Mo mas de 2 mg'Kg

| Caracteristicas microbiclogicas | Especificacion |

Aerobios mesofilos viables totales No mas de 1000 UFC/g

“Enterobacterias
Colifarmes

Hongos y levaduras

Ausenteen 10
Ausenteen 1 g
Mo mds de 100 UFC/g

Propiedades principales

= Estable durante el uso y la vida uiil del producto.
= Alta solubilidad en agua. Proporciona solucfones trasidcidas e incoloras.
+ Alta Biodisponibilidad

Principales aplicaciones

| Nutriente mineral Zinc, suplementos dietarios, fortificacion de alimentos.

Packaging Doble bolsa de polietieno en cajas de cantdn o en bolsa
polipapel conteniendo 10 Kg de producto.

Condiciones almacenaje | Lugar fresco y seco (B a 20 ). Peﬂectamnte cerrada en

- su envase original y al abrigo de la luz.

Vida util 2 (dos) anos contados desde su elaboracion bajo las
condicdones de almacenamiento recomendadas.

ACACAAA
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Dinericilio Lezal y Administrasién:

Av. Samta Fé 3355 2% A - (C1425BIC) Capital Fedirral, ARGENTINA
Tek: [+54 11} 4773 3930 7 Fan: (+34 LEp4777 0243

s

s %N e
Y | S fiw‘ ] % g ==

Labaratori y Planta Industisal

At 1951 - (BITEARITy La Tablada, Prov. Buenos Aires, ARGENTIMNA
Tel-Fa; (+34 11) 40659 G558 £ 600 G207 4630 TIEZ

CERTIFICADO DE ANALISIS

N°: 3012
Producto: Bio-Zn A.A.S.® Andlisis: 30 ABR 2013
Cadigo: 230 Elaboracién: 16 ABR 2013
Lote N°: 2814 Vencimiento: 16 ABR 2015
C‘a Tactensu?as Especificacion Resultado
Fisico-quimicas
Aspecta Blanco a ligeramente amarillento, fino, fluido. Higroscépico. CUMPLE
: i T :
Solubilidad En agua destilada al 5 % p/p. Solucién incolora o dmbar claro, CUMPLE
traslicida.
pH solucion En agua destilada al 5 % p/p: 6.5+ 1,0 (5,5a7.5) 6,3
ZINC Como zinc (% p/p): 10,5+ 1,1 (9.4 all.,6) 10,5
Contenido de agua No mas de 10 % p/p (Karl-Fischer) 3.6
Arsénico No mas de 2 mg/Kg CUMPLE
Plomo No mas de 2 mg/Kg CUMPLE
Mercurio No més de 2 mg/Kg CUMPLE
Cadmio No mas de 2 mg/Kg CUMPLE
Caracteristicas microbiologicas | Especificacion Resultado
Aerobios mesofilos viables totales  No mas de 1000 UFC/g CUMPLE
Enterobacterias Ausenteen 1 g AUSENTE
Coliformes Ausenteen I g AUSENTE
Hongos v levaduras No méas de 100 UFCig CUMPLE
S f/-
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Biofer®

"' Labcrmionn 7 Manis st

\e? LipoTech s.a. FE=~ SRiERe

PRODUCT SPECIFICATION

Product Coda: 130

Ferrous Sulphate Stabilised with Vitamin C and microencapsulated.
Food ingredient. Nutrient.

Physlca_l—ahmiml Specification
Creamy, homogenous, greenish-grey, viscous, thixofropic
Appearanca product. Soft characteristic smell.
pH 3.7+05 (3.2104.3)
Dansity Relative to water (20 10 25*C): 1.19 £ 0.02 (1.17 to 1.21)
IRON As iron (%% wiw): 550 +0.25 (5.25105.75)
As fron (% wiv): 6.80 £0.30 {6.30 to 6.90)
Arsenic Less than 2 mgKg
Lead Less than 2 mgKg
Mercury Less than 1 mg/Kg
Cadmium Less than 1 mg/Kg
| Microbiological analysis | Specification |
Total asrcbes Less than 1000 CFU/g
Enterobacteriaceas Absentin1g
Yeasis and moulds Less than 100 CFU/g
Staphylococcus aureus Absentini g
Main Characteristics

» Stable in the food under customary conditions of storage, distribution and use.
» High bio-availability / physiologically avallable from the food.

Main applications
Mutrient: source of iron, dietary supplements, food fortification, fluid milk, powder milk,
yoghurt, dairy products, dairy desserts, infant formulation, fruit concentrates.

Packaging Plastic bottles, sealed with an PEAD — aluminium foll, with plastic
cap and conveniently labelled.

Package Carton, containing plastic bottles, secured in a plastic box (expanded
polyuretane - Isolation materal). Conveniently Laballed.

Storage Keep fightly closed in original container, no air chamber, stored in a

|conditions fresh area (+8 °C to +15°C), Do not freeze. Do not store under 6°C.

Shelf life Shelf life is 1 year from date of manufacture, when stored according

to the recommended storage conditions.

LeCean
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DSM

BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.

Product Information
Product Data Sheet

Folic Acid Food Grade

Description

Folic Acid Food Grade is a yellow to yellowish-orange, crystalline, practically odourless powder.

Product identification

Product code: 50 0435 7

Chemical name: H-[4-[[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo-6-pteridinyl)methyl]amino]benzoyl]-L-
glutamic acid

Synonyms: pteroylglutamic acid (PGA); vitamin B¢; folacin
CAS No.: 59-30-3 D“\‘;’-"' OH
EINECS No.: 200-415-0

OH
i HN'
Empirical formula: Ci5HsH;05 W

Molecular mass: 441.40 g/mol o} 0
HN
Nﬁ)
N=" | i
TRV Chiral

Specifications
Appearance: yellow to yellowish-orange powder
Identity: corresponds
Water: 5.0-8.5%
Lead: max. 2 ppm
Sulphated ash (residue on ignition}: max. 0.3%
Assay: 95.0-102.0% (on anhydrous material)

Related substances:

N-(4-Aminobenzoyl)-L-glutamic acid:  max. 0.5%
2,5,6-Triaminopyrimidin-4{1H)-one: max. 0.5%
Pteroic acid: max. 1.0%
Any other impurity: max. 0.5%
Total of other impurities: max. 3.0%
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(L DSM

PdeUCt |nf0rmati0n ERIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.
Product Data Sheet

Folic Acid Food Grade

Solubility

Folic Acid Food Grade is very slightly soluble in water, insoluble in alcohol, acetone, ether and
chloroform, and readily soluble in solutions of alkali hydroxides and carbonates.

Stability and storage

Folic Acid Food Grade is fairly stable to air, but somewhat sensitive to heat and light, especially
to ultraviolet radiation. Neutral solutions are relatively stable. Acids, alkalis and reducing or
oxidizing agents may cause decomposition. The product may be stored for 36 months from the
date of manufacture in the unopened original container in a dry place and at a temperature
below 25 *C. The ‘best use before’ date is printed on the label.

Compendial compliance

Folic Acid Food Grade meets all requirements of the FCC when tested according to this
compendium.

Uses
For food, baby food and dietetics.

This product is not intended for use in the manufacture of sterile drug products. The purchaser
assumes all responsibility for additional processing, testing, labelling and registration required
for such use.

Safety

This product is safe for the intended use. Avoid ingestion, inhalation of dust or direct contact by
applying suitable protective measures and personal hygiene.

For full safety information and necessary precautions, please refer to the respective DSM
Material Safety Data Sheet.
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P de uct | n form ation BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.
Product Data Sheet

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/N

Description

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/H is a light yellow to tan, fine powder. The individual particles
contain vitamin A palmitate finely dispersed in a matrix of modified food starch, sucrose and
fractionated coconut oil. BHT (E 321), sodium ascorbate, sodium benzoate and sorbic acid are
added as preservatives. Silicon dioxide is added as a processing aid.

