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RESUMEN

La presente investigacion, se realiz con el objetivo de evaluar el efecto de la vitamina A,
4cido folico, hierro y zinc, en animales experimentales con anemia inducida. Para seleccionar
que concentracién de los micronutrientes no cambia el color y sabor del alimento vehiculo se
realizé las comparaciones entre los 4 tratamientos (25, 45, 70 y 100 por ciento de la ingesta
diaria recomendada para los nifios (as) en edad escolar) mediante el Analisis de la Varianza.
Para evaluar el efecto en los animales experimentales se empled el método deplecion —
replecién de la hemoglobina, que consistié en reducir la concentracién de hemoglobina por
debajo de 11g/dL ﬁediante el su_ministro de 15 g/dia de una dieta purificada deficitaria en
vitamina A como rovimix (0,02 g), acido félico (0,0002 g) y hierro como sulfato férrico
(0,025 g) por 100 gramos de dieta, en 10 ratas machos de la raza Holtzman de 27 a 28 dias de
vida; para luego proceder a elevar la concentracion hasta valores normales del animal (11.1 a
18 g/dL), mediante la provisién de 20 g/dia de una dieta purificada deficitaria mas yogurt
fortificado con vitamina A | como palmitato (retinol 0,212 mg), 4cido félico 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 dieta; para
tal efecto, se realizd comparaciones de las concentraciones de hemoglobina del .grupo
experimental antes y después de la administracion de las dietas purificadas (deficitaria y
deficitaria mds yogurt fortificado) mediante la prueba T de Student para muestras
relacionadas. En la evaluacion sensorial, los resultados del estudio determinaron que no se
encontrd diferencias significativas (p-valor > 0,05) entre los tratamientos en el color y sabor.

En la fase de deplecion se presencié una disminucion significativa en la concentracién de la



hemoglobina (p-valor < 0,05) después de los 35 dias de tratamiento, obteniéndose en
promedio 10,24 g/dL de hemoglobina y en fase de replecién se evidencié un incremento
significativo en la concentracién de la hemoglobina (p-valor < 0,05) después de los 28 dias de
tratamiento; obteniéndose en promedio 15,04 g/dL. de hemoglobina. En conclusién los
micronutrientes empleados en el estudio no afectan el color ni el sabor del yogurt por lo que
puede adicionarse hasta el 100 por ciento de la ingesta diaria recomendada para 1a poblacién
objetiva. La formulacién empleada en la induccion fue efectiva con un 80 por ciento de
animales anémicos; demostréndose el efecto anti anémico con el yogurt fortificado en un

modelo animal, que serviran de base para disefiar pruebas en humanos.



I.  INTRODUCCION

La anemia es el problema nutricional mds 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; en América Latina y el Caribe afecta al 39,5 por ciento de
preescolares (WHO, 2008), mientras que 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
zéna rural, con mayores prevalencias en la sierra (Puno, 65,8 por ciento) y selva (Madre de
- Dios, 48,2 por ciento) (ENDES, 2013); por lo tanto si no se revierte las deficiencias de los
micronutrientes involucrados en la sintesis de la hemoglobina, los efectos serdn adversos
sobre el desarrollo cognitivo, el aprendizaje y la capacidad de trabajo en la edad adulta
limitando fuertemente el desarrollo adecuado de una sociedad y por ende la economia de
un pais (Urdampilleta et al., 2010); es asi que Soemantri et al. (1985) y Saewondo et al.
(1989) demostraron que el rendimiento de nifios escolares.ane'micos resulté menor en
tareas de atencidon, memoria, rendimiento y aprendizaje que el grupo sin anemia; 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 exisfe un

problema de biodisponibilidad, agravado por el bajo consumo de los micronutrientes como
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consecuencia de las dietas que son a base de cereales y tubérculos en paises en vias de

desarrollo como el nuestro.

La WHO (2014), menciona que la cifra real de la anemia se encuentra oculta en las
estadisticas de las bajas tasas del rendimiento escolar y disminucion de la productividad; es
asi que segin la Evaluacién Censal de Estudiantes a nivel nacional, s6lo el 33 por ciento de
estudiantes 'de segundo grado de instituciones publicas obtuvieron un resultado
satisfactorio en el 4rea de comprensidn lectora y 16,8 por ciento en el drea de matemadtica
(UMC, 2013), ante ello la Organizacién Mundial de la Salud recomienda aumentar la
absorcion de hierro mediante la fortificacion, a la vez controlar las infecciones y mejorar el
estado nutricional de otras deficiencias como: La cianocobalamina o vitamina B12, 4cido
folico y vitamina A, que participan en la sintesis de la hemoglobina. Es asi, que un
producto fortificado 6ptimo debe aportar por racion entre 50 a 100 por ciento de los

requerimientos y en el caso de los micronutrientes deficitarios se debe cubrir el 100 por

ciento y de la més alta biodisponibilidad (Céspedes, 2008).

El estado peruano implementé 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, enfatizando en sus objetivos
especificos la reduccién de la incidencia de anemia, cuyos resultados no reflejaron el logro
de sus objetivqs; por ello a partir del afio 2012 a través del programa Qali Wama viene
brindando servicio alimentario a los escolares, con el fin de contribuir a mejorar la
atencion en clases, asistencia escolar, de acuerdo a sus habitos alimenticios. En la mayoria
de los alimentos fortificados con vitaminas y minerales, los productos son rechazados por

los consumidores ya sean nifios o jovenes, debido a las caracteristicas de los fortificantes,



la interaccidn entre éstos y las reacciones con los componentes del alimento que ocasionan
modificaciones en cuanto al sabor, aroma y color; principalmente el hierro que ac;:lera la
oxidacién lipidica produciendo caracteristicas organolépticas desfavorables y es muy
reactivo con sales comestibles y aziicares, interfiriendo su absorcién el alto contenido de
calcio y caseina (Uga;'te et al., 2011); frente a estos cambios que sufte el alimento

fortificado existe la alternativa de hacer uso de micronutrientes microencapsulados de alta

biodisponibilidad y solubilidad.

En el presente estudio se empled el método deplecion-replecion de la hemoglobina; siendo
el propdsito aportar en el requerimiento dietético de los micronutrientes teniendo como
vehiculo un alimento de gran acebtabilidad por el grupo etdreo, con visién a prevenir y
controlar la anemia que genera consecuencias negativas en la salud y educacién de los
nifios (as) en edad escolar; existen antecedentes de que los resultados de las
investigaciones con modelos animales proporcionan informacién necesaria para disefiar
pruebas humanas por sus semejanzas anatémicas, fisioldgicas, neuroldgicas, bioquimicas,
farmacoldgicas y comportamiento (Cardozo et al., 2007). De lo expuesto anteriormente, se

plantean los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la vitamina A, 4cido folico, hierro y zinc, en animales experimentales
con anemia inducida.

Objetivos especificos:

- Evaluar el color del yogurt fortificado con vitamina A, 4cido félico, hierro



microencapsulado y zinc al 25, 45, 70 y 100 por ciento de la ingesta diaria

recomendada para los nifios (as) en edad escolar frente al control.

Evaluar el sabor del yogurt fortificado con vitamina A, acido f6lico, hierro
microencapsulado y zinc al 25, 45, 70 y 100 por ciento de la ingesta diaria

recomendada para los nifios (as) en edad escolar frente al control.

Evaluar el efecto del consumo de la dieta purificada deficitaria en vitamina A, acido

fdlico y hierro 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, 4cido fdlico, hierro microencapsulado y zinc en la concentracion de la

hemoglobina en los animales experimentales con anemia.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Anemia

Es un trastorno, en el cual el niimero de eritrocitos es insuficiente para satisfacer las
necesidades del organismo. Se cree que en _conjunto, la carencia de hierro es la causa mds
comun de anemia, pero pueden causarla otras carencias nutricionales como: Folato,
vitamina B12, vitamina A y lisina, la inflamacién aguda y crénica, 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).

Condicién en la cual la sangre carece de _suﬁcientes glébulos rojos (un adulto normal
destruye cada hora entre 100 y 200 millones de hematies y cada dia degrada seis gramos
aproximadamente de hémoglobina en el reticulo endotelio del higado, bazo y médula
6sea), o la concentracién de hemoglobina es menor que los valores de referencia segilin
edad, sexo, altitud, embarazo y lactancia. 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 gldbulos rojos de los
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seres humanos; su deficiencia indica, en principio, que existe una deficiencia de hierro

(ENDES, 2012; Blanco, 2011; Grandy et al., 2010).

Las manifestaciones clinicas de la anemia varfan desde palidez generalizada de la piel y
mucosas, fatiga, cansancio, sofocacién, mareo, dolor de cabeza, hasta retardo en el
desarrollo, problemas en el aprendizaje, disminucién de la actividad motora, anormalidad
en la conducta, pérdida de apetito e incfremento en el niimero de infecciones por alteracion
del sistema inmune, 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 atencién, 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 nifios anémicos mejoré el rendimiento en las
pruebas pero la diferencia entre los grupos permanecid; cabe destacar Que la funcién
cognitiva incrementa al aumentar la concentraciéon de la hemoglobina con el tratamiento
(Howard, 2005). A nivel del mar, la concentracién de la hemoglobina para diagnosticar la

anemia se indica en la Tabla 01:

Tabla 01: Concentracién de la hemoglobina para diagnosticar la anemia

Sin anemia Leve Moderada Grave
Poblacion
(g/dL) (g/dL) (g/aL) (g/dL)

Nifios de 5 a 11 afios >11,5 11all,4 8a10,9 <8

Fuente: WHO (2011)



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).

2.2 Vitamina 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 almidén alimenticio modificado, sacarosa y aceite de coco.
fraccionado. BHT (E-321), ascorbato de sodib, benzoato de sodio y 4cido sdérbico afiadidos
como consefvantes. El contenido minimo de la vitamina A es de 250 000 Ul/g, se dispersa
répida y completamente en agua, siendo sensible al aire, calor, luz y humedad. Empleado
para la fortificacion de ios alimentos (sobre todo harina y azlcar), productos horneados,

bebidas y otros alimentos (DSM, 2014).
2.2.1 Funcién

Conocido por su rol en la visién, también es importante en el crecimiento y desarrollo
corporal, participa en la diferenciaciéon celular (bajo la forma de é.cido retinoico),
reproduccion e inmunidad (impulsa la formacién de los linfocitos T); siendo sus formas
activas el retinol (es la més activa y fundamental para la reproduccién y desarrollo de los
huesos), retinal (el retinol se trasforma, en retinal para su uso en ia retina ocular dentro de la
visién nocturna y de colores) y 4cido retinoico (retinal se transforma en 4cido retinoico

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



2.2.2 Absorcién

En la mucosa intestinal el retinol se une a la proteina fijadora y forma el complejo retinol-
CRBP II, 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
tejidos periféricos a través de la lipoproteinlipasa o al higado (se almacena en un 90 por
ciento en el higado y secundariamente en el tejido adii:oSo, pulmén y Ariﬁén) a través de un
receptor APO E. El zinc favorece su absorcién 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
ah{ mejoran la movilizacién del hierro e ingreso a los tejidos eritropoyéticos, ademas la
vitamina A mejora la absorcién del hierro en €l precario intestino delgado (Quiroz, 2009)..
La vitamina A beneficia la condicién hematoldgica y el metabolismo del hierro, por otro
lado la infestacién parasitaria contribuye al aumento en la prevalencia de anemia e
hipovitaminosis A, bien sea debido a pérdidas sanguineas o impidiendo la absorcién de
estos nutrientes (Alfaro y Carvajal, 2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002 citados por
Papale, 2008). La vitamina A también estd implicada en la moviiizacién del hierro desde el

higado, dado que el retinol y el 4cido retinoico son necesarios para la sintesis de la proteina



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

2.2.4 Toxicidad

El nivel maximo 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 afios; €ste 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 los

-carotenoides (Otten et al. 2006).
2.3 Acido f6lico

En la fortificacién se empled el dcido fdlico 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 estables en soluciones neutras, acidos, alcalis y
agentes reductores u oxidantes puede causar descomposicién. Empleado en alimentos,

alimentos para bebés y dietética (DSM, 2014).
2.3.1 Funcién
Lucy Wills, en 1931 identifico al folato como necesario para evitar la anemia durante el

embarazo. Tres componentes conforman su estructura; pteridina (6-metilpteridina), acido

para amino benzoico y una o mas moléculas del aminoéacido glutamato. En los tejidos, el



folato actia bajo la forma de 4cido tetrahidro folico, fundamental en la sintesis de ADN y
en el metabolismo de algunos aminoécidos; asi participa de la sintesis de purinas (adenina
y gﬁanina) y de la timina (Blanco, 2011). Los folatos tienen principalmente dos efectos
fisiolégicos importantes: Son cofactores para enzimas que sintetizan ADN y ARN y son

necesarios para la conversién de homocisteina a metionina (Suarez et al. 2005).

Su deficiencia se asocia a un retardo de la division celular (afecta a la. médula ésea y
produce células sanguineas grandes de forma irregular llamados megaloblastos) y a un
incremento de los niveles de homoéisteina, 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 mono glutamato 4cido fdlico, acido 5- metil
tetrahidro foélico y/o acido 5-formil tetrahidro folico; en el plasma se transporta en su forma
' activa como metil tetrahidro folato, dirigiéndose al higado. EI transporte se realiza unido a
albimina o transferrina. En las células el foléto participa en el proceso de division celular

(Blanco, 2011).
2.3.3 Rol en la hemoglobina

Esencial en la reproduccién celular y ayuda en la formacién de los glébulos rojos al fijar el

hierro a la hemoglobina, por lo cual previene ciertas formas de anemia (Melo y Cuamatzi,
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2007; Hernandez y Sastre, 1999).

2.3.4 Toxicidad

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

suplementos, alimentos fortificados o la combinacién de los dos (Otten ez al. 2006).

2.4 Hierro

En la fortificaciéon se empled el sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y micro
encapsulado con fosfolipidos como fuente de hierro (vida til, un afio). Compuesto por
sulfato ferroso, 4cido ascorbico y lecitina. Aspecto cremoso, homogéneo, gris verdoso,
viscoso, tixotrépico y de aroma suave caracteristico. Su composicién como hierro es de
5,25 a 5,75 por ciento p/p, con una alta biodisponibilidad, empleados en la fortificacién de
alimentos como ¢l yogurt. Estable durante el uso y la vida 1til del alimento fortificado
(LipoTech, 2014). La adicion de la vitamina C al yogurt afecta la calidad debido a su
acidez, por ello para su empleo en este alimento se deben microencapsular a ambos (Kim
et al., 2003). Segﬁn Del Pozo et al. (2010), esta recubierta por liposomas formados por
fosfolipidos; estos se unen y forman una esfera protectora que al ser consﬁmida, 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 estindar de biodisponibilidad para

todos los compuestos de- hierro en la industria alimentaria. Asi mismo disminuye la
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posibilidad de interaccion del hierro con el resto de los nutrientes de la leche, quedando
disminuidos los efectos de las proteinas, minerales y otras sustancias que se postulan como
inhibidores.