Product identification
Product code: 50 1255 4

Chemical name: all-trans-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethyl- 1-cyclohexene-1-yl)-2,4,6,8-
nonatetraene-1-yl palmitate

Synonyms: retinyl palmitate; all-trans-vitamin A palmitate; vitamin A palmitate
CAS Mo.: 79-81-2

EINECS No.: 201-228-5 X/M%/\DJ\

Empirical formula: CiHeO; |

Molecular mass: 524.87 g/mol W

Specifications

Appearance: light yellow to tan, fine powder
Identity for vitamin A palmitate: corresponds

Identity for BHT: corresponds

Fineness (US standard sieves):
100% through sieve No. 30

min. 98% through sieve Ho. 50
min. 90% through sieve Ho. 60
min. 45% through sieve Ho. 100

Residue on ignition: max. 3%

Loss on drying: max. 5%

Vitamin A content: min. 250 000 1U/g
Microbiological purity: corresponds
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PrOdUCt |nf0rmati0n L : BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.
Product Data Sheet

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/N

Dispersibility

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/ disperses quickly and completely in cold water. High
concentrations produce cloudy dispersions which, however, remain uniform for relatively long
periods.

Stability and storage

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/ is sensitive to air, heat, light and humidity. The product may
be stored for 24 months from the date of manufacture in the unopened original container and at
a temperature below 15 *C. The ‘best use before’ date is printed on the label. Keep container
tightly closed. Once opened, use contents quickly.

Uses

For staple food fortification (especially flour and sugar), baked products, beverages and other
foods.

Compendial compliance

The active ingredient, Vitamin A Palmitate meets all requirements of the relevant monographs
of the USP, the FCC and the Ph. Eur. when tested according to these compendia.

Safety

This product is safe for the intended use. Avoid ingestion, inhalation of dust or direct contact by
applying suitable protective measures and personal hygiene.

For full safety information and necessary precautions, please refer to the respective DSM
Material Safety Data Sheet.
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INSTITUTC DE INVESTIGACIONES QUIMICAS
Cota Cota Calle 27 Campus Universitaric
Telélonos 2792238 — 2795876
Fax: 591 - 2 - 2792238
Ceifn Poetal N* 203
Lo Poz — Belivia

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

P N—

FCPN/CCQINASEQ/ 182011

La Paz. 15 de febrero de 2012

4= e b e

w

Empresa:
Solicitante:
Analisis:

Numero de muestras:

Resultados:

Color

| Olor

[ Sabor

.-\s:,';i: cto

Parimetro

Solubilidad en agua

[ Solubilidad en

aleohol etilico

Solubilidad en
aleohol metilico

Péagina | de 5
INFORME DE ANALISIS
HO/SA42012

MAJOTA.

Ing. Victor Taborga.

Requisitos de calidad de producto de stevia en polvo,
LIna muestra de edulcoranie con stevia en polvo.
Stevie-Linea Dorada., En frascos de 20 g,

Requisitos arganaelépticos

Muestra Valores segian NB Metodo de
Stevie-lanea 37013 Ensayo
Porada |
Blanco Blanco. Andlisis
ligeramente sensorial
| amarillento .
Inodoro Inadoro Analisis
. sensortl
Dulce intenso v | Dulee intenso 3 Analisis
ligeramente amargo anrgo sensorkl
Polva Polvo Analisis

sensorial

Requisitos de identificaciin

Muestra Valores segian Metodo de
Stevie-Linea Dorada NB 37013 | ensuy o
Soluble Soluble Ensave

cualitativo de
solubilidad

Soluble . Soluble I Ensavo
cualitativo de
| solubilidad |
Soluble . Soluble Ensayo

cualitativo de

solubilidad
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS
Cola Cota Calle 27 Campus Univereitario
Teléfoncs 2792238 — 2795674
Feme: 591 - 2 - 2792238
Calén Poetal N° 307
La Paz — Balivia
———

UNMEA

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

Pagina 2 de 5

Requisitos de pureza

Parimetro

' Glicosidos de
esteviol (")

Humedad ["ﬁ":. )

pH

Cenizas (%)

Materia insoluble

en agua (Va)
Sodio (%)
Arsénico (mg/Kg)

Plomo (mg/kg)

Muestra
Stevie-l.inea
Dorada
lj"'-\

4,87

'H_Hj

No contiene

restduos nsolubles
No contiene
<al mg/kg

al mgke
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Valores segiin
NB 37013

Minimo permitido

il
W3

Maximo permitido

4%

6.5 - 7 en solucidn

dUHOSA

Maximo permitido

(05 (%)

Exento de materias

msolubles en agua
Exento de sodio

No mas de |
my/Kg
Mo mas de |

my/ ke

Meétodo de
ensayo

NB 37017

NB 37006
NB 37013
Gravimeétrico
Gravimelnico

Horno de Grafito

Horno de Grafito



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS
Cota Cola Calle £7 Campus Universitaric
Tolélonos 270IL38 — 2795ETH
Fax: 581 - 2 - E7E2238
Cajén Pesial N* 302
La Poz — Bolivia

i A
UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

Magina 3 de 5

Requisitos microbiolbgicos

Parimetro Muestra Valores segin Método de
Stevie-Linea NB 37013 Ensayo
| Dorada | *.
[ Recuento total de S0 | Limite maximo NB 32003
Aerohios mesofilos aceptable
(UFClg) . IX10P UFCe |
| Coliformes totales ausencia <10 UFCig NB 32005
(NMP/g) _ . _
Recuento de mohos ausencia Limite maximo NB 32006
(LFC/s) aceptable
. | IX10°UFClg
| Recuento de 30 Limite maximo NB 32006
levaduras aceptable
(UECHE) | | IX10°UFClg |
| Salmonella en 25 g Ausenci ausencia NB 32007

(UFCig)

6, Observaciones:

a) El muestreo fue realizado por la persona soliciianie,

b) Se adjunta los espectros de Resonancia Magnetica Nuclear,

¢) Se tomé como relierencia la Norma Boliviana 37013, (Edulcorante natural de
stevia en polve — Requisitos de identificacion ¥ pureza para los aditivos
alimentarios.

Es cuanto se informa para fines consiguientes,

Dr. K orginel Canavir
fes’i. Lab. Serv. Anilisis

ot correlimive HE) s anchive Laborsdorn
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Y LA MOLINA CALIDAD TOTAL
LABORATORIOS

Instituto de Certificacidn, Inspeccian y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N D06310 - 2004

SOLICITANTE fAYALA REMON MARISOL
DIRECCION LEGAL : MZA.B LOTE. 16 SECTOR EDUCACION AY ACUCHO

- HUAMANGA - AY ACUCHC

RUC : 10407877131 Teléfono: FHS58853
PRODUCTO T YOGURT FRUTADO FORTIFICADO
NUMERD DE MUESTRAS 1 Lino
IDENTIFICATIONMTRA 181
CANTIDAD RECIBIDA 1 9559 g (+ envase) de muestra proporcionads por el solicilante,
MARCA(S) P BM.