2.4.1 Funcién

Participa en la formacién de gldbulos rojos en la médula dsea, junto con cobalto, cobre,
proteinas y vitaminas, repone los destruidos (eritrocitos solo tienen 120 dias de vida);
cumple el papel en la formacién de hemoglobina (65 por ciento de hierro), mioglobina
(diez por ciento de hierro, proteina de los miisculos esqueléticos, viscerales y del corazdn)
y citocromos (enzimas como catalasa y péroxidasa; cinco por ciento de hierro), por lo que
estd vinculado al transporte de oxigeno de llos pulmones a los tejidos y permite la
oxidacién de los nutrientes en los tejidos; su ausencia estd en nifios (as) que aprendeh con

dificultad, desganados y sin deseos de estudiar (Blanco, 2011; Mufioz, 1990).
2.4.2 Absorcion

Se absorbe a nivel dél iﬁtestino delgado proximal (duod_eno); en la luz intestinal el Fe™ se

transforma en Fe*? por accion de la ferrireductasa presente en la superficie del enterocito,
la vitamina C favérece esta conversion; la absorcién se lleva a cabo ﬁedimte el
Transportador de Metal Divalente (DMT1) y la hepcidina (polipéptido de 25 aminoécidos
formado en el intestino, evita la hemocromatosis) regulada por la proteina heﬁlojuvelina;
ya en el enterocito (regula la absorcién del hierro segiin 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
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luego circular con la transferrina (B globulina, una glucoproteina sintetizada por el higado)
él igual que el hierro proveniente de la destruccidn de los hematies viejos. La médula 6sea
y otros érganos 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 disposicién de la misma. El exceso se almacena unido a la apoferritina para formar
la ferritina o a la transferrina para ser puesto a disposicién de los hematies jévenes que
formaran hematies maduros y saldran a la circulacién sanguinea (Blanco, 2011; Grandy et

al., 2010).

El proceso de absorcion es controlado por tres factores: Intraluminales (inhiben o
promueven la cantidad de hierro disponible para la absorcién), mucosales (incluyen la
extension de la superficie de la mucosa y la motilidad intestinal) y sométicos (estado
nutricional del hierro de un individuo, la eri&opoyesis y la hipoxia) (Bothwel, 1979; citado

por Nemirovsky, 2010).

La concentracién en el cuerpo humano es de 0,0004 por ciento localizado en los glébulos
rojos, médula dsea, rifiones, higado y bazo; se pierde un miligramo aproximadamente en la
orina, sudor, cabello, ufias, bilis y hf:ces debido a la descamacion 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 del hierro hem (fuente animal) es de 25 por ciento y no hem (fuente
vegetal) de uno a cinco por ciento, siendo la absorcidn 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 4cido). El hierro trabaja como cofactor de la enzima:
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Desoxirribonucleasa, Arginasa, Peroxidasa, Catalasa, Citocromo oxidasa, cumpliendo la
funcién de 6xido-reducciéon. La absorcién se desaprovecha por las infestaciones

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

Se incrementa la absorcién en deﬁciencia del metal, anemias hemoh’ticés, hipoxia y en
presencia de 4dcido 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 dé 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); segin Grandy ef 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.

2.4.3 Rol en la hemoglobina

Principal componente de los gldbulos rojos, esencial para transportar el oxigeno a las
células y para el funcionamiento de todas las células del cuerpo. En 1932, Castle aportd
pruebas convincentes de que el hierro inorgénico podia utilizarse en la sintesis de la
hemoglobina. El hierro forma parte de la hemoglobina, mioglobina, citocromos y enzimas
(Castrillon y Serpa, 2013; Boccio et al., 2003), siendo un nutriente esencial para la mayoria
de los procesos de oxidacién-reduccién y constituye el atomo central vde la estructura de la

hemoglobina (Murray et al., 1994).
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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).
2.5 Zine

En la fortificacion se empled el gluconato de zinc estabilizado como fuente de zinc (vida
util, dos afios); polvo fino blanco ligeramente amarillento. Higroscdpico. Alta solubilidad
en agua, proporciona solucion incolora, trashicida. Alta biodisponibilidad,. con un
contenido de zinc de 9,4 a 11,6 por ciento p/p., empleado en la fortificacién de alimentos.

Estable durante el uso y la vida util del producto (LipoTech, 2014).
2.5.1 Funcion

Cumple un rol fundamental como parte del sistema inmunitario, mantencién de la
estructura de las proteinas, crecimiento, maduracion sexual, fertilidad, metabolismo de la
vitamina A, metabolismo de hormonas, cicatrizacién de heridas, sentido del gusto y del
apetito (Blanco, 2011; Grandy et al., 2010). Su deficiencia severa 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 del zinc interact(ia con la deficiencia de vitamina A, exacerbando la ceguera
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nocturna (Mufioz, 1990); también provoca aumento de las enfermedades respiratorias,
digestivas y de la piel por una disminucion en la respuesta inmune (Grandy et al., 2010). El
zine se encuentra en muchas enzimas importantes y esenciales para el metabolismo (FAO,
2013), siendo un componente indispensable para la funcién normal de més de 300 enzimas

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

2.5.2 Absorcidn

/

La concentracion en el organismo se mantiene con una absoréién diaria de alrededor de 5 g
|
por dia. El zinc ex6geno se absorbe en el duodeno distal o el yeyuno proximal; los factores
élimentarios que promueven la absorcién son los aminodcidos (principalmente la histidina,
metionina y cisteina), citrato, glucosa y lactosa, mientras que el dcido fitico, fibra, cobre,
hierro y calcio lo inhiben. La cantidad del hierro puede determinar su efecto sobre la

absorcion del zinc y solo las dosis farmacoldgicas parecen disminuir la captacion del zine

(Blanco, 2011; Grandy et al., 2010; Bowman y Rusell, 2003).

No existe lugares importantes de reserva funcional para éste elemento, por ello el recambio
diario es alto y rapido; los micro-pozos del 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 Bolafios, 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),
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donde forma parte de la anhidrasa carbdnica; al timo, comb cofactores de la hormona
timica timulina. En caso de saturacion de la albimina, también se puede ligar a la
transferrina o a la a2-macroglobulina (20 a 40 por ciento) (Blanco, 2011; Grandy et al.,
2010); como es un mecanismo saturable determina una fraccién de absorcidn, 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 absorcién con is6topos
estables, 53 por ciento de asimilacién del zinc de la dieta cuando el aporte fue de 5,5

mg/dia y disminuyé a 25 por ciento cuando la carga del zinc subié a 16,5 mg/dia.

Algunos estudios estiman que la excrecién enddgena (realizada por via gastrointestinal,
secreciones pancreaticas, intestinal y biliar) se aproxima a dos mg diarios (Grandy et al.,

2010; Paredes y Bolafios, 2009).
2.5.3 Rol en la hemoglobina

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

‘salud, 2003). .
2.5.4 Toxicidad

Niveles por encima de 40 mg por dia produce baja absorcién de cobre, diarrea, nduseas y
menor funcién inmune, esta cantidad solo puede ser aportada por exceso de suplementos
(Blanco, 2011). El nivel méximo de la 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 aﬁos; la cual puede ser obtenido del

alimento, agua y suplementos (Otten et al., 2006).
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2.6 Ingesta diaria recomendada (RDA) en nifios (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, segiin edad, sexo, situaciones de embarazo y

lactancia (Blanco, 2011).

La ingesta diaria recomendada para los nifios (as) en edad escolar se muestra en la Tabla

02.
Tabla 02: Ingesta diaria fecomendada para nifios (as) en edad escolar
Edad Vitamina A (ug Acido félico Hierro Zinc
(aiios) RAE"/dia) (ug folatosb/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). 1DFE = 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 la Tabla 03 se muestra los requerimientos de los micronutrientes en estudio en los

animales de laboratorio en crecimiento.
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Tabla 03: Requerimientos de micronutrientes en ratas de laboratorio por kg 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 interactta con el hierro, zinc, magnesio y fosforo. El calcio inhibe la absorcion
del hierro de manera dosis dependiente y dosis saturable. Lo mismo ocurre con el zinc,

fésforo y magnesio (Araya y Ruz, 2007).

El calcio tiene especial importancia, ya que ademas de intervenir en la biodisponibilidad
del hierro no hemo, interviene también en la biodisponibilidad del hierro hemo. El efecto
es dosis dependiente, por debajo de 40 mg no interfiere, pero entre 40 y 300 mg de calcio
si 1o hace y sin aumento luego de los 300 mg, pudiendo disminuir la biodisponibilidad del
hierro hasta en 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). Seglin Paredes y Bolafios (2009), la absorcién del 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
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absorcion de zinc.

2.7.2 Hierro-zinc

Al administrar ambos minerales en matrices alimentarias complejas el efecto inhibitorio
sélo es significativo en relaciones molares Fe: Zn de 25:1, pero cuando ambos minerales
son ingeridos en soluciones acuosa se observa una disminucién del 50 por ciento en la
absorcidén del hierro cuando la relacién molar Zn: Fe es mayor de 4:1 (15 mg Zn vs 3 mg
Fe); sin embargo, cuando esta proporcién se administra con comida el efecto desaparece

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

Se produce una disminucion de la biodisponibilidad del hierro en un 50 por ciento, cuando
la proporcién de Zn/Fe en una solucidn acuosa es superior a 5:1; este mismo efecto no se
obsel;va cuando los dos minerales estan en relacion equimollar en una mezcla de alimentos.
En teoria existe una disminucién de la biodisponibilidad reciproca, debido a que el zinc y

el hierro no hem compiten por el DMT1 (Gaitén et al., 2006; Whittaker, 1998).

La captacion del hierro es inhibida por zinc y cobre. Una relacién molar del hierro: cobre:
zinc de 1:1:1 inhibe la captacién del hierro o cobre en un 45 por cienfo, por lo que estos
resultados muestran que relaciones molares elevados de los metales en mencién pueden
producir una inhibicién en la captaciéon de uno o més.de ellos (Arredondo et al., 2005). No
se apreci6 un efecto significativo de una dosis fisioldgica de zinc sobre la absorcion del
hierro, observandose un efecto inhibitorio de la absorcion del hierro cuando se administrd
una dosis farmacoldgica del zind (11,71 mg) en una proporcién molar respecto al hierro

1:1 (Olivares et al., 2005); la FAO (2013) indica que aun con la administracion de 10 mg
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de zinc diarios, no se observaron efectos adversos sobre los estados del hierro y/o cobre,

que compiten para su absorcion.

2.7.2 Caseina-hierro

La caseina de la leche inhibe la absorcién del hierro en los humanos. Parece ser que la
fosforilacién de la serina y de la treonina pefrnite la unién de residuos del hierrg y de otros
minerales, reduciendo la eficiencia de la absorcién (West, 1986). Dentro de los compuestos
favorecedores de la absorcion del hierro, tienen un papel importante el dcido ascérbico, los
aminoacidos de 'origen crnico, aminoacidos azufrados (cistina y cisteina), la vitamina A y
los fructooligosacaridos; sin émbargo 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
coalblimina (proteina quelante del metal) y caseina (proteina que oxida el hierro) (Gaitan et

al., 2006; Ugarte et al., 2011).
2.8 Fortificacion focalizada

La fortificacion focalizada es la adicidon de micronutrientes a los alimentos consumidos por
grupos especificos de la poblacién como los alimentos complementarios, los cereales para
nifios y los alimentos que forman parte de programas de bienestar social (almuerzos
escolares, programas de asistencia en casos de desastres, etc.), procurando 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 para el hierro por racion (suponiendo dos a tres raciones por dia),

con la cual el alimento puede considerarse una excelente fuente del nutriente. Las pruebas
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de cambios sensoriales en los alimentos fortificados debe empezar a este nivel y ajustarse
si se producen cambios sensoriales inadmisibles. En la fortificacién focalizada el tipo de
hierro a emplear es él sulfato o fumarato ferroso (Codex Alimentarius, 1997; OPS, 2002).
Segun Cuevas (2009), es la practica de afiadir cantidades suficientes de micronutrientes de
manera de proveer los requerimientos diarios para grupos especificos de la poblacién por
medio del consumo usual de los alimentos fortificados mediante alimentos
complementarios y aquéllos destinados a alimentacion institucional (escuelas, hospitales),
o distribuidos en situaciones de emergencia. Un producto fortificado éptimo debe aportar
por racién entre 50 a 100 por ciento de los requerimientos y en el caso de micronutrientes
deficitarios se debe cubrir el 100 por ciento empleando micronutrientes de alta
biodisponibilidad (Céspedes, 2008). El proceso de fortificacion no cambia el sébor ni el
color del alimento, no requiere cambiar en los habitos dietéticos, boca 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 fortificacién es una de las estrategias (facil
de: implementar, administrar a niveles que no son riesgo, supervision y vigilancia; bajo
costo y la tecnologfa esta disponible) mas efectivas para asegurar un consumo permanente
de nutrientes; cuyo efecto depende del nivel de fortificacién, tipo de fortificante,
bi_odispohibilidad del fortificante y cantidad de consumo del alimento fortificado (Grudem
y Debustos, 2014). En nuestro pais fue creado el Programa Nacional de Apoyo
Alimentario en el afio 1992, 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; la
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cantidad de los micronutrientes en estudio por racién se muestra en la Tabla 04 (Ravina et

" al., 2002).
Tabla 04: Pre mezcla fortificada (programa escolar)
Cantidad minima
Nutrientes Componentes por porcién de 50 gramos Unidad
Vitamina A Vitamina A Acetate 800 ug
Folato Acido félico 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 de yogurt cada vez mas se viene incrementando, debiéndose esto a su capacidad
de 'diversiﬁcacién, apariencia natural, caracteristicas organolépticas, propiedades
nutricionales, etc., con un aumento progresivo del consumo (12 a 16 millones de toneladas)
a nivel mundial (Padilla, 2011 y Dello, 2004 citados por Reyes, 2014); segin MINAG
(2009), la producqién nacional del yogurt el 2001 fue de 27, 292 millones de kilogramos y
al afio 2005 de 57,990 millones de kilogramos con un increfnento 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 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 aztlicar. Considerandose bajo contenido de azticar a 1 Y4 cucharadita 6 6,25
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gramos por vaso de 250 mL para alimentos liquidos y < 5 gramos o una cucharadita por

100 gramos de alimento s6lido (MINSA, 2012).

2.10 Evaluacion sensorial

Es una disciplina cientifica que permite definir, medir, analizar ¢ interpretar las
caracteristicas de un producto, empleando los 6rganos de los sentidos bajo el criterio de
que no existe ningin instrumento que pueda reemplazar la respuesta humana; las
caracteristicas fisicas y quimicas de los alimentos causan estimulo sobre los drganos de los
sentidos haciendo posible la percepcién de impresiones visuales, gustativas, olfativas,»
tactiles y auditivas que hacen que el individuo acepte 0 rechacé un alimento, ésta
aceptacion o rechazo es susceptible de ser medida con la ayuda de diferentes pruebas
sensoriales (Villarroel, et al., 2003), se emplea para mejorar y optimizar los productos
alimenticios existentes y realizar investigaciones en la elaboracion e innovacion de nuevos
productos, aseguramiento de la calidad, promocién y venta; siendo importante tener en
cuenta la opinién del consumidor desde el momento de la etapa del disefio del producto

(Hernandez, 2005).

Segin Liria-Dominguez (2007) la prueba afectiva tipo heddnica, se usa cuando el objetivo
es determinar la aceptabilidad de consumo de un producto, para ello los panelistas son
reclutados por uso del producto, no entrenados. Acevedo et al. (2009), empled la escala
hedénica de cinco puntos (me disgusta mucho a me gusta mucho) para evaluar la
aceptacion del yogurt de leche caprina basandose en las caracteristicas sensoriales (olor,
color, sabor, dulzor, textura y apariencia general); valiéndose para tal fin de 43 panelistas

no entrenados fundamentados por los estudios realizados por diversos autores (Arcila y
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Mendoza, 2006; Blanco et al., 2006 y Sindoni et al., 2008 citados por Acevedo et al.,
2009) quienes también evaluaron con panelistas no entrenados menores a 50. Tamine y
Robinson (1985) sugieren la evaluacién de las caracteristicas: Sabor y aroma, color, cuerpo

y textura, consistencia y viscosidad.

2.11 Animal experimental

El animal experimental es aquella en la que la calidad genéticav 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 somaéticas
(peso, éexo y edad), genéticos (igualdad o similitud bioldgica de su informacién genética)
y sanitarias, siendo éstas axénicos (sin gérmenes), gnotoxénicos (con gérmenes
controlados) o estdndares (con flora nativa). En el principio de las tres R estudiado por
Russell y Burch (1959) se busca garantizar el uso racional y respetuoso del animal
experimental, reduciendo el ntimero de animales usados en los proyectos de investigacion;
reemplazahdo el animal siempre que sea posible por otro tipo de modelos (simuladores,
cultivo de tejidos, etc.) y refinando los procedimientos de manipulacién mediante el
estudio de su comportamiento, minimizando el dolor que pueda sufrir y garéntizando que
los resultados sean confiables. Los resultados de investigaciones con modelos animales
proporcionan informacién necesaria para disefiar pruebas humanas, ya que estos efectos
son en base a reacciones y comportamientos frente a un factor por parte de un organismo
completo, ante ello el cédigo de Nuremberg sefiala que cualquier experimento hecho en
seres humanos debe estar disefiado a partir de los resultados de investigacién animal, al
igual que la declaracién de Helsinki (la investigacién médica en humanbs debe estar

basada en pruebas de laboratorio adecuadamente realizadas y en experimentacion con
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animales); ya que los efectos bioldgicos (desarrollo de enfermedades, terapéuticos y otras
intervenciones) se realizan en modelos animales experimentales por sus semejanzas
anatomicas, fisioldgicas, neuroldgicas, bioquimicas, farmacolégicas y comportamiento

(Cardozo et al., 2007).

2.12 Antecedentes

En un estudio en mujeres embarazadas que recibieron suplementos con hierro y vitamina -
A, la hemoglobina aumenté de 10,8 a 14,7 g/dL, elimindndose la anemia en un 97 por
ciento, con una reduccidn del 68 por ciento cuando se suplementd con solo hierro (Alfaro y

Carvajal, 2001).

Bowman y Russell (2003), demostraron que la hemoglobina en mujeres anémicas aumenta
més cuando a la administracién 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 concentracién de la

hemoglobina sérica en ratas variedad albina con anemia inducida.

En uﬁ 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 neuropsicoldgico 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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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El estudio se realiz en el Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos
(LENA), el yogurt fortificado se elabord 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 llevé a cabo en el laboratorio del Instituto de Investigacion
Nutricional (IIN). El anélisis de hemoglobina se realiz en el Laboratorio de Patologia
Clinica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los servicios de andlisis
fisicoquimico en el Laboratorio Cali»dad Total de la UNALM y micronutrientes en el

laboratorio Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C
3.2 Diseiio de la investigacion

En el presente estudio se empled el método deplecion-replecion de la hemoglobina
empleada por Garcia et al (2013), que consistid en disminuir la concentraciéon de

hemoglobina. por debajo de 11 g/dL mediante una alimentacién basada en una dieta
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purificada deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro; micronutrientes involucrados en
la sintesis de la hemoglobina (fase de deplecion), mientras que en la fase de replecion se
procedio a elevar nuevamente Ia concentracion de la hemoglobina hasta valores normales
de los animales experimentales (11,1 a 18 g/dL) a través del suministro de una dieta
purificada empleando como unica fuente de los micronutrientes deficitarios el yogurt
fortificado con vitamina A como palmitato, acido fdlico, sulfato ferroso estabilizado con
vitamina C y microencapsulado y gluconato de zinc estabilizado. En la Figura 01, se

esquematiza el método.

10 unidades de ratas albinas w
raza Holtzman machos J<———-—Hb =11 g/dL

Edad: 27 a 28 dias de vida

A

[ Dieta purificada deficitaria  le—
: : J Racion: 15 g/dia

v Agua ad libitum

( Dieta purificada
i deficitaria mas yogurt

Tiempo: 5 semanas

fortificado Hb <1lg/dL
.
\
Anilisis de hemoglobina q
(método le——— Racion: 20 g/dia
N c1anometahemoglob_1na) ~ Agua ad libitum

Tiempo: 4 semanas

Fase de deplecion (induccidn a anemia): ()

Fase de replecion (recuperacién de anemia): L)

Figura 01: Disefio del método deplecion-replecion de la hemoglobina
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3.3 Poblaciéon y muestra
3.3.1 Poblacién: Ratas Albinas raza Holtzman.

3.3.2 Muestra: Se utilizaron 10 ratas que cumplian con los criterios de inclusion
(animales con nivel de hemoglobina mayor o igual a 11g/dL, machos y edad 27 a 28 dias

de vida).
3.4 Materiales y equipos
3.4.1 Animales experimentales

Se empleé 10 ratas albinas de la raza Holtzmann machos de 27 a 28 dias de vida
adquiridos del Bioterio de LENA del Departamento Académico de Nutricion de la
Universidad Nacional Agraria la Molina; previa codificacion por perforacién en las orejas
y determinacién de la concentracion de la h;:mogic;binardé cada animal, se alojaron en uno
de los ambientes del Bioterio l.de la mismg universidad, en una baterfa provista de jaﬁlas
individuales bajo condiciones de ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, temperatura entre 22 é
23 °C, 63 por ciento de humedad relativa (para la cual se conté con un calefactor y un
ventilador eléctrico), alimentados con 15 y 20 gramos por dia de cada dieta controlada
(dieta purificada deficitaria y dieta purificada deficitaria més yogurt fortificado) y agua ad
libitum. Al finalizar el periodo de induccién a anemia (deplecién) y recuperaci()n.
(replecion) se determind la concentracion de la hemoglobina de cada animal para su

comparacion dentro del grupo.
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- 3.42 Insumos de las dietas de los animales experimentales

En las Tablas del 05 al 11 se muestran la composicién y andlisis proximal en 100 g de cada
insumo empleado en la dieta purificada deficitaria y la dieta purificada deficitaria més

yogurt fortificado. .

Tabla 05: Composicion en 100 gramos de aziicar refinado

’ Nutrientes Unidad Cantidad
Agua g 0,6
Carbohidratos totales ‘ g 99,2
Carbohidratos disponibles g ' 99,2 A
Cenizas g 0,2
Zinc mg 0,00
Hierro mg 0,10
Retinol A ug 0,0
Vitamina A equivalentes totales ug 0,0
Energia Kcal 384,0

Fuente: Reyes et al. (2009)

Tabla 06: Analisis proximal en 100 gramos de caseina

Nutrientes ‘ Unidad Cantidad
Humedad g 4,08
Protel’nas g 87,99
Extracto etéreo (grasa) g 0,13
Fibra cruda g 0,00
Ceniza g 3,75
Extracto libre de nitrégeno | ' g _ 4,05
Energia Kcal 369,33

¢

Fuente: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (2014)
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Tabla 07: 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).

" Tabla 08: 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 nitrégeno g 59,37
Energia Kcal 265,17
Fuente: Bioterio del Laboratorio de Evaluacion Nutricional
de Alimentos (2014).
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Tabla 09: Composicién de la mezcla de sales minerales empleada en la

formulacién de la dieta purificada deficitaria

Minerales Porcentaje
Sulfato de aluminio » 0,017
Carbonato de calcio 54,293
Sulfato de cobre 0,090
Carbonato de magnesio 2,500
Cloruro de potasio 11,200
Yoduro de potasio 0,011
Fosfato de potasio monobésico 21,200
Fluoruro de sodio 0,100
Sulfato de manganeso . 0,039
Cloruro de sodio 6,900
Sulfato de magnesio 1,600
Sulfato férrico 0,025

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

!Corresponde a 1.2 por ciento respecto al requerimiento de la dieta purificada empleada en el Bioterio

de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tabla 10: Anélisis 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 nitrégeno g 84,65
Energia Kcal 351,71

Fuente: Bioterio del Laboratorio de Evaluacién Nutricional de Alimentos (2014)
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Tabla 11: Composicién de la mezcla de vitaminas empleada en la

formulacién de la dieta purificada deficitaria

Vitaminas Porcentaje

Tiamina (B1) 0,025
Riboflavina (B2) 0,020
Piridoxina (B6) 0,020
Pantotenato de calcio 0,200
Niacina 0,200
Inositol 1,250 o
Menadiona : . ’ 0,025
Biotina 0,001
Cianocobalamina (B12) . 0,0001
VitaminaE 1,680
Cloruro de colina _ 1,200
Acido félico (B9) 0,0002°
Rovimix (A, B2, D3) 0,02°
Az{car impalpable 95, 359

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

% Corresponde a 1,5 por ciento respecto al requerimiento de la dieta purificada empleada en el Bioterio

de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

En la Tabla 19, se presenta los valores de la composicién 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 g de yogurt fortificado
| en base hiimeda (Tabla 16) y la humedad del producto liofilizado (NTP 202.137: 2005) en

base parcialmente seca (9,87 por ciento).
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3.4.3 Materiales empleados

3.4.3.1 Materia prima: Leche fresca, proveniente de la Planta Piloto de Leche de la

Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.4.3.2 Material biolégicb: Ratas Holtzman machos del Bioterio del Laboratorio de

Evaluacion Nutricional de Alimentos (LENA) de la UNALM.

3.4.3.3 Insumos

- Acido citrico.

— Acido félico de grado alimentario.
— Azucar blanca y aztcar refinada.
— Caseina.

— Colorante pifia.

— Cultivo termoéfilo de yogurt.

— Esencia pifia. |

— Estevia en polvo.

— Fibra.

— Gluconato de zinc estabilizado.

— Leche en polvo descremado (LPD).
— Maicena.

— Manteca vegetal.

— Mezcla de vitaminas.

— Mezclade saies minerales.

-~ — Pifia (fruta fresca).
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— Pectina.

— Saborizante pifia.

— Sorbato de potasio.

— Sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado.

— Vitamina A palmitato 250 000 Ul/g.

3.4.3.4 Materiales

- Algodon.

— Baldes de capacidad 5 y 15 litros.

— Bandejas metilicas.

— Bateria provista de 30 jaulas metélicas de fierro galvanizado.
— Batidor de alambre.

— Bolsas de plastico.

"— Botellas de vidrio de 300 mL (bebederos).

— Brocha.

— Bombilla de succién.

— Bureta.

— Butirémetros de Gerber con tapones, de 10 mL y 50 fnL.
— Capsulas metalicas con fapa.

— Cernidor.

— Cooler.

— Cucharén de palo.

— Cucharones de plastico, capacidad 50 gramos.

- Cﬁchillo.

— Desecadores con cloruro de calcio.
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Envases de pléstico de 4 kilogramos de capacidad.
Escobillas de cerdas de 1pulgada para frascos.
Espatula de acero inoxidable.

Etiquetas aufoadhesivas de colores de 19 * 13 mm y 3*3 pulgadas.
Frascos de pélietileno de 200 mL y llitro. |
Frascos de vidrio de 30 gramos (comederos).
Gradilla.

Guantes de latex desechables.

Jarras de pléstico, capacidad de 2 y 5 litros.
Lactodensimetro Quévenne con termometro.
Lancetas marca Accu-Chek de 0,04 mm.

Matraz de Erlenmeyer.

Mesas.

Micropipetas de pléstico.

Ollas con tapa, capacidad 6 kilogramos.

Papel boom.

Paletas de plastico desechables para helados.
Pinza y nuez, pinza de crisol.

Pipetas de 1 mL, 10 mL y 10,75 mL esterilizados.
Pipetas de Sahli de 20 microlitros.

Piseta con agua destilada.

Plumén indeleble negro.

Probeta de 250 mL.

Soporte universal.

Téper con tapa de 1; 2 y-2,4 kilogramos.
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— Termémetro (0 a 100 °C).

— Tijera.

— Tira reactiva (Charm MRL Beta-lactamicos / Tetraciclina).

— Tubos de ensayo con tapa esterilizados.

— Tubos capilares microhematocrito heparinizados con sodio 80 iu/mL, 1,1 a 1,2 mm de
didmetro interior.

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

— Vasos de plastico con tapa, desechables de 3,25 onzas.

— Vasos de precipitado.

3.4.3.5 Reactivos

— Acido sulfiirico.

— Alcohol de 96%.

— Alcohol iso — amilico.

— Azul de metileno.

— Hidroxido de sodio 0,1 N.

— Hipoclorito de sodio marca clorox
— Fenolftaleina al 0,1%.

— Reactivo Drabkin.

3.4.3.6 Equipos

— Balanza analitica marca Adventurer, capaéidad 1y2kg.

— Balanza eléctrica marca Super — SS, capacidad 5 kg.

— Balanza de plataforma marca Berkel, capacidad 5 kilogramos.

— Calefactor eléctrico marca Imaco.
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Centrifuga con calentador (65 °C + 2) de 1000 a 1200 rpm.
Cocina.

Descremadora marca Primo.

Espectrofotémetro (Photometer 5010 V5¥)

Estufa.

Liofilizador marca Virtis, capacidad 2,8 kg.

Licuadora.

Mezclador eléctrico marca Hobart, capacidad 5 kg.
Camara de refrigeracion (2 a 6 °C).

Potenciémetro digital tipo pH meter.

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

ROSA incubators.

~ Ventilador eléctrico marca Isensidacgua.

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

3.5 Metodologia experimental

3.5.1 Elaboracién 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 mecdnico debatido

(fortificacion y adicién de los insumos indicados en las Tablas 12 y 13), parcialmente

descremado a 1,8 por ciento y con un contenido de sdlido total de 15,8 por ciento mediante

la adicién de leche en polvo descremado.
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El proceso de elaboracién del yogurt control y fortificado se muestran en las Figuras 02 y

03.

Tabla 12: Fortificacion del yogurt por porcioén de 215 gramos para la poblacién escolar

Micronutrientes Control T1 T2 T3 T4
) 0,05 0,09 0,14 0,20
Acido félico (mg) - : '
(0,075) (0,14 (0,21) (0,30)
2,00 3,60 5,60 8,00
Vitamina A palmitato 250 S/N (mg) -
0,15) 0,27y (0,42) (0,60)
Sulfato ferroso estabilizado con 38,10 68,57 106,67 152,38
vitamina C y microencapsulado (mg) (2,000 (3,60) (5,60) (8,00)
21,28 38,30 59,57 85,11
Gluconato de zinc estabilizado (mg) - .
(2,000 (3,60) (5,60) (8,00)

Control (sin adicién de micronutrientes), ingesta diaria recomendada de micronutrientes (RDA).

T1 (25% RDA), T2 (45% RDA), T3 (70% RDA) y T4 (100% RDA). T (concentracién).