FORMA DE PRESENTACTON ¢ Envisado, lo muestra ingress en botella sellada a temperanure ambicnte
SOLICITUD DE SERVICIOS  : S5 N'EN-OO03E36 2014

REFERENCIA : PERSOMAL

FECHA DE RECEPCION T 2SMRI014

ENSAYOS SOLICITADOS ¢ FISICOQUIMICO

PERIODO DE CUSTODIA 1 10 Drias, a partir de lo fecha de recepeion,
RESULTADOS:

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIOS:
1 - Par Diferencin MS A Collazos 1657

2 - ADAL 45,45 Cap, 33 Ed. 19 Pag. 10 2012
3= Por Célculg ME-IMN Collazos 1853

4.~ FIL-DF 1164 1887

5.- FIL-ADF 151 001

.- NTF 202 119 1988

7.- Por Célcula MS-INN Collazos 1983

8- For Célculo ME-IMN Collazos 1953

.- Por Cakaily ME-INN Collazes 1953

10.- NTP 205.003 [Resisads el 2011} 1980

CONTINUA INFORME DE ENSAYOS N° D0E310-2014

IR
: ]
¥ Av. La Universidad 595 Ls Maolina Lima - Perd
“i g Telefaxes: (511) 3205640 - 3492507 - 3495794 - 348211
E-mail: calitoliiinfonegocionel pa /| mkigi@lamolina.edu. pe
. Paging Web: www lamoling .edu pe/calidadiotal
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ENSAYDS PREOMVEDI RESULTADO 1 | RESULTAIMD I |
| - Cashahidrases |5/ I{H.]Fi'ue WILIESE nnglnuli_ T g3 435 PRT]
2. Ceemrme g 100 g de muestm original) (L] 091 BT
3 - Ertgla Tomnl  [Kesd ST @ de snesara origingli 6711 A RE i, 93
A-Tresm Q! 14} g de smuesiva - omiginnl 1.5 |48 149
3.« Hamedad (g ¢ 160 g dermoestre anginaly 82 K22 84,14
- P (5 1IHD g de st originalgFacior 6.25) a1 414 404
T -6 Keal proveniente de Grasn 20,1 195 20,0
1 - % Kal. provenients de Proteinas 24.5 2K M2
=% Keal, pravenient: de Carboh idesn 534 isa SLE | |
10~ Fiben Crafa 1/ 1000 g du st avigeisiad} 04 0 L]



LA MOLINA CALIDAD TOTAL
LABORATORIOS

Instituto de Certificacidn, Inspeccidon y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N°006310- 2014

EIECLICIGN DE ENSAYOS: Del 25062014 AL 2008201 4,
1= El g e 1 \emin ¥ prorie de |2 musstra hesta su mgreso & Lo Misdting Calided Tosal - | shamannes son .
d ded Soliaanee.
2. 8e la reproduccitn parcial o lotal dul prescme Inforiné ain In amnerizacin de 1a Malina Calidad Total - Laboratonios.
:.- uﬁhwmﬁ_uwwmmw# de Calidad de guen lo produce.
-_Esie documentn =] ser emitico sin e simbuln e scnaditaciin, no o Mmk:wmmwmm%
La Muolina, 29 de Agosto del 2014

Av. Le Universidad 585 La Maolina Lima - Paru
Telefaxes: (511) 3405640 « 3402507 - 3495704 - 3492191
E-rmail; t:alnn nlonegocio.nel pa | mklgElamolina. edu.pe

b: www, lamolina edu. pe/calidadtotal
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SAT Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

JR: ALMIRANTE GUISSE N° 2580 - 25686 / LIMA 14 - PERU TELEFONO: 206-9280
E-mail: satperu@satperu.com / Pagina web: www.satperu.com

/g
INFORME DE ENSAYO N° DT-04595-01-2014

PRODUCTO ;. Yogurt frutado fortificado

SOLICITADO POR 1 Ayala Remon Marisol

DIRECCION g ¢ Mza.B Lote. 16 Sector Eduacion - Ayacucho - Huamanga - Ayacucho

FECHA DE RECEPCION 20140906

FECHA DE ANALISIS 20140909

FECHA DE INFORME 1 2014-09-17

SOLICITUD N 1 SDT-08488-2014

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA ' Ninguna

ESTADO / CONDICION : Producto liquido denso / Refrigerado

PRESENTACION : Botella de plastico cerrado con tapa, sin litografiar

CANTIDAD DE MUESTRA : 1000 MiliLitros

CANTIDAD DE MUESTRA DIRIMENTE : Ninguna (A solicitud del cliente)

Servicio i FELE Via / Resullado
() Acido Folico (ug/100g) | 98,32
A 36,19 mg/Kg B:
(7 Hierra () 35,72mg/Kg

Promedio : 35,96mg/Kg

A: 2,38 ugRE/g;

B: 2,00 ugRE/g;
ot iy . Promedio: 2,19 ugRE/g
A 40,83 mg/Kg
(%) Zine (-) B: 40,01 mg/Kg

Promedio : 40,42mg/Kg
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INDECOPI-SNA

METODOS

(") Acido Folico I ADAC 94412 (2005) Cap. 45 Ed. XVIIl Pbg. 57. Folic acid (P id) in Vilamin d

{*) Hiemo D NOM 1175341 (\Wmlsmﬂ ¥9 Mmodc de prueba parala determinacicn de codimio, arsénico, plomo, estafio, cobre, hieme, ing y mercurio en
alimentes, ién atémica

[} Vitamina A I AOAC 2001.13, 191h, Ed. :mlz' Vitamin A [Ramdi In foods

%) Zine: L © NOM 117-55A1 (1994) Hem 7.1.1 y 9. Mélodo de prueba paolﬂ uoiennme:bdn de wdmh ansénico, plome, eslafio, cobre, hismo, Zine y mercurio en
alimentos, agua b

Informe de ensayo emitido en base a resullados obenidos en nuestio laboratorio. Vdiido Gnicamenle para la fluest
sin la aulerizocion escrito de SAT 5.A.C. Este documento es valido solo en original,

del presente inlorme

CopyRight @ 2010, SIGEL - informes@wbsperu.com F-BT-M/&L‘R;%; JDglll
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ANEXO 2: Concentracion de la hemoglobina, antes (basal) y después del consumo de

la dieta purificada deficitaria

LABORATORIO DE PATOLOGIA 9
CLINICA

ESPECIE: ... ... RATA HOLTZMAN FECHA_ .. ... 17-09-14
MUESTRA:. SANGRE CON EDTA ....... SEXO:... MACHO. ........coiiivinnis
EDAD:........ 27 -28 DIASDEVIDA ... ... .. PR

REMITENTE: .. MARISOL AYALA REMON. oo

EXAMEN SOLICITADO: DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

RESULTADQOS
CODIGO
| MUESTRA, | e,
2 120
3 12.4
4 131
5 [11.8
8 | 127
7 125
B | 118
g 12.1
10 1.9
41 [ 124
12 122
13 13.4
14 124 |
15 123 |

108



LABORATORIO DE PATOLOGIA e
CLINICA

ESPECIE:........... RATA HOLTZMAN FECHA......22-10-14
MUESTRA:...SANGRE CON EDTA ...ocoviiiiriiiinses ittt oo,
REMITENTE:... MARISOL AYALA REMON. ......oooooiooo

EXAMEN SOLICITADO: DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

RESULTADOS
[ coDIGD b
MUESTRA
1 11.8
2 9.6
4 12.1 |
§ |97 |
| 6 88
' 7 | 107
| 8 9.9
[ 8 | 94 |
[ %0 | 10 |
1 9.8
T .7
13 9.9
| 14 | 108
|; 15 a7

FMV-UNMSM
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ANEXO 3: Peso corporal y concentracion de la hemoglobina en ratas albinas de la

raza Holtzman, antes y después del consumo de la dieta purificada deficitaria

Peso corporal

Concentracion de la hemoglobina

Cadigo (0) (g/dL)

(Ratas) Basal Anemia Basal Anemia
1 74.0 173.5 12.3 11.8
2 76.0 174.0 12.0 9.6
3 67.5 187.0 12.4 7.3
4 71.0 162.0 13.1 12.1
5 80.0 187.0 11.8 9.7
6 71.5 154.0 12.7 9.8
7 71.0 161.0 12.5 10.7
8 80.0 180.0 11.8 9.9
9 59.0 165.5 12.1 9.4
10 66.0 153.0 11.9 10.0
11 66.5 165.0 12.4 9.8
12 76.0 173.0 12.2 11.7
13 56.5 158.0 13.4 9.9
14 62.5 165.0 12.4 10.6
15 77.0 163.5 12.3 9.7