(), Equivalente a folato, retinol, hierro y zinc elemental; segiin valores de RDA (poblacion escolar).

Tabla 13: Insumos en funcién a la cantidad del 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
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Figura 02: Diagrama de flujo para la elaboracion del yogurt sin micronutrientes (control)
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3.5.2 Evaluacion sensorial

Durante el almacenamiento se realizé la evaluacién sensorial de los atributos sabor y color
de las muestras del yogurt fortificado a diferentes concentraciones ﬁente al control (yogurt
sin adicién de los micronutrientes), siendo clasificados en una escala hedénica
preestablecida de cinco puntos (1 = me disgusta mucho y 5 = rﬁe gusta mucho), para dicho
fin se contd con el apoyo de 26 personas de la Planta Piloto de Leche de la Universidad
Nacional Agraria La Molina relacionadas con productos lacteos (Jefe de planta, control de
calidad, personal de laboratorio y personal de produccidn), con tres repeticiones para todas
las muestras en tres fechas disiintas. Con la muestra que se aproxime mas al control en
cuanto .al sabor y color (muestra Optima) se trabajo para evaluar el efecto del producto
fortificado sobre la concentracién de la hemoglobina en los animales experimentales
anémicos, objetivo general del presente estudio. El formato empleado se muestra en el

Anexo 05.
3.5.3 Métodos de analisis

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 reductasa o ensayo de azul de metileno, por el método NTP 202.014 (2004)
(revisada el 2013). |

- Auntibiéticos, Prueba Charm MRLBL / TET (detecta la combinacion de beta-lactdmicos

/tetraciclina).
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Sélidos 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) (incineracion en una mufla del material
organico 540 a 550 °C).

Acidez titulable, por el método NTP 202.116 (2008).

Viscosidad aparente, por Viscosimetro Brookfield.

pH, usando el PH-metro (potenciémetro).

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).
Carbohidratos por diferencia MS-IIN Collazos (1993).

Acido félico 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-SSA1 (1994).

3.5.4 Preparacion del liofilizado para las raciones

El yogurt fortificado (100 por ciento de ingesta diaria recomendada), se congeldé a - 80 °C
por 4 horas, posteriormente se liofilizé a - 60 °C y a 100 Pa de presion, hasta la formacién
en polvo. El producto liofilizado se emple6é en la formulacién de la dieta purificada

deficitaria més yogurt fortificado empleada en la fase de replecién (recuperacién) para
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evaluar el efecto en la concentracion de la hemoglobina de los animales experimentales

anémicos.
3.5.5 Preparacion y caracterizacion de las dietas purificadas

Las dietas que se formulan con un conjunto mds 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 (azicar y
almidén), 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).
3.5.5.1 Dieta purificada deficitaria (fase de deplecion)

Se prepard 5,250 kg de dieta purificada deficitaria en vitamina A, 4cido félico y hierro,
cuya composicion por 100 gramos se muestra en la Tabla 14, para dicho fin se empled solo
el 1,2 por ciento de minerales (sulfato férrico) y 1,5 por ciento de vitaminas (4cido félico y
rovimix) del requerimiento de la especie, empleada por el Bioterio de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. Antes de iniciar la alimentacion para la induccién a anemia,
se obtuvo la concentracién de la hemoglobina de cada uno de los animales experimentales;
cuyos datos fueron el punto de partida para observar la disminucién de la hemoglobina,
posteriormenté cad.a unidad experimental recibié una racién. controlada de 15 gramos por
dia por un periodo de 5 semanas, culminada éste tiempo se determind la concent;'acién de
la hemoglobina y se registrd el consumo diario de la dieta puriﬁcada deficitaria de cada

unidad experimental (Anexos 14 y 24).
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Tabla 14: Composicién en 100 gramos de dieta purificada deficitaria

Valor energético

Ingredientes Porcentaje Proteina
: (Kcal)
Caseina 11,360 9,995 ‘ 41,956
Mezcla de minerales! 3,918 0,000
Sulfato férrico 0,025
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
Azicar 11,000 42,240
Fibra 5,000 1.3,259 -
Total 380,008

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

'Sulfato de aluminio AIK (SO,),. 12 H,0 (0,17), CaCO;(542,93), CuS04(0,90),MgCO;(25), Kel (112), KI
(0,11), fosfato de potasio monobdsico PO,KH,(212,0), NaF (1,0), MnSO,.H,O (0,39), Nacl (69,0),
MgS0,.7H,0 (16,0) y Sulfato férricoFe, (SO4);.nH,0 (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), pantofenato de calcio (2,0), niacina (2,0),
inositolmyo C¢H;,0¢ (12,50), menadiona K (0,25), biotina B uno por ciento (0,01), cianocobalamina B12
(0,00-1), vitamina E 25 por ciento (16,80), cloruro de colina (CH3)3Ncl'CH2CH20H (12,0), acido fdlico B9
(0,002), Rovimix (vitamina A, B2, D3) (0,15) y aziicar refinado (953,587); todas las cantidades en gramos

por cada kilogramo de mezcla de vitaminas.
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3.5.5.2 Dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado (fase de replecion)
Se prepard 5,6 kg de dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado liofilizado, en base
a los requerimientos nutricionales de los animales (ratas de laboratorio) en crecimiento

(Tabla 3), cuya composicion por 100 g de alimento se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15: Composicién en 100 gramos de dieta purificada deficitaria mas yogurt

fortificado
A Proteina Valor energético
Ingredientes Porcentaje
(%) (Kcal)
Yoéurt 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
Azicar 11,000 42,240
Fibra 5,000 13,259
Total : 380,034

'AIK (SO,),. 12H,0 (0,17), CaCOs; (542,93), CuSO, (0,90), MgCO; (25), Kel (112), KI (0,11), PO,KH,
(212,0), NaF (1,0), MnSQ,. H,0 (0,39), Nacl (69,0) y Mg SO,.7H,0 (16,0). Todas las cantidades en
gramos por cada kilogramo de mezcla de minerales.

?B1 (0,25), B2 (0,20), B6 (0,20), pantotenato de calcio (2,0), niacina (2,0), C¢H,,05 (12,50), menadiona
K (0,25), biotina B 1% (0,01), B12 (0,001), vitamina E 25% (16,80), cloruro de colina (12,0) y azicar

refinada (933,86). Todas las cantidades en gramos por cada kilogramo de mezcla de vitaminas.
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Después del periodo de induccidén a anemia, obser;vada mediante la disminucién de la
concentracion de la hemoglobina, se procedio con el tratamiento (codificados con las letras
UE-1, UE-2...UE-10, para su identificacion) con la dieta purificada deficitaria més yogurt
fortificado. Los datos .de la concentracién de hemoglobina obtenida después de la
induccién fue el punto de partida para observar el incremento de la hemoglobina, el
periodo experimental durd cuatro semanas con un suministro controlado de 20 a 20,05 g de
la dieta purificada deficitaria més yogurt fortificado. Culminada el experimento se registrd
la concentracion de la hemoglobina y consumo diario del alimento de cada unidad

experimental (Anexos 19 y 26)
A continuacion se describe las etapaé de la preparacién de las dietas:

a. Pesado

Todos los ingredientes se pesaron .de acuerdo a la formulacién para cada dieta (dieta

purificada deficitaria y dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado).
b. Mezclado

Se realizé el mezclado de la manteca vegetal y la fibra en un mezclador eléctrico (Marca
Hobeart, capacidad 5 kilogramos) a una velocidad baja, por un tiempo aproximado de 10 a
12 minutos, posteriormente se afiadié el aztcar, 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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¢. Envasadoy almacenado

El alimento para cada dieta fue envasado y almacenado en recipientes de pldstico
herméticos de 4 kilogramos de capacidad, limpio y seco; en un ambiente con suficiente
ventilacién (22 a 23 °C) a fin de garantizar la conservacién del alimento durante su

consumo.
3.5.6 Determinacién de la hemoglobina

Se recolecté 20 microlitros de sangre de cada animal experimental, empledndose para ello
lancetas y pipetas de Sahli, la extraccion se realizd 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 volvid a tomar una nueva muestra para evitar errores en la lectura. Culminada
la extraccidn se limpid la cbla con agua destilada hasta quitar el residuo de sangre. La
muestra se transvasd a los tubos de ensayo rotulados conteniendo 5 mL de 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 solucién homogénea
mediante un espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm. Los componentes de la
solucidn diluyente de Drabkin son: Bicarbonato de sodio (1 g), cianuro de potasio KCN
(50 mg), ferrocianuro de potasio K3 Fe (CN)s (200 mg) destilado a 1000 mL (Benjamin,
1984). Se realizd los cdlculos de Ia concentracic')ﬁ de la hemoglobina empleando la
siguiente férmula: ”
Factor = 37

Concentracién de la hemoglobina = (Factor) (absorbancia de cada.muestra).
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3.6 Instrumentos de colecta de datos

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

registrados en una ficha (Anexos 14y 19).

El instrumento empleado para cuantificar la hemoglobina fue el espectrofotémetro (método
cianometahemoglobina). Se midié la concentracién de la hemoglobina al iniciar el
experimento (basal); después de las cinco semanas del periodo de induccién a anemia

(suministro de la dieta purificada deficitaria) y al finalizar las cuatro semanas de

tratamiento (suministro de la dieta purificada deficitaria més yogurt fortificado).
3.7 Procedimientos de analisis de datos

Para la evaluacién sensorial de los atributos color y sabor de los cuatro tratamientos del
yogurt se empled el andlisis de la varianza mediante el disefio bloque completo al azar
(bloque: panelistas). El sofiware empleado para el anélisis de datos fue el InfoStat, para
denotar las diferencias observadas como significativas se utilizé un nivel del cinco por
ciento; segiin Anzaldia (1994) y Watts et al. (1992) para la escala heddnica los valores
pueden ser tratados como cualquiér dimension fisica y puede usarse la T de Student, la

prueba F, el ANVA, anélisis de regresion, etc.

Para comparar las diferencias de medias de las concentraciones de la hemoglobina del
grupo experimental antes y después de la administracidn de las dietas purificadas
(deficitaria y deficitaria mds yogurt fortificado) se empled la prueba T de Student para

muestras relacionadas (disefio de estudio antes y después). El sofiware empleado para el
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analisis de datos fue SPSS versién 22; para denotar las diferencias observadas como

significativas se utilizé un nivel del cinco por ciento.
3.8 Consideraciones éticas

-a. Producto fortificado

Para el analisis sensorial; se conté con el personal de la Planta Piloto de Leche de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, quienes son conocedores de las caracteristicas
sensoriales de productos lacteos; se les brindé suficiente informacién para que tomen una
decision de forma voluntaria a través de un documento escrito para su participacién como

panelistas (Anexo 04).

b. Empleo de animales experimentales

En la investigacion se sigui6 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 Evaluacién Nutricional de Alimentos, se trabajé bajo la supervision y

asistencia técnica del personal del bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

184917
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis proximal y micronutrientes del yogurt fortificado

En la Tabla 16 se muestran los resultados del andlisis proximal y de micronutrientes, en
ella podemos observar que los valores se encuentran dentro de los requerimientos por el
grupo etéreo sugerida por Otten et al. (2006) siendo la ingesta diaria recomendada para
nifios (as) en edad escolar de 600 ug de retinol, 300 ug de folato, 8 mg de hierro y 8 mg de
zinc; mostrandose los andlisis de la leche fresca en el Anexo 02, valores dentro del rango a -
lo reportado por la NTP 202.001 (2010) que sefiala que la densidad a 15 °C debe estar en
un rango de 1,029 a 1,034 g/mL, acidez 0,13 a 0,17 g de acido lactico, sélidos totales
minimo 11,4 por ciento, materia grasa minimo 3,2 por ciento y ceniza total maximo 0,7 por
ciento, considerandose Bueﬁa calidad segun el tiempo de feduccién del azul de metileno a
37 £ 1°C de 5 horas (NTP 202.014:2004); por lo tanto la leche fresca empleada fue

adecuada para su procesamiento.

La forma quimica de los fortificantes empleados fueron, la vitamina A palmitato 250 S/N
(250 000 UI/g de vitamina A), 4cido félico de grado alimentario (90 por ciento de pureza),

sulfato ferroso estabilizado con vitamina C y microencapsulado (contenido de hierro de
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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).

Tabla 16: Analisis 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 4,1 00
Fibra cruda g 0,000
Acido f8lico ug 98,320
Hierro mg 3,596
Retinol ug 219,000
Zinc mg 4,042

Segun Reyes, ef 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, 0,67 mg de zinc, 0,05 mg de hierro, 12 ug de

retinol y 0,53 mg de vitamina C, toda esta composicién 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 al reportado por Reyes et al. (2009), con una

ligera a moderada variacion en lo referente a cenizas, grasa y humedad; siendo la mitad el

contenido en carbohidratos (parcialmente edulcorado con estevia en polvo) y nula la fibra
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cruda debido a que sélo se empled un cinco por ciento de mermelada de pifia.

4.2 Evaluacion sensorial

Debido a que el producto fortificado es para consumo humano, especificamente serad
elaborado para la poblacién escolar con fines preventivos y control de la anemia, el
proceso empleado no debe cambiar el sabor ni el color del alimento vehiculo, siendo
necesario para tal fin evaluar dichos atributos; para ello los paﬁelistas fueron reclutados
teniendo en cuenta el conocimiento de productos lacteos, realizdndose de acuerdo al

formato (Anexo 05).

En el Anexo 03, se muestra los resultados de los anélisis. fisicoquimicos del yogurt
fortificado (acidez 0,8 a 0,95, pH 4,25 a 4,5 y viscosidad 10 753 a 13 221 Cp) en seis dias
de almacenamiento (tiempo en la cual se realizé la evaluacion sensorial), valores dentro del
rango sefialado por la NTP 202.092 (2008) que indica que el yogurt debe presentar una
acidez entre 0,6 a 1,5 g dc &cido léctico en 100 g de alimento y un pH < 4,6; segiin Reyes
(2014) los yogures estandarizados a 13 por ciento de sélidos totales tienen una viscosidad

aparente de 9 000 a 15 000 Cp.

En la Figura 04, se muestra los resultados del valor promedio del atributo color; informacion
que se deriva del Anexo 07 de las puntuaciones segun la escala hedonica; aprecidndose
mayqres promedios en la escala 4 (me gusta moderadamente) seguida de la escala 5 (me

gusta mucho).

En la escala 4, el porcentaje de aceptacion predominante para la muestra 2341 (25% RDA)

con un 77 por ciento, seguida de 73 por ciento para la muestra 4231 (70% RDA), 69 por

53



ciento para la muestra 3412 (45% RDA) y 62 por ciento de aceptacion para la muestra 5343
(100% RDA); mientras que para la escala 5, se tuvo un 38 por ciento de aceptacion para la
muestra 5343, 27 por ciento para las muestras 3412 y 4231 respectivamente y 23 por ciento
de aceptacion para la muestra 2341, éstos resultados indican que el yogurt fortificado a
diferentes concentraciones de micronutrientes tuvo buena aceptabilidad en cuanto al atributo

color por los panelistas.