FUENTE: Resultados experimentales (setiembre a octubre, 2014)
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ANEXO 4: Resultado de la estadistica de la hemoglobina, antes (basal) y después

(anemia) del consumo de la dieta purificada deficitaria

Dieta purificada Desviacion Media de error
deficitaria Media N estandar estandar
Hb Basal 12.353 15 0.450 0.116
Hb Anemia 10.133 15 1.172 0.303

ANEXO 5: Resultado de la correlacion de la hemoglobina, antes (basal) y después

(anemia) del consumo de la dieta purificada deficitaria

Dieta purificada deficitaria N Correlacion Sig.
Hb Basal & Hb Anemia 15 0.212 0.449

ANEXO 6: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina, antes

(basal) y después (anemia) del consumo de la dieta purificada deficitaria

Diferencias emparejadas

95% de intervalo

Media de de confianza de la

Dieta purificada Desviaciéon  error diferencia Sig.
deficitaria Media  estandar  estandar Inferior Superior T gl (bilateral)
Hb Basal - Hb

2.220 1.163 0.300 1.576 2.864 7.395 14 0.000
Anemia
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ANEXO 7: Representacion gréafica de la concentracion de la hemoglobina, antes

(basal) y después (anemia) del consumo de la dieta purificada deficitaria

1357
(o]
(o]
13,0
|
o
E)
—_ 1254
=]
I
Z
12,07
11 5
T
ANTES
LINEA BASAL
. o
11,04
|
=
S
— 10,04
£
= _
5,07
8,0
Q
7,07

X T
DESPLUES (Digta purificacla deficitaria)

Angrnara

ANCIVIIA
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ANEXO 8: Resultado de la estadistica del peso corporal, antes y después del consumo

de la dieta purificada deficitaria

Dieta purificada Desviacion Media de error
deficitaria Media N estandar estandar
Peso Después 168.100 15 10.716 2.767
Peso Antes 70.300 15 7.240 1.869

ANEXO 9: Resultado de la correlacion del peso corporal, antes y después del

consumo de la dieta purificada deficitaria

Dieta purificada deficitaria N Correlacion Sig.
Peso (g) Después & Peso (g) Antes 15 0.497 0.059

ANEXO 10: Resultado de la prueba estadistica comparativa del peso corporal,

después (anemia) y antes (basal) del consumo de la dieta purificada deficitaria

Diferencias emparejadas

95% de intervalo

Media de confianza de la

Dieta purificada Desviacion  de error diferencia Sig.

deficitaria Media  estdindar estandar Inferior Superior T gl (bilateral)

Peso (g) Después —
97.800 9.492 2451 92543 103.057 39.905 14  0.000
Peso (g) Antes
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ANEXO 11: Resultado de la concentracion de la hemoglobina al culminar el
tratamiento con la dieta purificada estandar (control) y dieta purificada

deficitaria mas yogurt fortificado

LABORATORIO DE PATOLOGIA

CLINICA
ESPECIE:..... LLRATA HOLTZMAN FECHA. 19-11-14
MUESTRA:  SANGRE CON EDTA BEXO:... MACHO . ...
EDAD:.......9 — 89 DIAS DE VIDA

REMITENTE __MARISOL AYALA REMON. ... ...

EXAMEN SOLICITADO: DETERMINAGION DE HEMOGLOBINA

RESULTADOS
conDigd | |
MUESTRA

T 01 | 154 |

G2 ﬁ

Cc-3 14.6

[ E4 [#3)

[ c-= 14 8

TAa | 152 |

T-2 | 14E

T3 | 8.2

T4 | 15,1

T5 | 148 |

T-6 146 |
R | 16

T8 154

T-9 5.2 |

! 10 | 151 |

| EFECTOS DE VERIFICACION HT % |
| T-7 45
7o aa
. ) a7
Jefe del Lab. logia Clinica

FMV-UNMSM
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ANEXO 12: Resultado del peso corporal y concentracion de la hemoglobina en ratas
albinas de la raza Holtzman; basal, anemia y después del consumo de la dieta

purificada estdndar (control)

Peso corporal Concentracion de la hemoglobina
Cddigo (9) (g/dL)

(ratas) Basal Anemia Recuperacion Basal Anemia Recuperacién
C-1 67.5 187.0 279.0 12.4 7.3 154
C-2 74.0 173.5 265.5 12.3 11.8 14.4
C-3 56.5 158.0 253.0 13.4 9.9 14.6
C-4 62.5 165.0 208.0 12.4 10.6 14.3
C-5 66.0 153.0 252.0 11.9 10.0 14.6
Promedio 65.3 167.3 251.5 12.5 9.9 14.7

FUENTE: Resultados experimentales (setiembre a noviembre 2014)

Sexo (M), edad al iniciar el experimento (27 a 28 dias de vida), edad al culminar la induccién (63 a 64 dias

de vida, edad al finalizar el experimento (92 a 93 dias de vida).

ANEXO 13: Resultado de la estadistica de la concentracion de la hemoglobina, antes

(anemia) y después del consumo de la dieta purificada estdndar (control)

Dieta purificada Desviacion Media de error
estandar Media N estandar estandar
[Hb] Después 14.660 5 0.434 0.194
[Hb] Antes 9.920 5 1.648 0.737

ANEXO 14: Resultado de la correlacion de la hemoglobina, antes (anemia) y

después del consumo de la dieta purificada estandar (control)

Dieta purificada estandar N Correlacién Sig.
[Hb] Después & [Hb] Antes 5 0.936 0.019
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ANEXO 15: Resultado de la prueba estadistica comparativa del peso corporal, antes

(anemia) y después del consumo de la dieta purificada estandar (control)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de

Media de confianza de la
Dieta purificada Desviacion error diferencia Sig.
estandar Media  estdndar  estandar Inferior Superior T gl (bilateral)
[Hb] Después -
4.740 2.059 0.921 2.182 7.298  5.146 4 0.006766

[Hb] Antes
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ANEXO 16: Representacion grafica de la concentracion de la hemoglobina, antes
(anemia) y después del consumo de la dieta purificada estdndar (control)

[Hb] gldL

[Hb] g/dL

12,00

11,00

10,00

2,007

8,00

7,00

ANMTES (IAnemia)
DIETA PURIFICADA DEFICITARIA

15,25

15,00

14,75+

14,50

14,25

L

DESPUES(Récupaecmn)
DIETA PURIFICADA ESTANDAR
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ANEXO 17: Resultado de la estadistica del peso corporal, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada estandar (control)

Dieta purificada Desviacion  Media de error
estandar Media N estandar estandar
Peso (g) Después 251.500 5 26.679 11.931
Peso (g) Antes 167.300 5 13.443 6.012

ANEXO 18: Resultado de la correlacion del peso corporal, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada estandar (control)

Dieta purificada estandar N Correlacion Sig.
Peso (g) Después & Peso (g) Antes 5 0.493 0.399

ANEXO 19: Resultado de la prueba estadistica comparativa del peso corporal, antes

(anemia) y después del consumo de la dieta purificada estdndar (control)

Diferencias emparejadas

95% de intervalo

Media de confianza de la

Dieta purificada Desviacion de error diferencia Sig.
estandar Media  estdndar estandar Inferior Superior T gl (bilateral)
Peso (g) Después -

84.200  23.209 10.379 55.381 113.019 8.112 4 0.001
Peso (g) Antes
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ANEXO 20: Resultado del peso corporal y concentracion de la hemoglobina en ratas
albinas de la raza Holtzman; basal, anemia y después del consumo de la

dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Concentracion de la hemoglobina

Cadigo Peso corporal () (/L)
(ratas) _ i i _
Basal Anemia Recuperacion Basal Anemia Recuperacion
T-1 59.0 165.5 279.5 12.1 9.4 15.2
T-2 71.0 162.0 259.0 13.1 12.1 14.8
T-3 71.0 161.0 282.5 12.5 10.7 14.2
T-4 71.5 154.0 272.0 12.7 9.8 15.1
T-5 80.0 180.0 290.5 11.8 9.9 14.8
T-6 66.5 165.0 269.0 12.4 9.8 14.6
T-7 76.0 174.0 276.0 12.0 9.6 16.0
T-8 77.0 163.5 238.5 12.3 9.7 15.4
T-9 80.0 187.0 295.5 11.8 9.7 15.2
T-10 76.0 173.0 258.0 12.2 11.7 15.1
Promedio 69.8 168.5 272.05 12.2 10.1 15.0

FUENTE: Resultados experimentales (setiembre a noviembre 2014)
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ANEXO 21: Resultado de la estadistica de la hemoglobina, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada deficitaria méas yogurt fortificado

Dieta deficitaria méas Desviacion  Media de error
yogurt fortificado Media N estandar estandar
[Hb] Después 15.040 10 0.486 0.154

[Hb] Antes 10.240 10 0.943 0.298

ANEXO 22: Resultado de la correlacion de la hemoglobina, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada deficitaria més yogurt fortificado

Dieta deficitaria mas yogurt fortificado N Correlacion  Sig.
[Hb] Después & [Hb] Antes 10 0.370 0.292

ANEXO 23: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina, antes
(anemia) y después del consumo de la dieta purificada deficitaria més yogurt

fortificado

Diferencias emparejadas

95% de intervalo

Dieta deficitaria Media de  de confianza de la
mas yogurt Desviacion ~ error diferencia Sig.
fortificado Media  estandar estandar  Inferior Superior T gl (bilateral)
[Hb] Después -
4.800 1.210 0.383 3.934 5.666 12.543 9 0.000
[Hb] Antes
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ANEXO 24: Representacion grafica de la concentracion de la hemoglobina, antes
(anemia) y después del consumo de la dieta purificada deficitaria més yogurt

fortificado
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ANEXO 25: Resultado de la estadistica del peso corporal, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada deficitaria méas yogurt fortificado

Dieta deficitaria mas Desviacion Media de
yogurt fortificado Media N  estandar error estandar
Peso (g) Después 272.050 10 16.909 5.347
Peso (g) Antes 168.500 10 9.888 3.127

ANEXO 26: Resultado de la correlacion del peso corporal, antes (anemia) y después

del consumo de la dieta purificada deficitaria méas yogurt fortificado

Dieta deficitaria méas yogurt fortificado N Correlacion Sig.
Peso (g) Después & Peso (g) Antes 10 0.510 0.132

ANEXO 27: Resultado de la prueba estadistica comparativa del peso corporal, antes
(anemia) y después del consumo de la dieta purificada deficitaria més yogurt

fortificado

Diferencias emparejadas

95% de intervalo

Dieta deficitaria Media de confianza de la
mas yogurt Desviacion  de error diferencia Sig.
fortificado Media  estandar estandar Inferior Superior T gl (bilateral)

Peso (g) Después —
103.550 14.597 4.616 93.108 113.992 22433 9 0.000
Peso (g) Antes
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ANEXO 28: Resultado estadistico de la hemoglobina, después del consumo de la dieta

purificada deficitaria méas yogurt fortificado y dieta purificada estandar (control)

Desviacion Media de error

[Hb] Despues N Media  estandar estandar
Dieta deficitaria mas yogurt fortificado 10 15.040 0.486 0.154
Dieta estandar 5 14.660 0.434 0.194

ANEXO 29: Resultado de la prueba estadistica comparativa de la hemoglobina,
después del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt

fortificado y dieta purificada estdndar (control)

Prueba de
Levene de
calidad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% de intervalo
Dif de  de confianza de la
Sig. Dif. de error diferencia
F Sig. T gl (bilateral) medias estandar Inferior Superior

Seasumen 0.113 0.742 1475 13 0.164 0.380 0.258 -0.176 0.937
varianzas
iguales

No se 1.536 9.018 0.159 0.380 0.247 -0.179 0.939
asumen

varianzas

iguales
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ANEXO 30: Resultado estadistico del peso corporal, después del consumo de la dieta

purificada deficitaria mas yogurt fortificado y dieta purificada estandar (control)

Desviacién Media de error

Peso (g) Después N Media estandar estandar
Dieta deficitaria mas yogurt fortificado 10 272.05 16.909 5.347
Dieta estandar 5 251.50 26.679 11.931

ANEXO 31: Resultado de la prueba estadistica comparativa del peso corporal,
después del consumo de la dieta purificada deficitaria méas yogurt fortificado

y dieta purificada estdndar (control)

Prueba de
Levene de
calidad de

varianzas prueba T para la igualdad de medias

95% de intervalo
Dif. de confianza de la
Sig. Dif. error diferencia
F Sig. T gl  (bilateral) medias estdndar Inferior Superior

Se asumen

VATANZAS 411 533 1837 13 089 20550 11184 -3.612  44.712
iguales

No se

asumen 1572 5.667 170 20550 13.074 -11.903 53.004
varianzas

iguales
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ANEXO 32: Consumo diario de la dieta purificada deficitaria de cada animal experimental

Consumo (S-(R+D)

Fecha Cadigo (ratas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

17/09/14 | 12.16 | 13.27 | 11.76 | 12.06 | 13.06 | 11.99 | 13.16 | 13.70 | 11.44 | 11.59 | 11.60 | 12.03 | 9.63 | 11.22 9.38

18/09/14 | 10.08 | 10.78 | 9.44 | 10.36 | 11.01 | 11.09 | 11.50 | 10.06 | 9.12 | 9.99 | 9.89 | 11.21 | 8.64 8.85 9.57

19/09/14 | 10.82 | 9.54 | 9.62 | 886 | 12.07 | 11.18 | 12.31 | 10.56 | 10.77 | 9.47 | 7.75 | 9.92 | 8.65 | 7.58 8.56

20/09/14 | 9.70 | 10.36 | 10.17 | 9.03 | 12.68 | 11.62 | 13.03 | 10.72 | 11.29 | 10.52 | 7.80 | 11.18 | 9.95 | 10.50 8.38

21/09/14 | 9.51 | 876 |10.17 | 7.64 |12.92 1038 | 12.57 | 11.37 | 10.58 | 11.30 | 9.61 | 11.72 | 9.97 9.92 9.34

22/09/14 | 6.82 | 693 | 9.89 | 6.74 | 9.84 | 6.95 | 8.81 944 | 738 | 796 | 740 | 457 | 6.62 7.62 6.92

23/09/14 | 997 |12.05|11.40| 7.86 |10.48 | 8.92 | 1026 | 9.30 | 9.50 | 8.14 | 7.58 | 695 | 7.73 9.20 10.00

24/09/14 | 10.02 | 10.40 | 13.26 | 6.86 | 12.05 | 9.14 | 840 | 12.38 | 10.11 | 857 | 9.45 | 9.86 | 9.11 8.86 10.71

25/09/14 | 11.73 | 14.26 | 14.42 | 13.42 | 14.00 | 13.44 | 13.50 | 13.70 | 14.15 | 13.75 | 13.06 | 12.55| 13.03 | 13.86 | 12.19

26/09/14 | 12.73 | 13.36 | 14.55 | 9.89 | 14.85 | 13.77 | 11.35 | 14.06 | 11.88 | 12.26 | 14.84 | 10.43 | 10.50 | 11.33 12.83