I
o Misstra 2341 3% RDA)

0 n Miest 412 (45% RD4)

B Miestra 4231 (70% RD)

<

0 Mestra 3343 (100%RDA)

/EE?__ = e R A

Porce ntaje
£
1

0WY

0y

N B | n 0. %

Mediguta  Mediguta  Nomegwstim  Megusth M gustamucho
mucho  moderzdaments  medigwt:  modradamente

Figura 04: Promedio del atributo color evaluado por los panelistas
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Los resultados de la Tabla 17, nos indica que no hay suficiente evidencia estadistica para
afirmar que hubo diferencia significativa en cuanto al color del yogurt fortificado respecto

al control (p-valor > 0,05).

Tabla 17: Anélisis de la varianza para el atributo color

F.v SC gl CM F p-valor
Panelistas 10,66 25 0,43 2,70 0,0005
Tratamientos 0,41 3 0,14 0,87 0,4589
Error 11,84 75 0,16
Total 22,91 103

En la Figura 05, se muestra los resultados del valor promedio del atributo sabor;
informacidén que se deriva del Anexo 11 de las puntuaciones segin la escala heddnica;
obteniéndose mayores promedios en la escala 4 (me gusta moderadamente) seguida de la

escala 5 (me gusta mucho).

En la escala 4, el porcentaje de aceptacion predominante para la muestra 3412 (45% RDA)
con un 85 por ciento, seguida de 73 por ciento para la muestra 2341 (25% RDA), 69 por
ciento para la muestra 4231 (70% RDA) y 5343 (100% RDA) respectivamente; mientras
que para la escala 5, se tuvo un 27 por ciento de aceptacion para las muestras 2341, 4231 y
5343 respectivamente y 12 por ciento de aceptacion para la muestra 3412, éstos resultados
nos indican que el yogurt fortificado a diferentes concentraciones de micronutrientes tuvo
buena aceptabilidad por los panelistas en cuanto al atributo sabor, siendo segiin Rasic y‘

Kurman (1978) uno de los atributos de mayor ponderacién en la apreciacion del yogurt.
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Figura 05: Promedio del atributo sabor evaluado por los panelistas

Los resultados de la Tabla 18, nos indica que no hay suficiente evidencia estadistica para

afirmar que hubo diferencia significativa en cuanto al sabor del yogurt fortificado respecto

al control (p-valor > 0,05).

Al no encontrarse diferencias entre los cuatro tratamientos referente a los atributos en
evaluacion, se tom¢ el tratamiento cuatro (100 por ciento de la ingesta diaria recomendada)
para la liofilizacién y en base a ello se realizé la formulacion de la dieta en funcion al
requerimiento de la especie (Tabla 03) para evaluar el efecto de los micronutrientes en los

animales experimentales con anemia inducida. Segin Amerine er al. (1965) seiialan
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innovar en el sabor, color, empacado y distribucién, aspectos que conseguirdn la
aprobacion del consumidor; mientras que Meilgaard ef al. (1991) indican que mejorar un

producto implica ajustar o aumentar los atributos clave del producto.

Tabla 18: Analisis de la varianza para el atributo sabor

Fv ‘ SC gl CcM F p-valor
Panelistas 9,51 25 0,38 2,25 0,0038
Tratamientos 0,57 3 0,19 1,12 0,3471
Error 12,68 75 0,17

Total 22,76 103

4.3 Yogurt fortificado liofilizado

La vitamina A como palmitato y el dcido félico empleada en la fortificacidn, son sensibles
al calor (DSM, 2014), por ésta razén se liofilizé el yogurt fortificado con la finalidad de

reducir las pérdidas de los componentes termo sensibles (Ramirez y Cailizares, 2003).
Pardo (2002), indicé que entre las ventajas estd prevenir el dafio térmico, inhibicién 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.

La composicién del producto fortificado liofilizado se muestra en la Tabla 19,
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Tabla 19: Composicidén en 100 gramos de yogurt fortificado liofilizado

Nutrientes Unidad Valor
Ca.rbohidratols 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 félico ug 560,87
Hierro mg 20,51
Retinol ug. 1249,29
Zinc mg 23,06
Energia Kcal 382,80

Segin Orrego (2003) citado por Ramirez (2006) un producto liofilizado retiene las
propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y organolépticas de sus estados frescos, el uso de
rangos bajos de temperatura también evita la desnaturalizacién de proteinas; siendo la

principal ventaja la calidad superior y la longevidad del producto.

Fellows (2000) indica que por éste proceso el movimiento de solutos es minimo con la
retencién de nutrientes en gran porcentajel (temperaturas por debajo del punto de
congelacién 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
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~ con reducciones muy bajas de sus caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas y

bioldgicas (Ramirez, 2006).

La humedad del producto en estudio fue de 9,87 por ciento, Alvarado (1996) citado por
Ramirez (2006) sefiala que la liofilizacién 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 microbioldgica.

El propésito de emplear el método de secado por liofilizacién fue el mantener las
propiedades nutricionales principalmente los micronutrientes empleados en el yogurt, la
cual se empled como parfe de su dieta de los animales con anemia durante la fase de
replecién (recuperacioén), empleado en su forma sdlida para asegurar el consumo por el

material bioldgico siendo estos no adiestrados a consumir yogurt en su forma natural.

4.4 Deplecion de la hemoglobina o induccion a anemia

En la Figura 06 se muestra la representacion grafica comparativa de la concentracion de la
hemoglobina, notandose 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, 4cido f6lico y hierro respecto al basal.
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Figura 06: Concentracion de la hemoglobina antes (basal) y después (anemia) de la

dieta purificada deficitaria

Los resultados de la Tabla 20, 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 félico y hierro (p-valor < 0,05).

Tabla 20: Pruebas estadisticas comparativas de la hemoglobina antes y después del

consumo de la dieta purificada deficitaria

Diferencias
Dieta purificada Hemoglobina Desviacion de medias  Prueba
deficitaria promedio N estindar relacionadas T P-valor
Antes (Basal) 12,290 10 0,407 2,050 8,319 0,000

Después (Anemia) 10,240 10 0,943
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En la Figura 07, se aprecia que los animales experimentales anémicos presentaron en
promedio 10,24 g/dL. de hemoglobina respecto al basal (Hb = 12,29), como efecto de la

dieta purificada deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro.

/ 12:29
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ANTES (Basal) DESPULS (Anemia)

Figura 07: Promedio de la concentracion de la hemoglobina antes (basal) y después de la

dieta purificada deficitaria

En el Anexo 14, se muestra los resultados de la concentracién de 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
12,68 gramos (rata 1) y maximo de 14,14 gramos (rata 3) (Anexo 25); en base al consumo
controlado se obtuvo 10,24 g/dL. de hemoglobina respecto al basal (12,29 g/dL), siendo el
valor maximo al final del periodo de induccion de 12,1 g/dL. y minimo de 9.4 g/dL (Anexo
14) y gréficamente se aprecia en la Figura 06; mientras que en el estudio realizado por
Garcia et al. (2013) la concentracion promedio de la hemoglobina va desde 12,73 a 8,73

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

La dieta purificada deficitaria en vitamina A, acido folico y hierro, permitio reducir la
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concentracion de la hemoglobina por debajo de las cantidades fisioldgicas propias de los
animales experimentales, en cinco semanas sometidas a induccidn; cuya eficiencia dela
formulacidn referente a la cantidad de animales (ratas Holtzman machos) qﬁe se hicieron
anémicos fue de un 80 por ciento (8 ratas machos) respecto al punto de corte (anemia,
hemoglobina menor a 11 g/dL), siendo su composicion por 100 g de alimento de 0,025 g
de sulfato férrico, 0,02 g rovimix (A, B2 y D3), 0,0002 g 4cido fdlico y caseina al 10 por
ciento (Tabla 14), deficitario al 1,2 por ciento de minerales y 1,5 por ciento de vitaminas
respecto al requerimiento de la formulacién de la dieta purificada empleada por el Bioterio
del Laboratorio de Evaluacion Nutricionai de la Universidad Nacional Agraria La Molina,
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 Fe/kg de dieta) y caseina al 12,58 por
ciento de proteinas, obtuvieron 60 pof ciento de ratas machos anémicos en ocho semanas;
por lo tanto la dieta purificada deficitaria empleada presenté mejor resultado en menos
tiempo respecto a la dieta deficitaria sélo 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 la raza fue el Holtzman machos
de 27 a 28 dias de vida (destetados a los 20 a 21 dias de nacido), siendo los animales en
estudio con mayor tiempo de vida en comparacién a los animales inducidos por otros
autores (posterior al destete) siendo los animales recién destetados mas vulnerables a caer
anémicos por el suministro deficitario de nutrientes que participan en la sintesis de
hemoglobina; mientras que Duarte et al. (1999), empleando una dieta de caseina con un
contenido de 10 por ciento de proteinas obtuvieron 54 por cienfo de animales anémicos de

un total de 50 animales Raza Wistar machos en 45 dias.

Las dietas purificadas deficitarias empleados por los diversos autores y en el presente
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estudio, se encuentran por debajo de los requerimientos de la especie que son 15 por ciento
de protefnas, 35 mg de hierro, 12 mg de zinc, 0,7 mg de vitamina A (Retinol) y 1 mg de

acido félico, todos por kilogramo de dieta (National Academy Press, 1995).

Los resultados indican que la deficiencia de los micronutrientes en estudio producen
anemia; es asi que la deficiencia de retinol perjudica la utilizacién de hierro, debido a que
el retinol y el 4cido retinoico son necesarios para la sintesis de la proteina transportadora
de hierro, la transferrina; la carencia del 4cido félico produce anemia m‘egalobléstica
siendo su principal funéién ayudar en ia formacidn de glébulos 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 cofno parte del sistema inmune y es esencial para controlar

las infecciones que dificultan la absorcién de los nutrientes.

Se consider¢ a los 10 animales para la fase de replecién o recuperacion, debido a que hubo
una notable disminucién de la hemoglobina en todos los animales experimentales respecto

al basal, tal como se muestra en el Anexo 14.

4.5 Efecto de la vitamina A, acido félico, hierro y zinc en la concentracion de la

hemoglobina en ratas Holtzman machos con anemia

4.5.1 Replecion de la hemoglobina mediante el consumo de la dieta purificada

deficitaria mas yogurt fortificado

En la Figura 08, se representa graficamente los resultados individuales; en la cual se

aprecia claramente el incremento de la concentraciéon de la hemoglobina de los animales
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experimentales anémicos posterior al consumo de la dieta purificada deficitaria més 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, la cual consistié de 20 a 20,05 g de dieta
suministrada por dia, con un consumo promedio minimo de 14,98 g (UE-8) y maximo de
19,86 g (UE-9) (Anexo 27);, 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 Anexos 19, después de los 28 dias de tratamiento; por lo tanto el yogurt

fortificado con los cuatro micronutrientes presenta un efecto anti anémico.
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DIETA PURIFICADA DEFICITARIA MAS YOGURT FORTIFICADO

Figura 08: Concentracion de la hemoglobina antes (anemia) y después de la dieta

deficitaria mas yogurt fortificado
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En la Figura 09, se aprecia la recuperacion de la anemia de los animales experimentales con
la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado, siendo éste ultimo la inica fuente de la
vitamina A, acido félico, hierro y zinc, con un incremento en promedio de 4,80 g/dL de

hemoglobina (10,24 a 15,04 g/dL).

15.04

16 -

14 -

12

10

[Hb] g/dL

Linea basal ANTES (Anemia) DESPULS
(Recuperacion)

Figura 09: 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 de la Tabla 21, nos indica que hay suficiente evidencia estadistica para

afirmar que hubo un incremento significativo de la concentracién promedio de la

hemoglobina con la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado (p-valor < 0,05).
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Tabla 21: Pruebas estadisticas comparativas de la hemoglobina antes y después del

consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Diferencias
Dieta deficitaria mas Hemoglobin Desviacion de medias Prueba P-valor

yogurt fortificado =~ a promedio N estindar relacionadas T

Después (Recuperacion) 15,04 10 0,49
4,80 12,54 0,000
Antes (Anemia) 10,24 10 0,94

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 més eficaces que las que existen en la actualidad (Garcia et

al., 2013).

La WHO (2014), recomienda aumentar la absorcidn de hierro mediante la fortificacidn, a
la vez controlar l;as infecciones y rhejorar el estado nutricional de otras deficiencia como la
vitamina B12, 4cido félico y vitamina A que participan en la sintesis de la hénioglobina,
por éstas razones en la dieta se emple6 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 4cido 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 azicar (MINSA, 2012) y
también p.oxj la aceptabilidad del producto por el grupo etareo, increr_nente’iﬁdose su

produccién nacional afio tras afio, siendo en el afio 2009 de 116,03 millones de kilogramos
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(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-4cido, por ello se empleé en el estudio al sulfato ferroso
microencapsulado estabilizado con vitamina C (facilita la absorcion de hierro al formar
quelatos con hierro férrico a un pH 4cido que permanece soluble al pH alcalino del
duodeno), debido a que la adicién directa de esta vitamina al yogurt afecta la calidad
debido a su acidez, por ello Kim et al. (2003) recomienda microencapsular a ambos para su
uso en los alimentos. Se empleé como vehiculo el yogurt (pH < 4,6) debido a que el 4cido
lictico es promovedor de la absorcién del hierro al igual que la vitamina A incorporado y
sin dejar de lado al 4cido fdlico, que fija el hierro a la hemoglobina. Existen evidencias de
que el hierro inorgédnico se utiliza en la sintesis de la hemoglobina, siendo el mineral un
nutriente esencial para la mayorfa de los procesos de oxidacion-reduccion y constituye el
atomo central de la estructura de la hemogloBina (Murray et al., 1994), siendo mayor su

absorcion en deficiencia del metal, anemias hemoliticas ¢ hipoxia.

Una de las manifestaciones clinicas de la anemia es el incremento en el niimero de
infecciones por alteracion del sistema inmune (Secretaria de salud, 2003; Lozoff et al.,
1991 citado por Nemirovsky, 2010), por ello se empled el zinc como uno de los

fortificantes debido a que cumple un rol fundamental como parte del sistema inmunitario

(Blanco, 2011).

La recuperacion de la anemia con los micronutrientes empleados se produce debido a que
la vitamina A beneficia la condicién hematoldgica y el metabolismo del hierro (Alfaro y

Carvajal, 2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002 citados por Papale, 2008); dicha
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vitamina estd implicada en la movilizacién del hierro desde el higado, dado qué el retinol y
el 4cido retinoico son necesarios para la produccion de la proteina transportadora de hierro
(transferrina); mejorando dicha absorcién en el precario intestino delgado (Quiroz, 2009;
Devil, 2006; Castrillén y Serpa, 2013). Existe antecedentes que la vitamina“A interviene en
la hematopoyesis, una mayor exposicién permite que se formen o se liberen a la
circulacién mds glébulos rojos dentro de las limitaciones que impone una deficiencia de
hierro corporal total, las evidencias sugieren que este efecto es mediado a través dé la
sintesis de transferrina y receptores de transferrina, de ahi mejoran la movilizacién e
ingreso del hierro a los tejidos eritropoyéticos (Bowman y Russell, 2003; Quiroz, 2009); el
hierro participa en la formacién de globulos rojos en la médula dsea, junto con cobalto,
cobre, proteinas y vitaminas y cumple el papel en la formacion de la hemoglobina con un
65 por ciento de hierro (Blanco, 2011), el 4cido félico ayuda en la formacidn de globulos
rojos al fijar el hierro a la hemoglobjna, mientras que la absorcién de la vitamina A es

favorecido por el zinc (Pifieiro, 2014).