27/09/14 | 13.14 | 11.95 | 1445 | 11.83 | 14.94 | 14.14 | 10.86 | 14.85 | 11.36 | 13.31 | 8.69 | 10.31 | 11.07 | 9.26 13.90

28/09/14 | 11.23 | 13.32 | 14.83 | 12.83 | 14.74 | 13.71 | 11.55 | 14.75 | 12.46 | 1448 | 4.82 | 1436 | 10.99 | 10.92 12.55

29/09/14 | 9.31 | 13.37 | 1492 | 1445 | 14.84 | 14.69 | 7.64 | 14.87 | 13.97 | 10.97 | 13.34 | 13.86 | 10.95 | 10.45 14.00

30/09/14 | 12.41 | 13.06 | 14.66 | 14.77 | 14.96 | 14.82 | 12.86 | 14.92 | 10.77 | 9.67 | 12.60 | 10.52 | 11.42 | 14.89 3.96

01/10/14 | 14.90 | 14.69 | 14.80 | 11.57 | 14.93 | 14.84 | 14.19 | 1490 | 14.73 | 11.31 | 14.72 | 1491 | 7.62 | 14.93 14.44

02/10/14 | 14.89 | 14.90 | 14.71 | 11.61 | 14.80 | 14.70 | 13.57 | 14.93 | 1476 | 10.13 | 14.70 | 15.01 | 13.57 | 13.69 | 14.75

03/10/14 | 15.01 | 14.76 | 14.58 | 14.98 | 14.98 | 1491 | 14.85 | 1435 | 15.00 | 14.52 | 14.71 | 14.95 | 14.52 | 1298 | 14.93

04/10/14 | 14.93 | 14.85 | 14.69 | 14.98 | 14.98 | 14.97 | 12.52 | 1496 | 1494 | 14.56 | 14.58 | 14.96 | 14.23 | 10.99 13.91
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05/10/14 | 14.95 | 14.83 | 14.71 | 14.14 | 14.94 | 14.88 | 13.27 | 14.86 | 9.49 | 14.62 | 10.83 | 14.95 | 13.54 | 13.29 14.95
06/10/14 | 14.96 | 14.79 | 14.77 | 14.89 | 14.95 | 1490 | 11.73 | 1495 | 1493 | 14.18 | 14.86 | 14.93 | 13.64 | 9.73 13.32
07/10/14 | 14.97 | 14.85 | 1491 | 1491 | 1492 | 1498 | 12.96 | 13.18 | 1490 | 13.90 | 11.46 | 14.99 | 14.46 | 1296 | 11.36
08/10/14 | 14.95 | 14.74 | 14.81 | 14.92 | 14.87 | 14.63 | 11.50 | 14.88 | 14.56 | 1434 | 14.85 | 14.98 | 14.83 | 15.00 | 14.34
09/10/14 | 15.03 | 14.98 | 14.99 | 14.98 | 15.01 | 6.99 | 10.68 | 15.02 | 14.92 | 14.70 | 14.95 | 1498 | 12.64 | 13.59 13.17
10/10/14 | 14.98 | 14.88 | 14.93 | 14.80 | 14.92 | 14.83 | 10.81 | 14.98 | 14.94 | 14.89 | 14.90 | 15.00 | 14.63 | 13.07 12.78
11/10/14 | 15.00 | 14.82 | 14.95 | 14.90 | 14.93 | 14.85 | 13.24 | 1490 | 14.74 | 14.75 | 14.92 | 15.01 | 13.98 | 11.07 12.43
12/10/14 | 14.97 | 1491 | 1493 | 1494 | 1494 | 1492 | 13.70 | 1490 | 1491 | 14.88 | 14.87 | 14.91 | 14.83 | 12.68 11.08
13/10/14 | 14.99 | 14.82 | 14.79 | 14.94 | 14.92 | 14.77 | 14.78 | 1492 | 1495 | 14.46 | 14.93 | 14.89 | 14.92 | 15.02 12.60
14/10/14 | 14.92 | 14.78 | 14.87 | 14.84 | 14.96 | 14.82 | 14.87 | 14.92 | 1494 | 14.75 | 1491 | 1498 | 1491 | 14.98 14.90
15/10/14 | 14.96 | 14.79 | 14.90 | 13.78 | 13.96 | 14.86 | 14.94 | 1497 | 1496 | 14.88 | 13.34 | 14.99 | 14.93 | 14.99 13.54
16/10/14 | 14.99 | 14.82 | 14.98 | 14.94 | 14.98 | 14.69 | 14.95 | 14.92 | 14.96 | 1491 | 13.24 | 15.00 | 14.97 | 15.00 14.88
17/10/14 | 14.96 | 14.81 | 14.97 | 14.94 | 14.99 | 14.77 | 14.96 | 1497 | 1494 | 14.85 | 14.99 | 14.95 | 14.98 | 14.99 14.27
18/10/14 | 15.00 | 15.01 | 14.98 | 14.99 | 14.98 | 14.70 | 14.97 | 1493 | 1498 | 14.93 | 14.96 | 15.03 | 14.99 | 15.01 14.05
19/10/14 | 14.95 | 14.79 | 14.76 | 14.71 | 14.86 | 14.98 | 13.62 | 14.87 | 1495 | 10.24 | 11.34 | 14.67 | 14.88 | 14.91 14.28
20/10/14 | 14.94 | 14.80 | 14.92 | 1493 | 1491 | 14.84 | 1490 | 1492 | 1498 | 14.71 | 1498 | 14.99 | 14.78 | 14.96 | 14.88
21/10/14 | 14.97 | 14.86 | 14.92 | 14.90 | 14.83 | 14.71 | 14.94 | 14.92 | 1493 | 1493 | 14.94 | 15.00 | 14.92 | 15.00 13.65

FUENTE: Resultados experimentales (setiembre a octubre, 2014)

Consumo; resultado de la cantidad suministrada menos el residuo y el desperdicio.
Dieta suministrada (S); 15 a 15.05 gramos por dia.
Residuo (R); alimento sobrante en sus comederos.

Desperdicio (D); alimento desechado fuera de sus comederos.
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ANEXO 33: Resumen del procesamiento de casos del consumo de la dieta purificada

deficitaria
Casos

Caddigo Vaélido Perdidos Total

(ratas) N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
1 35 100 0 0 35 100
2 35 100 0 0 35 100
3 35 100 0 0 35 100
4 35 100 0 0 35 100
5 35 100 0 0 35 100
6 35 100 0 0 35 100
7 35 100 0 0 35 100
8 35 100 0 0 35 100
9 35 100 0 0 35 100
10 35 100 0 0 35 100
11 35 100 0 0 35 100
12 35 100 0 0 35 100
13 35 100 0 0 35 100
14 35 100 0 0 35 100
15 35 100 0 0 35 100
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ANEXO 34: Resultado del anélisis descriptivo del consumo de la dieta purificada