El efecto del incremento de la hemoglobina ha sido demostrado en varios estudios tanto en
animales experimentales como en humanos; entre ellos estd en lo reportado por Garcia y
Villar (2010) quienes en su estudio sefialan que una dieta a base de quinua enriquecida con
retinol incrementa significativamente la concentrr;lcic’)n de la hemoglobina sérica en ratas
variedad albina con anemia inducida; por otro lado en estudios sobre fortificacion de
alimentos con hierro y vitamina A se encontraron efectos favorables en el estado
nutricional del hierro en los nifios preescolares y mujeres embarazadas (Alfaro y Carvajal,
2001; Ortiz et al., 2000 y Latham, 2002 citados por Papale, 2008); mientras Bowman y
Russeil (2003) al realizar estudios en mujeres anémicas, comprobaron que la hemoglobiné

aumenta mds cuando a la administracion diaria de suplementos de hierro se agregan
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vitamina A y zinc; asi mismo Alfaro y Carvajal (2001) indican que las mujeres
embarazadés que recibieron suplementos con hierro y vitamina A, la hemoglobina aumenté
significativamente, elimindndose 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
encontrd que el tratamiento con zinc y polimicronutrientes mejoraron mas en todas las
pruebas sobre el desempefio neuropsicoldgico en comparacion a los tratados con zinc solo
0 con pélimicronutrientes solos (Sandstead et al., 1998; citado por Bowman y Russell,
2003) debido a que la funcién cognitiva incrementa al aumentar la concentracién de la

hemoglobina con el tratamiento (Howard, 2005).
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V. CONCLUSIONES

Al comparar las medias del atributo sensorial color, del yogurt fortificado con
vitamina A, acido félico, hierro y zinc, no se encontrd diferencias significativas a
diferentes concentraciones de micronutrientes al cotejar con un yogurt sin
micronutrientes (p-valor > 0,05).

Al comparar las medias del atributo sensorial sabor, del yogurt fortificado con
vitamina A, acido fdlico, hierro y zinc, no se encontrd diferencias significativas a
diferentes concentraciones de microﬁut_rientes al cotejar con un yogurt sin
micronutrientes (p-valor > 0,05).

La dieta purificada deficitaria en vitamina A como rovimix (0,02 g), dcido félico
(0,0002 g) y sulfato férrico (0,025 g) por 100 g de alimento, fue efectiva con un 80
por ciento de animales anémicos (Hb < 11 g/dL) basada en la concentracién de la
hemoglobina (Hb promedio 10,13 g/dL).

El tratamiento coﬁ la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado con
vitamina A (retinol 0,212 mg), 4cido félico (0,095 mg), hierro (3,49 mg) y zinc
(3,92 mg) por 100 gramos de alimento tuvo un efecto aﬁti anémico basada en la

concentracién de la hemoglobina (Hb promedio: 10,1 a 15,04 g/dL).
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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 anti anémico demostrado en un
modelo animal.

En los programas implementados por el estado se considere como uno de sus
componentes la estrategia de preVencién 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 01: Certificados de analisis de los micronutrientes empleados, estevia y yogurt

fortificado

Bio-Zn A.A.s.@

[RSIA ' lz,!.
TotSar .t 3

ESPECIFICACION DE PRODUCTO

CSeigs Progucio. 230

[ Gluconato de Zing establlizado |

lnarediente gimentand. Nutnente.

e i g e e

{ isti i

gii.rlizt-zrﬁ:i;??ass | Especlticacion

Asnecto Blance a ligeramenta ‘-‘*'ndﬂ Tento, ino. fluige. Hrgroscdpice.
Seluailidad En agua destilaca ai 5 % 0/p. Solugion m(,olo.a 1r siteda,
ph solucion Enaguadestlacaal 5% 00: 652105547

ZING Coma 7ing (S v) ‘G 3'),:3 HE LI Y n Y

Contenide de agua No mas de 19 % oo (Kan-Fischer

Arsénico No mas dg 2 mgKg

Plomo Vo mas de 2 imgiKe

Mercurio No mas de 2 imgKe

Cadmio o mas de 2 mgKg

[Caracteristicas microbiotdgicas Especiicacion
Aerobios mesdiiles viaoles totales  No mas de 1000 UFCrg

Fnterobacterias Auscneeni g
Celtormes Ausenteen i g
Benges v levaturas No mas de 10¢ UFCiy

Proptedades principales

» Estable duranie of uso y {a vida (il det producte.
ie Alta solubilidad en agua. Proporcicna soluciones {rasliicicas e incoloras.
;o Alla Biogispenibitidad

| Principales aplicaciones N o
i Numeme mineral Zing, suplenentos dietarios, tortiticacion de alimantes.

Packaging Doble bolsa de polietieno en cajas de catldn ¢ en bolsa
polipape! conteniendo 10 Kg de producto. e

Condiciones almacenaje | Lugar resco yseco (8 a 20 °G}. Perfeclamente cerrado en

| su etivase criginal y af abrige de a2,

2 {dos) ahos contados desde su elaboracion baje las

i condiciones de alinacenarniento recomendadas,

Vida atit

. s ¢
e ; ¥ .
i A ‘”i\\ ",}"(‘ _‘,.«““\a"f‘}.w' ‘)



i ) Liweatarie ¢ Tenia Icuserl: -
An. Santa 3 388 2° A (CHEBIY Caind Rolest, ARGENTING Abarti 1IN0 (RINABNY L2 Tuldeda, Prov: Buenns Abres, ARGENTINA
Teb: (463 LTI 30000 Fau {453 1134707 0033 Tehlae (34 LI SHR I 4620 B TIRY
CERTIFICADO DE ANALISIS
N% 3012
Producto: Bio-Zn A.A.S.° » Andlisis. 30 ABR2013
Codigo: 230 Elaboracion: 16 ABR 2613
Lote N*: 2814 Vencimiento: 16 ABR 2015
({a facteristii:as Especificacion Resulfado
Fisico-quimicas
Aspecto ‘ Blanco a ligeramente amanllenm fino, fuido. Higroscdpico. CUMPLE
Solubilidad En agua destilada al S % pfp. Solucién incolora o ambar claro, CUMPLE
trasticida. - o
pHsolucién ~ Enagua destﬂada als % pip: 6510 (S3a 7 J) ‘ 63
ZNC Comozio (%ppy 10511 (04 all) o s
Contenido de agua No mids de 10 % p/p (Karl-Fischer) 36
Arsénico ‘No més de 2mg/Kg - CUMPLE
Plomo  Nomisdemgg ~  CUMPLE
Mo Nomdsde2mgXe  CUMPLE
Cadmio  ~  Nomésde2mgKg . o CUMRLE
Caracterfsticas microbioldgicas | Especificacién Resultado
- Actabios mesotilos viables totales No mdsde 1000 UFClg o CUMPLE
Enterobacterias ;Ausentc enlg v  AUSENTE
Coliformes o “‘Ausentecnlsz S ‘AUSENTF
Hongos y levaduras - ( - Nomédsde 100 UFCfg . CUMPLE

f
\ug,\;e\ 1, CACERES g’

i P g8

o 5% R 56 CUDAD- I
FIRMA
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Biofer”

PRODUCT SPECIFICATION

Prodict Codo: 130

Ferrous Sulphate Stabilised with Vitamin C and micrcencapsulated '
Food ingredient. Nutrient.

Physical-chemical
Properties.

Specification

" Creamy. homegenoss. gracrish Groy, viscous, misoiropic

Aupearance
pearanc preduct, Solt characteristic smell,

p” de..Ui),d”OQC‘.}
Density Refative lo wates (2010 25%C) 119 2002 111710 1.2Y
RO Asiron (Shwery 550 1025 (52510 5.75)
As qon % Wi 8,806 2030 16.30to 8.95;
Arsenic Less than 2 mgKgy
L& Less than 2 mgidg
Mercury Less than n*-c‘Kq
Cadiriurs Less than 1 mgX
[Microbiological analysis I Specilication ]
{otal nercbes Less than 1000 GFUig
Enternbactedaceae A‘nsen' inlg
‘casts and mouids Less than 160 CFUxg

Stapnylococcus awrgus Avsentin 19

Main Characteristics e
¢ Stagle in the food undes customary Cantions of 5tc:rage distrivution and use.
¢ tlich bio-availability / physiologically avafiable rom the fond. |

Main applications o e
Nutrient: sourcs of iron, dietary supplements, food fortification, fluid milk, powder mitk,
veghure, daéry products, g_ajg:gg,s:?@r_!a-.jnfan! formulation, fruit concentrates,

gt s

§§Packaqmg “IPiaslic boiflcs, sealed with an PEAD - aluminum fol. with plastic |

cap and conveniently labelled. |
Package Carton, containing plastic boftlcs, secured in a plastic box fexpanced |
o \polyuretane - Isoialion matenial), (‘or vemcntly Laboiled. :
{Storage iKeep tlghll,' sed in onginal conlainer. no air chamber. storeding |
‘condtttonsﬁ_w_‘_ fregh area (-8 °Clo +15°C), Do not freeze. De net stare under 6°C.
i Shelf life Sheif it is 1 year from date of manufaclure, when stored gacordvna ".
S 1o the recommensded storage conditions. i
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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 yetlow to yellowish-orange, crystalline, practically odourless powder.

Product identification
Product code: 500435 7

Chemical name: N-[4-[[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo-6-pterdinymethyllaminolbenzoyl] -
plutamic acid

Synonyms: pteroylglutamic acid (PGA); vitamin B; folacin

CAS Ho.: 59-30-3 ' O -OH
EINECS Ho.: 200-419-0 7
. BT o
Empirical formula: CisHysty0s /l\\ L
Molecular mass: 441.40 g/mol f’: \l ~o
H~" “\\)
N?\%r)
Y
N
NN OH Chiral
Specifications
Appearance: yellow to yellowish-orange powder
Identity: correspands
Water: 5.0-8.5%
Lead: max. 2 ppm

Sulphated ash {residue on ignition}: max. £.3%

Assay: 95.0-102.0% (on anhydrous material)
Related substances: :
N-{4-Amincbenzoyl)-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%



DSM

BRIGHT SCIENCE, BRIGHTER LIVING,

Product Information
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 {abel.

Compendial compliance

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

For food, baby food and distetics.

This product 15 not intended for use in the manufacture of sterile drug products. The purchaser
assumes alt responsibility for addatmn; 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 DM
Material Safety Data Sheet.
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BRIGHT SCIENCE, BRIGHTER LIVING.

Product Information
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 No.: 79-81-2
EINECS No.: 201-228-5 , w\ /l%/\o
Empirical formula: CsHg0: 3\//&\

Molecular mass: 524.87 g/mol

@

/\N\
Specifications
Appearance: light yellow to tan, fine powder
Identity for vitamin A paimitate: corresponds
Identity for BHT: corresponds
Fineness (US standard sieves):
100% through sieve Ho. 30
min. 98% through sieve Ho. 50
min. 90% through sieve Ho. 60
min. 45% through sieve Ho. 100
Residue on ignition: max. 2%
Loss on drying: . max. 3%
Vitamin A content: min. 250 000 1U/g

Microbiological purity: corresponds



DSM

BRIGHT SCIENLE, BRIGHTER LIVING.

Product Information
Product Data Sheet

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/N

Dispersibility

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

Stability and storage

Dry Vitamin A Palmitate 250 S/H is sensitive to air, heat, light and humidity. The product may
be stared for 24 months from the date of manufacture in the unopened original container and at
a temperature belaw 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
gf 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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Cota Cota Calle 27 Campus Universitario
Teléfonos 2792238 — 279587¢
Fox: 591 - 2 - 279223¢
Cajén Postal N° 302
Lo Paz — Bolivia
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UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

FCPN/CCOINASEQ 18201 1
La Paz. 15 de febrero de 2012
Pagina | de 3
INFORME DE ANALISIS

HQ/SA/142012
1. Empresa: MAJOTA.
2. Solicitante: Ing. Victor Taborga,
3. Analisis: Requisitos de calidad de producto de stevia en polvo.

4. Nimero de muestras:  Una muestra de eduleorante con stevia en polvo.
Stevie-Linea Dorada. Ln trascos de 20 ¢,

5. Resultados:
Requisitos organolépticos
: Parimetro | Muestra Valores segun NB Método de |
© Stevie-linea 37013 Ensavo |
| o Daorada . o o
| Color ; Blanco i Blanco. . Andlisis
: ' ligeramente | sensorial |
oo amillene |
| Olor I Inodoro ! [nodoro c Andlisis |
o ! ' : © sensorial ‘
. Sabor © Dulee intenso Dulec intenso Andlisis
i . ligeramente amargo ¢ amargo . osensorial
! ; ! ' i
" Aspecto f Polvo i Palvo Andlisis :
S S sensorial
} Requisitos de identiticacion
. Parametro : Muestra © Valores segtin © Método de
Lo Swyie-lineaDorada . NB37013 | ensayo
Solubilidad ¢n agua . Soluble Soluble | Fnsavo
: ' ' - cualitativo de
L _ ' ~ solubilidad
| Solubilidad en ! Soluble . Soluble ' IEnsavo
“aleohol etilico 1 [ocvalitativo de
z L | solubilidad |
- Solubilidad ¢n i Soluble f Soluble Fnsayo
" aleohol metilico cualitativo de |

| . osolubilidad
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Pagina 2 de §

Requisitos de pureza

: Parametro Muestra Valores segin Método de
; Stevie-Linea NB 37013 ensayo ‘
! Glicosidos de . Y93 ~ Minimo permitido NB 37017
| esteviol (V) ‘ 93 Yy
L5 i
! Humedad (%) 4.87 Miximo permitido NB37014
- AU 5,
pH 7 6.5 7ensolucion NB 37016
{ S actosi :
. Cenizays (%) | 0.02 Miximo permitido NB 37013
i 0.03 (%) : ;

- Materia insoluble -
*residuos insotubles

| en agua (%)

: Sodio ("/«‘.A)-

i

i».u»....,.., - - -

+ Arsénico (mg/Kg)

No contiene

No contiene

<ulmgKg

Eaento de materias © Gravimétrico

insolubles en agua

Eaento de sodio Gravimétrico

Nomas de | Horno de Gralio

_mg'Re

! Plomo (mg/Kg)

)
.
|
A
|

<a b mg'kg

No mas de | " Horno de Gralito

my Ke
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Requisites microbiologicos
Muestra

Valores segin Método de |

Stevie-linea NB 37012 Fnsayo ?

: Dorada - , B
| Recuento total de S0 Limite maximo | NB 32003

Acrobios mesofilos aceptable |

(UFClg) 1 INTOTUFC g
[ Coliformes totales auseneiz <10 UFC/g NB 32005
ONMPlg) R
. Recuento de mohos ausencia . Limite maximo | NB 32000 |
H(UFClg) ! aceptable |
o ! LOINIO UECy | » N
i Recuento de ; 30 © Limite maximo NB 32006 ;
! levaduras ' aceptable
UFClg) - INIUFC g
; Salmonellg en 25 ¢ ausencia auseneia ] NB 32007 |
(UKCly ]

6. Observaciones:

a) LI muestreo fue realizado por la persona solicitante.

b) Scadjunta los espectros de Resonancia Magnética Nuclear.