deficitaria por cada animal experimental

Cadigo Error
(ratas) Consumo de dieta deficitaria Estadistico estandar
Media 13.253 0.400
95% de intervalo de Limite inferior 12.439
fli):cﬁ:nza para la Limite superior 14.067
Mediana 14.930
! Varianza 5.612
Desviacion estandar 2.3689
Minimo 6.820
Maximo 15.030
Rango 8.210
Media 13.511 0.356
95% de intervalo de Limite inferior 12.787
Iclfl)encﬁ:nza para la Limite superior 14935
Mediana 14.780
2 Varianza 4.440
Desviacion estandar 2.107
Minimo 6.930
Maximo 15.010
Rango 8.080
Media 13.869 0.312
95% de intervalo de Limite inferior 13.234
;:rcl):(fil:nza para la Limite superior 14.504
Mediana 14.770
3 Varianza 3.413
Desviacion estandar 1.848
Minimo 9.440
Maximo 14.990
Rango 5.550
Media 12.891 0.465
95% de intervalo de Limite inferior 11.947
fl;):(ﬁznza para la Limite superior 13.835
4 Mediana 14.710
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Varianza 7.556
Desviacion estandar 2.749
Minimo 6.740
Maximo 14.990
Rango 8.250
Media 14.143 0.243
95% de intervalo de Limite inferior 13.649
;:I?:cﬁ:nza para la Limite superior 14.637
Mediana 14.910
Varianza 2.070
Desviacion estandar 1.439
Minimo 9.840
Maximo 15.010
Rango 5.170
Media 13.411 0.401
95% de intervalo de Limite inferior 12.597
fl;):(ﬁznza para la Limite superior 14993
Mediana 14.700
Varianza 5.614
Desviacion estandar 2.369
Minimo 6.950
Maximo 14.980
Rango 8.030
Media 12.679 0.335
95% de intervalo de Limite inferior 11.997
Iclfl)encﬁ:rlza para la Limite superior 13.359
Mediana 13.030
Varianza 3.933
Desviacion estandar 1.983
Minimo 7.640
Maximo 14.970
Rango 7.330
Media 13.881 0.304
95% de intervalo de Limite inferior 13.262
:rcl);l(filznza para la Limite superior 14.499
Mediana 14.880

129



“Continuacion”

Varianza 3.244
Desviacion estandar 1.801
Minimo 9.300
Maximo 15.020
Rango 5.720
Media 13.205 0.387
95% de intervalo de Limite inferior 12.419
;:I?:cﬁ:nza para la Limite superior 13.991
Mediana 14.740
? Varianza 5.232
Desviacion estandar 2.287
Minimo 7.380
Maximo 15.000
Rango 7.620
Media 12.783 0.397
95% de intervalo de Limite inferior 11.977
fl;):(ﬁznza para la Limite superior 13.590
Mediana 14.180
10 Varianza 5.514
Desviacion estandar 2.3482
Minimo 7.960
Maximo 14.930
Rango 6.970
Media 12.469 0.499
95% de intervalo de Limite inferior 11.455
Iclfl)encﬁ:rlza para la Limite superior 13.482
Mediana 13.340
1 Varianza 8.705
Desviacion estandar 2.950
Minimo 4.820
Maximo 14.990
Rango 10.170
Media 13.244 0.446
95% de intervalo de Limite inferior 12.337
:rcl);l(filznza para la Limite superior 14.150
12 Mediana 14.910
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Varianza 6.979
Desviacion estandar 2.642
Minimo 4.570
Maximo 15.030
Rango 10.460
Media 12.429 0.449
95% de intervalo de Limite inferior 11.516
fr?:cﬁ:nza para la Limite superior 13.343
Mediana 13.570
13 Varianza 7.067
Desviacion estandar 2.658
Minimo 6.620
Méaximo 14.990
Rango 8.370
Media 12.380 0.417
95% de intervalo de Limite inferior 11.532
fl;):(ﬁznza para la Limite superior 13228
Mediana 12.980
14 Varianza 6.092
Desviacion estandar 2.468
Minimo 7.580
Maximo 15.020
Rango 7.440
Media 12.309 0.446
95% de intervalo de Limite inferior 11.403
Iclfl)encﬁ:nza para la Limite superior 13214
Mediana 13.170
15 Varianza 6.950
Desviacion estandar 2.636
Minimo 3.960
Maximo 14.950
Rango 10.990
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ANEXO 35: Consumo diario de la dieta purificada estdndar (control) de cada animal

experimental

Consumo (S-(R+D)

Fecha Cadigo (ratas)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
22/10/14 19.68 19.97 19.84 19.91 18.80
23/10/14 17.29 18.18 16.25 15.03 18.91
24/10/14  19.95 14.28 19.99 19.98 19.47
25/10/14  19.91 19.90 19.82 12.52 19.86
26/10/14  19.96 19.92 19.98 14.48 19.98
27/10/14  19.96 19.95 17.01 13.97 19.93
28/10/14 20.00 19.95 18.61 13.64 18.76
29/10/14 19.99 19.97 18.64 13.66 19.54
30/10/14  20.00 19.93 19.95 13.31 19.90
31/10/14  19.94 16.55 16.12 13.30 18.90
01/11/14  15.75 19.94 19.54 15.97 15.16
02/11/14  19.97 19.93 19.79 17.38 19.88
03/11/14 16.68 18.08 19.23 13.48 19.16
04/11/14 19.44 19.94 19.04 14.28 18.84
05/11/14  19.94 17.77 19.77 12.36 19.87
06/11/14  19.81 15.89 18.83 12.50 15.40
07/11/14  18.51 17.59 19.14 15.01 19.64
08/11/14 19.83 14.62 18.74 12.01 19.47
09/11/14 15.31 18.26 18.47 14.80 19.28
10/11/14 17.03 14.20 18.11 12.67 19.82
11/11/14 19.41 15.22 18.65 12.91 19.56
12/11/14  19.65 15.53 16.20 13.29 19.65
13/11/14  18.67 19.82 17.27 15.46 19.15
14/11/14 17.31 15.15 17.09 12.27 11.91
15/11/14 16.39 17.47 17.82 11.62 19.49
16/11/14 15.68 15.60 18.02 12.07 19.54
17/11/14 16.04 16.43 17.04 12.20 19.05
18/11/14  19.21 17.81 14.60 13.00 18.93

FUENTE: Resultados experimentales (octubre a noviembre, 2014)

Consumo; resultado de la cantidad suministrada menos el residuo y el desperdicio.
Dieta suministrada (S); 20 a 20.05 gramos por dia.
Residuo (R); alimento sobrante en sus comederos.

Desperdicio (D); alimento desechado fuera de sus comederos.
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ANEXO 36: Resumen del procesamiento de casos del consumo de la dieta purificada

estandar (control)

Casos

Consumo de la Valido Perdidos Total

dieta estandar N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
C-1 28 100 0 0 28 100
C-2 28 100 0 0 28 100
C-3 28 100 0 0 28 100
C-4 28 100 0 0 28 100
C-5 28 100 0 0 28 100

ANEXO 37: Resultado del analisis descriptivo del consumo de la dieta purificada

estandar (control) de cada animal experimental

Cadigo Consuno de dieta purificada Error
(ratas) estandar Estadistico  estandar

Media 18.6182 0.31283
95% de intervalo de  Limite inferior ~ 17.9763
conﬁanza para la L1m1t'e 19.2601
media superior

C-1 Mediana 19.5450
Varianza 2.740
Desviacion estandar 1.65533
Minimo 15.31
Maximo 20.00
Rango 4.69
Media 17.7804 0.39286
95% de intervalo de  Limite inferior ~ 16.9743
conﬁanza para la L1m1t'e 18,5864
media superior

C Mediana 17.9450
Varianza 4.321
Desviacién estandar 2.07882
Minimo 14.20
Maximo 19.97
Rango 5.77
Media 18.3414 0.26993

95% de intervalo de  Limite inferior 17.7876
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confianza para la

Limite superior

. 18.8953

media
Mediana 18.6450

C-3  Varianza 2.040
Desviacion estandar 1.42836
Minimo 14.60
Maximo 19.99
Rango 5.39
Media 14.0386 0.40462
95% de intervalo de  Limite inferior  13.2084
conﬁanza para la L1m1t.e 14.8688
media superior

Cd Mediana 13.3950
Varianza 4.584
Desviacion estandar 2.14104
Minimo 11.62
Maximo 19.98
Rango 8.36
Media 18.8518 0.33654
95% de intervalo de  Limite inferior  18.1613
conﬁanza para la L1m1t.e 19.5423
media superior

C.5 Mediana 19.4700
Varianza 3.171
Desviacion estandar 1.78079
Minimo 11.91
Maximo 19.98
Rango 8.07
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ANEXO 38: Consumo diario de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

de cada animal experimental

Consumo (S-(R+D)

Fecha T-1 T2 T3 T4 T5 T-6 T-7 T8 T9 T-10

22/10/14 20.01 19.99 20.02 19.88 19.85 19.87 19.79 17.97 19.73 20.00
23/10/14 19.31 19.54 1792 1637 19.79 16.17 1549 1645 1993 18.25
24/10/14 19.93 14.02 19.78 19.42 1993 19.24 19.79 14.45 1997 1551
25/10/14 19.92 17.01 1991 19.73 1991 17.00 19.87 1541 1999 18.71
26/10/14 19.95 17.21 1997 19.83 1997 19.68 19.86 14.40 19.96 19.97
27/10/14 19.97 1493 1822 19.84 1993 16.20 19.88 12.10 19.96 16.73
28/10/14 17.21 19.99 19.99 19.92 1997 19.66 19.96 14.17 19.98 20.00
29/10/14 20.03 15.72 20.01 19.86 19.99 17.25 19.89 1244 1999 19.94
30/10/14 20.01 15.19 1996 19.90 1998 18.80 19.83 14.17 19.93 16.94
31/10/14 20.00 1596 19.25 19.90 1998 16.45 19.88 13.84 20.00 1541
01/11/14 1996 17.12 1995 1991 19.46 19.82 19.71 1395 1997 1535
02/11/14 19.97 19.49 1998 1991 19.99 1994 19.96 19.98 20.00 19.94
03/11/14 19.89 1491 19.85 19.74 1994 19.86 19.89 14.67 1994 19.03
04/11/14 19.94 1732 20.03 19.89 1998 1992 1995 15.75 1997 17.35
05/11/14 18.98 16.32 20.04 19.98 20.00 19.23 19.97 14.65 19.99 14.87
06/11/14 19.99 1528 20.01 19.82 1935 1994 19.82 14.07 19.94 15.15
07/11/14 19.94 16.52 19.84 19.88 1991 1991 19.89 1697 1995 17.78
08/11/14 19.94 18.46 1996 19.90 1993 19.78 19.86 17.10 19.92 15.18
09/11/14 1991 1455 19.77 19.82 18.14 16.60 15.62 17.96 20.01 17.40
10/11/14 18.14 16.20 20.02 19.58 1991 1990 1542 1290 19.68 12.19
11/11/14 18.82 15.53 19.67 19.98 1990 19.92 19.23 1521 19.92 15.88
12/11/14 16.67 18.14 19.97 19.92 1992 19.56 1945 1454 19.96 15.75
13/11/14 15.73 18.62 16.89 19.82 1998 19.17 16.69 1847 19.96 18.62
14/11/14 17.23 1558 16.71 19.81 1996 18.66 18.55 12.02 19.97 18.39
15/11/14 15.35 1499 15.65 19.86 1794 16.62 15.16 13.44 1997 15.90
16/11/14 1895 17.43 16.20 19.89 17.43 15.79 1695 1527 19.94 13.54
17/11/14 17.10 15.02 16.03 19.95 16.03 15.70 19.99 11.14 17.66 16.44
18/11/14 1892 17.72 16.85 19.48 16.81 15.67 14.10 15.83 19.92 1543

FUENTE: Resultados experimentales (octubre a noviembre, 2014)

Consumo; resultado de la cantidad suministrada menos el residuo y el desperdicio.
Dieta suministrada (S); 20 a 20.05 gramos por dia.
Residuo (R); alimento sobrante en sus comederos.

Desperdicio (D); alimento desechado fuera de sus comederos.
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ANEXO 39: Resumen del procesamiento de casos del consumo de la dieta purificada

deficitaria méas yogurt fortificado

Consumo dieta Casos
deficitaria mas Valido Perdidos Total
yogurt fortificado N Porcentaje N Porcentaje N  Porcentaje

T-1 28 100 0 0 28 100
T-2 28 100 0 0 28 100
T-3 28 100 0 0 28 100
T-4 28 100 0 0 28 100
T-5 28 100 0 0 28 100
T-6 28 100 0 0 28 100
T-7 28 100 0 0 28 100
T-8 28 100 0 0 28 100
T-9 28 100 0 0 28 100
T-10 28 100 0 0 28 100
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ANEXO 40: Resultado del anélisis descriptivo del consumo de la dieta purificada

deficitaria mas yogurt fortificado de cada animal experimental

Cadigo Consumo de la dieta purificada
(ratas) deficitaria mas yogurt fortificado Estadistico Error estandar

Media 18.992 0.269
95% de intervalo de Limite inferior 18.438
confianza para la media Limite superior 19.545
Mediana 19.915

T-1 Varianza 2.038
Desviacion estandar 1.428
Minimo 15.350
Maximo 20.030
Rango 4.680
Media 16.741 0.328
95% de intervalo de Limite inferior 16.068
confianza para la media Limite superior 17.415
Mediana 16.420
Varianza 3.020

T-2 Desviacion estandar 1.738
Minimo 14.020
Maximo 19.990
Rango 5.970
Media 19.016 0.284
95% de intervalo de Limite inferior 18.434
confianza para la media Limite superior 19.598
Mediana 19.880

T-3 Varianza 2.251
Desviacion estandar 1.500
Minimo 15.650
Maximo 20.040
Rango 4.390
Media 19.707 0.126
95% de intervalo de Limite inferior 19.448
confianza para la media Limite superior 19.966
Mediana 19.870

T-4 .
Varianza 446
Desviacion estandar .668
Minimo 16.370
Maximo 19.980
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Rango 3.610
Media 19.424 0.205
95% de intervalo de Limite inferior 19.003
confianza para la media Limite superior 19.845
Mediana 19.925
T-5 Varianza 1.178
Desviacion estandar 1.085
Minimo 16.030
Maximo 20.000
Rango 3.970
Media 18.439 0.312
95% de intervalo de Limite inferior 17.799
confianza para la media Limite superior 19.080
Mediana 19.235
T-6 Varianza 2.730
Desviacion estandar 1.652
Minimo 15.670
Maximo 19.940
Rango 4.270
Media 18.730 0.359
95% de intervalo de Limite inferior 17.995
confianza para la media  Limite superior 19.466
Mediana 19.825
Varianza 3,601
Desviacion estandar 1,897
T-7  Minimo 14,100
Maximo 19,990
Rango 5,890
Media 14,976 0.395
95% de intervalo de Limite inferior 14,166
confianza para la media Limite superior 15,785
Mediana 14,595
T-8 Varianza 4,360
Desviacion estandar 2,088
Minimo 11,140
Maximo 19,980
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Rango 8,840
Media 19,861 0.083
95% de intervalo de Limite inferior 19,692
confianza para la media Limite superior 20,031
Mediana 19,960
T-9 Varianza ,191
Desviacion estandar ,437
Minimo 17,660
Maximo 20,010
Rango 2,350
Media 16,988 0.397
95% de intervalo de Limite inferior 16,174
confianza para la media Limite superior 17,801
Mediana 16,835
T-10 Varianza 4,403
Desviacién estandar 2,098
Minimo 12,190
Maximo 20,000
Rango 7,810
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ANEXO 41: Andlisis de la leche fresca




ANEXO 42: Elaboracion del yogurt fortificado




ANEXO 43: Andlisis del yogurt fortificado




ANEXO 44: Liofilizado del yogurt fortificado en el Instituto de

Investigacion Nutricional (I11N)




ANEXO 45: Insumos empleados y pesado para la preparacion de las dietas




ANEXO 46: Preparacion de las dietas purificadas




ANEXO 47: Cuidado, suminis{ro de alimentos, pesado de residuos y desperdicios de

los animales experimentales






ANEXO 48: Determinacion de la hemoglobina en el Laboratorio de Patologia Clinica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM)