¢) Sectoma como relerencia la Norma Boliviana 37013, (Edulcorante natural de
Reyuisitos de identilicacion v pureza para los aditivos

stevia en polvo

alimentarios.

[s cuanto se informa para tines consiguientes,
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A CALIDAD TOTAL
LABORATORIOS

SOLICITANTE
DIRECCION LEGAL

RUC : 10407877131

CANTIOAD RECIBIDA
MARCA(S)

FORMA DE PRESENTACION ¢
SOLICITUD DE SERVICIOS
REFERENCIA . '
FECHA DE RECEFCION
ENSAYOS SOLICITADOS :
. PERIOBO DE CUSTODIA
; - RESULTADOS:

S

S8 NEN-DIIRI6 2014
PERSONAL
25082014
FisicoiQuiMICco

RN

ENSAYOS FISICOS / QUIMICOS:

et e+

{nstitutn de Cerdificaciin, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N* 006310 - 2014
AYALA REMON MARISOL
: M7A. B LOTE. 16 SECTOR EDUCACION AYACUCHQ
~HUAMARGA - AYACUCHO

Teléfono: G50555853

PRONUCTO : YOGURT ¥ RUT_AI)(') FORTIFICADO
NUMERO PE MUESTRAS  : Uno
IDENTIFICACION/MTRA ;S

: 9359 g i+ cavase) de mucstra prepercionada por ef solicitante,

Favasiado, ke maening ingeess en boteils sefleds & temperatura smbiente

: 10 Diss, 5 gestiv de o fochade retepeion,

ENSAYOS FROMEDIO | RESULTABO T | RESULIADO 2 ?
! .’::::fr.f;méégé-&';;,/xm s drmﬂ-”x aé{giizig' B (53 9,33 [
LeCeimm 178400 g dy oo petion) 5o u,01 nA7
3e Friagin Tovald (};mw" 1 g e sl otiginaty 671 66,88 46,93
$-Grw (34 100 2 do oreitra eriping) 1.5 1,48 1,40
. S Hemieded (21100 p demaestn adigingdy 84,2 8422 §4.16
G Presom (3¢ 100 g de macsits originalyFacon, 6.35) 4.1 ENE] $.02
) 7<% Keah prasniens da Kiat e 195 108
- & . ta Keah proesmente o Brorsinaz 248 M8 24.2
Ge 83 Be, peinamene @ Catobndram 34 333 348
Vo Fies Crosds {2 100 ¢ do motlna peiginal) 0.0 a0 a0
RETODOS UNLIZADOS BN EL LABORATORIOS: - e "
3 - Por Oiferenca MSNM Colazos 1502
; L2 ADACRASG Cap. 33 B0, 19 P33, 00 2092
o | 3~ For Cauuio MS-INN oliazes 1053
4. FILIDE 1IEA 1537
S.- FILADE 187 1897
5. HIP 202119 1853
2.~ Por Cliogls MS-INN Colig2es 1983
8.- Par Cabtuld MS-INN Collazes 1363
8- Por Caxuly ME-INN Collazos 1083
10.-NTP 205.003 {Renizeds €1 2011) 1080
i
;
CONTIRUA INFORME DS ENSAYOS I 0683102014 Fin 12
4
|
!
L Univergldad 595 La Molins Lime. - Pom

{511 348
stiiinfonegne
v Wby, wnea b

.

oonolpod midg
amahing ede peftativadgional

3192507 - 5465794 - 30250

amaitng ady no



LAMOLINACALIDAD TOTAL
LABORATORIOS

Institure de Certiftcacion, Inspeccion v Evsayos

INFORME DE ENSAYOS
N" 006310- 2014

_ TECHA DE BECUCION DE
f o ADVFRTENCIA:

' 28 SBRSCIONES 28 LSV, TR BIANID v rETAp e de L2 morery fiets su engrost ¢ D Maden RN Tl o LaherEiaris 5o
3k Selic

INSAYOS: Dot 250872014 Al 2910872012,
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ESTADO / CONDICION : : Producio fiquido denso / Refrigerado

PRESENTACION . Botella de plastico cemrado con topa, sin litografiar
© CANDDAD DE MUESTRA : 1000 MiiLitros
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ANEXO 02: Andlisis fisicoquimico y proximal de la leche

Caracteristicas fisicoquimicas de la leche de vaca

Resultado
Anailisis Unidad 1 2 3 Promedio
pH 6,71 6,74 6,73 6,73
Densidad corregida g/ml 1,030 1,029 1,031 1,030
Acidez °D 15,5 150 155 15,33
Grasa % 3,5 3,3 3,4 3,40
Sélidos totales % 12,40 1»1,90 12,52 12,27
Prueba de la reductasa Hora - >6 >6 >6 >6
Antibidticos - Negativo  Negativo  Negativo  Negativo
Composicion proximal en 100 g de leche de vaca
Componentes Unidad Valor

Humedad g 87,2

Proteina- g | 3,2

Grasa g 34

Ceniza g 0,6

Carbohidratos

g 5,6




ANEXO 03: pH y acidez del yogurt base y anlisis fisicoquimico del yogurt fortificado

pH y acidez del yogurt base
Proceso pH Acidez (g de 4cido lactico)
1 2 3 Promedio 1 2 3 Promedio
Fermentacion 4,56 4,59 4,61 4,59 0,63 0,61 0,63 0,62

Caracteristicas fisicoquimicas del yogurt fortificado durante el anélisis sensorial

RDA (porcentaje)
Dia Analisis Unidad 25 45 70 100
pH 450 4,51 4,52 4,50
T °C 5,2 48 58 6,1
2  Acidez g de 4cido lactico 0,75 0,79 0,83 0,80
Viscosidad Cp 13220 13126 13182 13221
T °C 4,0 43 4,1 4,1
pH 424 425 425 4,25
T °C 60 - 63 6,5 6,27
4 Acidez g de 4cido lactico 0,89 0,86 0,92 0,89
Viscosidad Cp 12240 12180 12231 12237
T °C 4,1 40 40 4,0
pH | 4,43 443 445 4,44
T °C 5,3 5,5 6,0 5,60
6  Acidez g de 4cido lactico 0,97 0,93 1,01 0,95
Viscosidad Cp 10800 10160 10590 10753
T °C 40 43 41 4,1




ANEXO 04: Hoja de consentimiento informado
Instituto de Seguridad Alimentaria Nutricional (ISAN), de la Universidad Nacional
Agraria la Molina |

Mi nombre es Marisol Ayala Remén, soy estudiante de ia Escuela dg Posgrado en
Nutricién Publica de la Universidad Nacional Agraria la Molina y estoy llevando a cabo un
estudio titulado “yogurt fortificado con vitamina A, dcido folico, hierro y zinc en animales
experimentales con anemia inducida”. En esta fase del estudio ustedes evaluardn dos
aspectos; el sabor y color del yogurt fortificado, con la finalidad de trabajar en la segunda
fase con una de las muestras que ustedes elijan; para dicho fin solicito su autorizapién para
que su persona participe voluntariamente en este estudio, la cual consiste en la degustacién
del pfoducto en tres fechas diferentes, en la cual usted llenard un formato de fécil
aplicacion por un tiempo no mayor de 10 minutos. El resultado que usted me entregue sera
estrictamente confidencial. La referida evaluacién no conlleva a ningun riesgo para usted.
Si no comprende puede preguntarme las veces que desee.

E1 ISAN agradece su valiosa colaboracion.

Conocedor de lo indicado arriba v al recibir la explicacion de lo que eh preguntado

acepto participar voluntariamente en el presente trabajo de investigacion.

Una copia de este documento se quedara con Ud. para que lo revise cuantas veces lo desee.

Firma: Firma:
Nombre del participante Nombre del testigo
DNI N° DNI N°
Firma: |
Marisol Ayala Remén
DNI N° 40787713

Fecha: de de 2014.




Fecha:

Escala heddnica estructurada

Edad:

ANEXO 05: Formato para la evaluacion sensorial

Sexo: (F) (M)

Pruebe por favor las muestras de yogures que se le estd presentando e indique el nivel de

“agrado a cada atributo seglin la escala; cada vez que usted pruebe las muestras proceda a

enjuagarse la boca con agua de mesa.

Marque con una X el renglén que corresponda a la escala que mejor describa su reaccion

para cada una de las muestras.

Atributos

Escala

Muestras

2341

3412

4231

5343

Sabor

(1) Me disgusta mucho

(2) Me disgusta moderadamente

(3) No me gusta ni me disgusta

(4) Me gusta moderadamente

(5) Me gusta mucho

Color

(1) Me disgusta mucho

(2) Me disgusta moderadamente

(3) No me gusta ni me disgusta

(4) Me gusta moderadamente

(5) Me gusta mucho

Comentarios:

Numeracion de las muestras para la evaluacion sensorial.

1234° Control
2341  25%RDA
3412 45%RDA
4231 70% RDA
5343 100% RDA

Gracias.



ANEXO 06: Evéluacién sensorial del yogurt fortificado en cuanto a color

2341 3412 4231 5343
Panelistas ~ (25%RDA)  (45%RDA)  (70%RDA)  (100%RDA)
1 4 4 4 4
2 4 5 4 4
3 5 5 5 5
4 4 4 4 5
5 5 5 5 4
6 4 4 4 4
7 5 4 4 4
8 4 4 5 4
9 4 4 4 5
10 4 3 4 5
11 4 4 4 4
12 4 4 4 4
13 4 4 4 4
14 4 4 4 5
15 4 4 4 4
16 4 4 5 4
17 4 4 4 5
18 5 5 4 4
19 4 4 4 s
20 4 4 4 4
21 4 4 4 4
2 4 4 5 4
23 5 5 5 5
2 4 5 4 5
25 5 5 5 5
26 4 4 4 4

Fuente: Resultados de la evaluacion se_nsorial (setiembre, 2014).



ANEXO 07;: Promedio de los resultados del atributo color

Muestra
2341 3412 4231 - 5343
Escala (25%RDA) (45%RDA) (70%RDA) (100% RDA)
Me disgusta mucho 0 0 0 0
Me disgusta
moderadamente 0 0 0 0
No me gusta ni me
disgusta 0 1 (4%) 0 0
Me gusta moderadamente 20 (77%) 18 (69%) 19 (73%) 16 (62%)
Me gusta mucho 6 (23%) 7 (27%) 7 27%) 10 (38%)

Total 26(100%) 26 (100%) 26 (100%) 26 (100%)

ANEXO 08: Anélisis de la varianza para el atributo color

Variable N R R*Aj Ccv

Color 104 0.48 0.29 9.28

ANEXO 09: Anélisis de la Vérianza (SC tipo III) para el atributo color

F.V SC gl CM F p-valor
Panelistas 10,66 25 0,43 2,70 0,0005
Tratamientos 0,41 3 0,14 0,87 . 0,4589
Error 11,84 . 75 0,16

Total 22.91 103




ANEXO 10: Evaluacién sensorial del yoéurt fortificado en cuanto a sabor

2341 3412 4231 5343
Panelistas (25% RDA) (45% RDA) (70%RDA)  (100% RDA)

1 4 4 4 4
2 4 4 4 4
3 4 4 3 4
4 4 4 4 5
5 5 5 4 3
6 4 3 4 4
7 5 4 5 4
8 4 4 4 5
9 4 4 4 4
10 4 4 5 4
11 4 4 4 4
12 4 4 4 4
13 4 4 4 4
14 4 4 4 5
15 4 4 4 4
16 5 5 5 5
17 4 4 4 5
18 5 4 4 4
19 4 4 4 5
20 4 4 4 4
21 5 4 5 4
22 4 4 5 4
23 4 4 4 4
24 5 5 5 5
25 4 4 4 4
26 5 4 5 4

Fuente: Resultados de la evaluacion sensorial (setiembre, 2014).



ANEXO 11: Promedio de los resultados del atributo sabor

Muestra
2341 - 3412 4231 5343
Escala (25%RDA) (45% RDA) (70%RDA) (100% RDA)

Me disgusta mucho 0 0 0 0

Me disgusta moderadamente 0 0 0 0

No me gusta ni me disgusta 0 1 (4%) 1 (4%) 1 (4%)
Me gusta moderadamente 19 (73%) 22 (85%) 18 (69%) 18 (69%)
Me gusta mucho 7 (27%) 3 (12%) 7 (27%) 7 (27%)

Total 26 (100%) 26 (100%) 26 (100%) 26 (100%)

ANEXO 12: Analisis de la varianza para el atributo sabor

Variable N R’ R*Aj CV

Sabor 104 0,44 0,23 9,79

ANEXO 13: Analisis de la varianza (SC tipo III) para el atributo sabor

F.V SC gl CM F p-valor
Panelistas 9,51 25 0,38 2,25 0,0038
Tratamientos 0,57 3 0,19 1,12 0,3471
Error 12,68 75 0,17

Total 22,76 103




ANEXO 14: Concentracion de la hemoglobina en ratas albinas de la raza Holtzman, antes

y después del consumo de una dieta purificada deficitaria

Concentracion de hemoglobina

Codigo (g/dL)

(Ratas) Basal Anemia
1 12,0 9,6
2 13,1 12,1
3 11,8 9,7
4 12,7 9,8
5 12,5 10,7
6 11,8 9,9
7 12,1 9,4
8 12,4 9,8
9 12,2 11,7

10 12,3 9,7

Fuente: Resultados experimentales (setiembre a octubre, 2014).

ANEXO 15: Estadisticas 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 12,290 10 0,407 0,129

Hb Anemia 10,240 10 0,943 0,298




ANEXO 16: Correlaciones de la hemoglobina, antes (basal) y después (anemia) del

consumo de la dieta purificada deficitaria

L

Dieta purificada deficitaria N Correlacién Sig.

Hb Basal & Hb Anemia 10 0,583 0,077

ANEXO 17: Pruebas estadisticas comparativas 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 Desviacion  error diferencia Sig.
deficitaria Media  estdndar  estdndar Inferior Superior T gl (bilateral)
Hb Basal-

2,050 0,779 0,246 1,493 2,607 8,319 9 0,000
Hb Anemia




ANEXO 18: Representacion grafica de la concentracion de la hemoglobina, antes (basal) y

después (anemia) del consumo de la dieta purificada deficitaria
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ANEXO 19: Concentracion de la hemoglobina en ratas albinas de la raza Holtzman;

basal, anemia y después del consumo de la dieta purificada deficitaria més

yogurt fortificado
Codigo Concentracion de hemoglobina (g/dL)
(ratas) Basal Anemia Recuperacion
T-1 12,1 9,4 _ 15,2
2 1 12,1 14,8
T3 12,5 10,7 14,2
T-4 12,7 9,8 15,1
T-5 11,8 ' 9,9 : 14,8
' T-6 124 9,8 14,6
T-7 ' 12,0 9,6 16,0
T-8 12,3 9,7 15,4
T-9 11,8 9,7 15,2
T-10 12,2 ' 11,7 15,1
Promedio 12,29 10,24 - 15,04

Fuente: Resultados experimentales (setiembre a noviembre, 2014).

ANEXO 20: Estadisticas de la hemoglobina, antes (anemia) y después del consumo de la

dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Dieta deficitaria mas , 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 10,298




ANEXO 21: Correlaciones de la hemoglobina, antes (anemia) y después del consumo de

la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

N Correlacion

Sig.

[Hb]Después &[Hb] Antes

10 0,370

0,292

ANEXO 22: Pruebas estadisticas comparativas de la hemoglobina, antes (anemia) y

después del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt fortificado

Diferencias emparejadas

Dieta purificada 95% de intervalo
deficitaria més Mediade de confianza de la
yogurt Desviacién  error ‘diferencia Sig.
fortificado A Media estindar  estdndar  Inferior Superior T gl (bilateral)
[Hb]Despuds - ' |
4,800 1,210 0,383 3,934 5,666 12,543 9 0,000

[Hb] Antes




ANEXGQO 23: Representacion grafica de la concentracion de 1a hemoglobina, antes (anemia)

y después del consumo de la dieta purificada deficitaria més yogurt fortificado
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ANEXO 24: Consumo diario de la dieta purificada deficitaria de cada animal experimental

_ Consumo (S-(R+D)

Fecha Cddigo (ratas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

17/09/14] 11,44 | 12,06 | 13,16 | 11,99 { 13,70 | 11,60 | 13,27 | 9,38 | 13,06 | 12,03
18/09/14| 9,12 | 10,36 | 11,50 | 11,09 | 10,06 | 9,89 | 10,78 | 9,57 | 11,01 | 11,21
19/09/14| 10,77 | 8,86 | 12,31 | 11,18 | 10,56 | 7,75 | 9,54 | 8,56 | 12,07 | 9,92

20/09/14/ 11,29 | 9,03 | 13,03 j 11,62 |10,72| 7,80 | 10,36 | 8,38 | 12,68 | 11,18
21/09/14] 10,58 | 7,64 | 12,57 | 10,38 | 11,37 | 9,61 | 876 | 9,34 {12,92 11,72
22/09/14] 7,38 | 6,74 | 8,81 | 6,95 | 944 | 7,40 | 6,93 | 6,92 | 9,84 | 4,57

23/09/14{ 9,50 | 7,86 | 10,26 | 892 | 9,30 | .7,58 | 12,05 10,00 | 10,48 | 6,95

24/09/14/ 10,11 | 6,86 | 840 | 9,14 | 12,38 | 9,45 | 10,40 | 10,71 | 12,05 | 9,86

25/09/14] 14,15 | 13,42 | 13,50 | 13,44 | 13,70 | 13,06 | 14,26 | 12,19 | 14,00 | 12,55
26/09/14| 11,88 | 9,89 | 11,35 | 13,77 | 14,06 | 14,84 | 13,36 | 12,83 | 14,85 | 10,43
27/09/14] 11,36 | 11,83 | 10,86 | 14,14 | 14,85 | 8,69 | 11,95 | 13,90 | 14,94 | 10,31
28/09/14] 12,46 | 12,83 | 11,55 | 13,71 | 14,75 | 4,82 | 13,32 | 12,55 | 14,74 | 14,36
29/09/14| 13,97 | 14,45 | 7,64 | 14,69 | 14,87 | 13,34 | 13,37 | 14,00 | 14,84 | 13,86
- 30/09/14] 10,77 | 14,77 | 12,86 | 14,82 | 14,92 [ 12,60 | 13,06 | 3,96 | 14,96 | 10,52
01/10/14| 14,73 | 11,57 | 14,19 | 14,84 { 14,90 | 14,72 | 14,69 | 14,44 | 14,93 | 14,91
02/10/14| 14,76 | 11,61 | 13,57 | 14,70 | 14,93 | 14,70 | 14,90 | 14,75 | 14,80 | 15,01
03/10/14| 15,00 | 14,98 | 14,85 | 14,91 | 14,35 [ 14,71 | 14,76 | 14,93 | 14,98 | 14,95
04/10/14] 14,94 | 14,98 | 12,52 | 14,97 | 14,96 | 14,58 | 14,85 | 13,91 | 14,98 | 14,96
05/10/14 9,49 | 14,14 | 13,27 | 14,88 | 14,86 | 10,83 | 14,83 | 14,95 | 14,94 | 14,95
06/10/14] 14,93 | 14,89 | 11,73 | 14,90 | 14,95 | 14,86 | 14,79 | 13,32 { 14,95 | 14,93
07/10/14] 14,90 | 14,91 | 12,96 | 14,98 | 13,18 | 11,46 | 14,85 | 11,36 | 14,92 | 14,99
08/10/14] 14,56 | 14,92 | 11,50 | 14,63 | 14,88 | 14,85 | 14,74 | 14,34 | 14,87 | 14,98
09/10/14] 14,92 | 14,98 | 10,68 | 6,99 | 15,02 | 14,95 | 14,98 | 13,17 | 15,01 | 14,98
10/10/14| 14,94 | 14,80 | 10,81 | 14,83 | 14,98 | 14,90 | 14,88 | 12,78 | 14,92 | 15,00
11/10/14) 14,74 | 14,90 | 13,24 |{ 14,85 | 14,90 | 14,92 | 14,82 | 12,43 | 14,93 | 15,01
12/10/14| 14,91 | 14,94 | 13,70 | 14,92 | 14,90 | 14,87 | 14,91 | 11,08 | 14,94 | 14,91
13/10/14] 14,95 | 14,94 | 14,78 | 14,77 | 14,92 | 14,93 | 14,82 | 12,60 | 14,92 | 14,89
14/10/14| 14,94 | 14,84 | 14,87 | 14,82 | 14,92 | 14,91 | 14,78 | 14,90 | 14,96 | 14,98
15/10/14| 14,96 | 13,78 | 14,94 | 14,86 | 14,97 | 13,34 | 14,79 | 13,54 | 13,96 | 14,99
16/10/14| 14,96 | 14,94 | 14,95 | 14,69 | 14,92 | 13,24 | 14,82 | 14,88 | 14,98 | 15,00
17/10/14] 14,94 | 14,94 | 14,96 | 14,77 | 14,97 | 14,99 | 14,81 | 14,27 | 14,99 | 14,95
18/10/14] 14,98 | 14,99 | 14,97 | 14,70 | 14,93 | 14,96 | 15,01 | 14,05 | 14,98 | 15,03
19/10/14) 14,95 { 14,71 | 13,62 | 14,98 | 14,87 | 11,34 | 14,79 | 14,28 | 14,86 | 14,67
20/10/14] 14,98 | 14,93 | 14,90 | 14,84 | 14,92 |1 14,98 | 14,80 | 14,88 | 14,91 | 14,99
21/10/14] 14,93 | 14,90 | 14,94 | 14,711 14,92 | 14,94 | 14,86 | 13,65 | 14,83 | 15,00
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.



ANEXO 25: Analisis descriptivo del consumo de la dieta purificada deficitaria por

cada animal experimental

Codigo : Error
(ratas) Consumo de la dieta deficitaria Estadistico estandar

Media 12,679 - 0,335
95% de intervalo de Limite inferior 11,997
confjlanza para la Limite superior 13,359
media
Mediana 13,030

1 Varianza 3,933
Desviacion estandar 1,983
Minimo ' 7,640
Maiéximo 14,970
Rango 7,330
Media 13,511 0,356
95% de intervalo de Limite inferior 12,787
confjlanza parala L1im1te superior 14235
media
Mediana ‘ 14,780

2 Varianza 4,440
Desviacion estandar 2,107
Minimo 6,930
Maéximo 15,010
Rango 8,080 o
Media 14,143 0,243
95% de intervalo de Limite inferior 13,649
conftlanza para la Limite superior 14,637
media
Mediana 14,910

3 Varianza 2,070
Desviacion estandar 1,439
Minimo 9,840
Maximo 15,010
Rango 5,170
Media 12,891 0,465
95% de intervalo de Limite inferior 11,947
confjlanza para la Limite superior 13,835
media

4 Mediana 14,710



“Continuacion”

Desviacién estandar

2,3482

Varianza 7,556
Desviacion estandar 2,749
Minimo 6,740
Maximo 14,990
Rango 8,250
Media 13,411 0,401
95% de intervalo de Limite inferior 12,597
:;;ﬁ:nza para la Limite superior 14223
Mediana 14,700
Varianza 5,614
Desviacion estandar 2,369
Minimo 6,950
Maximo 14,980
Rango 8,030 _
Media 13,881 0,304
95% de intervalo de Limite inferior 13,262
conf'}anza para la Limite superior 14,499
media
Mediana 14,880
Varianza 3,244
Desviacion estandar 1,801
Minimo 9,300
Miéximo 15,020
Media 13,253 0,400
95% de intervalo de Limite inferior 12,439
;::;:g:nza para la Limite superior 14,067
Mediana 14,930
Varianza 5,612
Desviacidn estandar 2,3689
Minimo - 6,820
Maximo 15,030
Rango 8,210
Media 12,783 0,397
95% de intervalo de Limite inferior 11,977
conf?anga para la Limite superior 13,590
media
. Mediana 14,180
Varianza 5,514



“Continuacion”

Minimo 7,960
Maximo 14,930
Rango 6,970
Media 13,869 0,312
95% de intervalo de Limite inferior 13,234
conf'ianza para la Limite superior 14,504
media
Mediana 14,770
Varianza 3,413
Desviacién estdndar 1,848
Minimo 9,440
Maximo 14,990
Rango 5,550
Media 13,205 0,387
95% de intervalo de Limite inferior 12,419
conf.lanza parala Limite superior 13,991
media
Mediana 14,740
10 Varianza 5,232
Desviacidn estindar 2,287
Minimo 7,380
Miximo 15,000
Rango 7,620




ANEXO 26: Consumo diario de la dieta purificada deficitaria mds yogurt fortificado de

cada animal experimental

Consumo (S-(R+D)

Fecha | UE-1| UE-2| UE-3| UE-4| UE-5| UE-6| UE-7| UE-8; UE-9| UE-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 | 17,92 | 16,37 | 19,79 | 16,17 | 15,49 | 16,45 | 19,93 | 18,25
24/10/14 | 19,93 | 14,02 | 19,78 | 19,42 | 19,93 | 19,24 | 19,79 | 14,45 | 19,97 | 15,51
25/10/14) 19,92 | 17,01 | 19,91 | 19,73 |-19,91 | 17,00 | 19,87 | 15,41 | 19,99 | 18,71
26/10/14 | 19,95 | 17,21 | 19,97 | 19,83 | 19,97 | 19,68 | 19,86 | 14,40 | 19,96 | 19,97
27/10/14 1 19,97 | 14,93 | 18,22 | 19,84 | 19,93 | 16,20 | 19,88 | 12,10 | 19,96 | 16,73
28/10/14 | 17,21 | 19,99 | 19,99 | 19,92 | 19,97 | 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 | 12,44 | 19,99 | 19,94
30/10/14 1 20,01 | 15,19 | 19,96 | 19,90 | 19,98 | 18,80 | 19,83 | 14,17 | 19,93 | 16,94
31/10/14 ) 20,00 | 15,96 | 19,25 | 19,90 | 19,98 | 16,45 | 19,88 | 13,84 | 20,00 | 15,41
01/11/14| 19,96 | 17,12 | 19,95 | 19,91 | 19,46 | 19,82 | 19,71 | 13,95 | 19,97 | 15,35
02/11/14 | 19,97 | 19,49 | 19,98 | 19,91 | 19,99 | 19,94 | 19,96 | 19,98 | 20,00 | 19,94
03/11/14| 19,89 | 14,91 | 19,85 | 19,74 | 19,94 | 19,86 | 19,89 | 14,67 | 19,94 | 19,03
04/11/14 1 19,94 | 17,32 ] 20,03 | 19,89 | 19,98 | 19,92 | 19,95 | 15,75 | 19,97 | 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 | 15,28 | 20,01 | 19,82 | 19,35 | 19,94 | 19,82 | 14,07 | 19,94 | 15,15
07/11/14 | 19,94 | 16,52 | 19,84 | 19,88 | 19,91 | 19,91 | 19,89 | 16,97 | 19,95 | 17,78
08/11/14 | 19,94 | 18,46 | 19,96 { 19,90 | 19,93 | 19,78 | 19,86 | 17,10 | 19,92 | 15,18
09/11/14 | 19,91 | 14,55 | 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 { 19,91 | 19,90 | 15,42 | 12,90 | 19,68 | 12,19 |
11/11/14 | 18,82 | 15,53 | 19,67 | 19,98 | 19,90 | 19,92 | 19,23 | 15,21 | 19,92 | 15,88
12/11/14 | 16,67 | 18,14 [ 19,97 | 19,92 | 19,92 | 19,56 | 19,45 | 14,54 | 19,96 | 15,75
13/11/14 | 15,73 } 18,62 | 16,89 | 19,82 | 19,98 | 19,17 | 16,69 | 18,47 | 19,96 | 18,62
14/11/14 | 17,23 | 15,58 | 16,71 | 19,81 | 19,96 | 18,66 | 18,55 | 12,02 | 19,97 | 18,39
15/11/14 | 15,35 | 14,99 | 15,65 | 19,86 | 17,94 | 16,62 | 15,16 | 13,44 | 19,97 | 15,90
16/11/14 | 18,95 | 17,43 [ 16,20 | 19,89 | 17,43 | 15,79 | 16,95 | 15,27 | 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 | 18,92 | 17,72 | 16,85 [ 19,48 | 16,81 | 15,67 | 14,10 | 15,83 | 19,92 | 15,43
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.
Reéiduo (R); alimento sobrante en sus comederos.

Desperdicio (D);.alimento desechado fuera de sus comederos.



ANEXO 27: Anilisis descriptivo del consumo de la dieta purificada deficitaria mas yogurt

fortificado de cada animal experimental

Codigo Consumo de la dieta purificada deficitaria

(ratas) 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

UE-1 Varianza 2,038
Desviacién 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

UE-2 Desviacion estandar 1,738
Minimo : 14,020
Maiximo 19,990
Rango | 5,970
Media 19,016 0,284
95% de intervalo de Limite inferior 18,434
confianza para lamedia Limite superior 19,598
Mediana 19,880

UE-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

VB4 Varianza 0,446

"~ Desviacion estandar 0,668

Minimo 16,370

Méximo - 19,980



“Continuacién”

Rango 3,610
Media 19,424 0,205
95% de intervalo de Limite inferior 19,003 o
confianza para la media Limite superior 19,845
. Mediana 19,925
UE-5 Varianza 1,178
Desviacion estandar 1,085
Minimo 16,030
Maéximo 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
UE-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
UE-7 Varia‘nz? 3,601
Desviacion estandar 1,897
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
UE-$ Varia'nze.i 4,360
Desviacion estandar 2,088
Minimo 11,140
Miaximo 19,980



“Continuacion”

Rango 8,840
Media 19,861 0,083
95% de intervalo de Limite inferior 19,692
confianza para lamedia Limite superior 20,031
Mediana 19,960
UE-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
UE-10 Varianza 4,403
Desviacién estindar 2,098
Minimo 12,190
Miéximo 20,000
. Rango 7,810
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ANEXO 32: Yogurt fortificado liofilizado en el Instituto de Investigacién Nutricional

(IIN)




ANEXO 33: Insumos empleados y pesado para la preparacion de las dietas




ANEXO 34: Preparacion de las dietas
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de alimentos, pesado de residuos y desperdicios de los

, suministro

Cuidado
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ANEXO 36: Determinacion de la hemoglobina en el Laboratorio de Patologia Clinica de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos




